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I. Распределение поли-Ь-лизина и стабильность свободных 
участков ДНК

Исследовались комплексы ПЛ-ДНК различного происхождения (тимуса теленка 
фага Т2, Е. соН), составленные методом непосредственного смешивания. Показано, 
что поли-Ь-лизин (ПЛ) распределяется на всех молекулах ДНК далеко отстоящими 
друг от друга кластерами, независимо от происхождения ДНК; рост стабильности 
свободных участков комплексов ДНК-ПЛ определяется эффектом Шефлера и блоч
ностью структуры исследуемых ДНК.

Проблема взаимодействия ДНК с основными белкамп-гистонами 
п протаминами, входящими в состав хромосом эукариотических клеток, 
является одной из основных в молекулярной биологии. Естественные 
комплексы обладают исключительной сложностью организации. По
этому прямые исследования характера взаимодействий, реализующихся 
в нуклеопротеидах, и их структуры малоинформационны в силу ограни
ченности возможностей физических методов. Однако достаточно полез
ные сведения относительно физических принципов организации и осо
бенностей поведения этих систем можно получить на основании иссле
дований комплексов ДНК с синтетическими полипептидами (поли-Е-ли- 
зином, поли-Е-аргинпном и их статистическими сополимерами), более 
пли менее полно моделирующими молекулы гистонов.

В настоящей статье обобщается экспериментальный материал, по
лученный при изучении взаимодействия ПЛ, удовлетворительно мо
делирующего фракцию Е1 гистона, с ДНК различного происхождения. 
Сравнительный анализ данных позволяет получить информацию о неко
торых особенностях физической организации комплексов и ее зависи
мости от гетерогенности ДНК.

Материал и методика. Комплексы составлялись непосредственным смешиванием 
растворов ДНК (5у/мл) с растворами ПЛ (10-у/мл) при ионной, силе 10~2М К'аС1+ 
10-3 М цитрата На. Использовались ДНК трех типов—тимуса теленка (М=15.106), 
Е. соН (М=11.106) и фага Т2 (М= 1,2.10е), любезно предоставленные Г. П. Геор
гиевым и Р. Б. Хесиным, а также поли-Б-лпзин.НВг фирмы «РПоЬ (М=52.103). 
Кривые плавления снимались спектрофотометрически с использованием специально 
сконструированного устройства.

Результаты и обсуждение. Зависимость оптической плотности ком
плексов от температуры описывается двухступенчатой кривой плавле-
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НИЯ (рис. 1). Первая ступень обусловлена выплавлением свободных 
участков ДНК, вторая—комплексных участков. .Каждую из ступеней мы 
характеризуем четырьмя параметрами: температурой плавления (Т"1), 
началом плавления (То), интервалом плавления (АТ) и величиной ги
перхромизма (Н). На рис. 2 приведены зависимости каждого из пара
метров первой ступени плавления от содержания ПЛ в комплексе, ха
рактеризуемого отношением МН2/Р.

Рис. 1. Характерная кривая плавления комплекса ПЛ—ДНК.

С увеличением ПЛ в комплексе доля свободной ДНК уменьшается, 
в соответственно гиперхромизм должен падать (рис. 2, а). Экстра
поляция линейной зависимости Но от НН2/Р до значений Но = 1 позво
ляет определить .количество пар азотистых оснований ДНК, экранируе
мых одной молекулой ПЛ, т. е. определить стехиометрию комплекса. 
Для ДНК тимуса теленка ЫН։/Р=։1,1:1; а для ДНК Е. со11 и фага 
Т2—<1:1. (Прямые через экспериментальные точки .проводились по ме
тоду наименьших квадратов). Следовательно, в наллем случае одна 
молекула ПЛ экранирует 130 пар оснований.

Температура плавления первой ступени (Т°) ДНК тимуса телен
ка возрастает по мере увеличения содержания ПЛ в комплексе. В ли
тературе было предложено два объяснения.

У всех рассматриваемых нами комплексов двухступенчатость вы
ражена достаточно четко (Т* — Т° = 27° для ДНК тимуса теленка и 
ДНК фага Т2 и 12°—для ДНК Е. соП). Двухступенчатый характер 
кривой плавления свидетельствует о том, что ПЛ обладает очень высо
ким коэффициентом связывания с нативной ДНК. Тогда свободные час- 
тиДНК, скрепленные на концах молекулами ПЛ, можно рассматривать 
■как замкнутые «шпильки». Вместе с тем, Шефлером было показано 
[6], что замкнутые «шпильки» стабильнее открытых полимерных це
пей. Более того, температура плавления замкнутой «шпильки» растет 
по мере уменьшения ее длины. Метод оценки сдвига Тга при измене
нии длины «шпильки» разработан в работе Субирана [7]. Расчеты, 
проведенные в рамках этого метода, свидетельствуют о том, что сво-
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Рис 2. Зависимость параметров плавления свободных участков ДНК от 
отношения 1\'Н2/Р. • • о—ДНК тимуса теленка; х, □ —ДНК фага Т2; Д — 
ДНК Е. соП на рис. 26 о и □—относятся к ДНК, дробленным пропусканием 

через шприц до молекулярных весов 3.106.

бодные участки в среднем должны содержать 170 пар оснований при 
ХН2/Р=0,33, поскольку Т° возрастает на 2,5°. Предполагая, что ПЛ 

равномерно распределяется вдоль ДНК, полученное значение средней 
длины свободных участков можно считать разумным. Однако следует 
проявить определенную осторожность, поскольку при нашем способе 
приготовления растворов могут возникать флюктуации концентраций, 
что, несомненно, будет препятствовать равномерному распределе
нию ПЛ.

Эффект возрастания Т° можно также объяснить преимуществен
ным связыванием ПЛ с участками. ДНК, обогащенными АТ-парами. 
Тогда свободные участки обогащаются ГЦ-парами, что должно сопро>- 
вождаться их стабилизацией. Отметим, что такое объяснение эффекта 
возможно для комплексов, приготовленных диализом [4, 5]. Метод же 
непосредственного смешивания растворов, используемый нами, приво
дит к случайному распределению молекул ПЛ по молекулам ДНК
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[3, 8]. При этом маловероятен процесс перераспределения ПЛ из-за 
большого коэффициента связывания ПЛ с ДНК-

Таким образом, оба возможных объяснения возрастания Т° по 
•мере увеличения отношения МН2/Р упираются в вопрос о распределе
нии ПЛ на молекулах ДНК. Поэтому для выяснения характера рас
пределения ПЛ на ДНК нами 'был проведен контрольный эксперимент.

Растворы комплекса с отношением МН2/Р=0,17 центрифугирова
лись при 105000 § в течение 2 час. Кривые плавления супернатанта и 
перерастворенного в буфере осадка приведены на рис. 3 и свидетель-

Рис. 3. Кривые плавления исходного комплекса (I) с отношением 
ХтН2/Р=0,17, супернатанта (2) и перерастворенного в буфере осадка (3).

В супернатанте находится 55% ДНК, в осадке—45.

ствуют о распределении ПЛ практически по всем молекулам ДНК, т. е. 
если даже ПЛ и перераспределяется на АТ-блоки, то это перераспре
деление происходит некооперативно. Однако, как мы увидим ниже, у 
нас нет достаточных оснований для полного отказа от второй концеп
ции в случае ДНК тимуса теленка. Как известно, геном высших орга
низмов представляет собой сочетание достаточно длинных участков 
(блоков), отличающихся друг от друга средним нуклеотидным соста
вом [1]. Геном же ДНК фага Т2 представляет собой один блок, в ко
тором последовательность оснований носит статистический характер. 
Это обстоятельство позволяет оценить роль эффекта Шефлера в ста
билизации свободных участков ДНК (рис. 2, б). Из рис. видно, что 
для этой системы эффект Шефлера начинает проявляться лишь при 
отношениях МН2/Р>0,42. Это означает, что молекулы ПЛ распределя
ются на молекулах ДНК довольно неравномерно, кластерами, удален
ными друг от друга на большие расстояния. Совокупность полученных 
результатов позволяет считать, что при низких отношениях МН2/Р 
возрастание Т° : у ДНК тимуса теленка обусловлено преимуществен
ным взаимодействием с АТ-1блоками, эффект же Шефлера проявляет
ся при более высоких отношениях ЫН2/Р.
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Заключение о существовании преимущественного связывания ПЛ 
с АТ-блоками ДНК тимуса теленка обосновывается нами как резуль
тат количественного соотношения АТ- и ГЦ-блоко.в в геноме ДНК ти
муса теленка. Действительно, хотя /ГЦ-состав блоков в ДНК тимуса 
теленка изменяется от 32 до 62%, средний ГЦ-состав ДНК тимуса те
ленка равен 42%. Наши рассуждения подтверждаются результатами 
исследований комплексов >ПЛ с ДНК Е. coli, ГЦ-состав которой изме
няется от 39 до 51%. Одновременно известно, что АТ-блоки составля
ют только 3,3% всей ДНК [21, а средний ГЦ-состав равен 51%. Как и 
следовало ожидать, стабилизация свободных участков ДНК Е. coli՛ 
проявляется лишь при отношениях NH2/P>0,42 (рис. 2, б).

Наконец, для того чтобы исключить возможные артефакты, обус
ловленные различными молекулярными весами исследуемых ДНК, мы 
повторили всю серию экспериментов с ДНК, многократно пропущенны
ми через шприц. Этот процесс сопровождается дроблением ДНК. В 
результате были получены гомогенные ДНК с молекулярным весом 
3-106. Нами было установлено, что эффект стабилизации не зависит в. 
исследуемом интервале изменений N/H2/P от молекулярных весов ДНК> 
а также от полидисперсности образцов (кружки на кривых 2, б относят
ся к ДНК с молекулярным весом 3-106).

Обратимся теперь к поведению параметров, упомянутых выше. 
Значение параметра TJ* (рис. 2, в) не меняется с ростом содержания 
ПЛ для ДНК фага Т2 и Е. coli даже при отношениях NH2/P>0,5. У 
ДНК тимуса теленка наблюдается возрастание ту при отношениях 
NH2/P>0,33. Это означает, что на молекулах ДНК остаются свободны
ми довольно большие /участки в полном согласии с кластерным харак
тером посадки ПЛ на ДНК, которые выплавляются при прежних тем
пературах. /Поскольку же в случае ДНК тимуса теленка ,ПЛ, как было) 
показано выше, распределяется предпочтительно по АТ-блокам, то воз
растание Ту должно проявляться раньше (увеличение Ту обуслов
лено, очевидно, уменьшением относительной доли АТ-блоков, обладаю
щих меньшей стабильностью, чем ГЦ-блоки).

На рис. 2, г приведена зависимость интервала плавления свобод
ных участков ДНК от отношения NH2/P. Как видно из рисунка, для 
гомогенной ДНК фага Т2 и ДНК Е. ooli, блочная структура которой 
весьма слабо выражена, интервал плавления не меняется вплоть до՛ 
отношений NH2/P, при которых расстояния между кластерами молекул 
ПЛ становятся достаточными для проявления эффекта Шефлера.. 
Увеличение ДТ° при отношениях NH2/P>0,42 можно объяснить про
явлением гетерогенности по длинам свободных участков ДНК, что 
вполне оправдано из-за статистического характера посадки ПЛ на 
ДНК и существенной зависимости стабильности «шпилек» ют их длины.

Для ДНК тимуса теленка наблюдается слабое возрастание ДТ1*' 
(на 1,5°) при низких отношениях NH2/P, что можно объяснить слабо- 
выраженной гетерогенностью свободных участков по длинам. При 
высоких отношениях NH2/P ДТИ заметно уменьшается. Здесь следу
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ет отметить, что интервалы плавления исходных образцов ДНК сущест
венно отличаются друг от друга. Если у ДНК фага Т2 и ДНК Е. соП 
они 'малы (соответственно 4° и 5°), то интервал плавления ДНК тиму
са теленка равен 12°. Столь высокое значение АТ для ДНК тимуса 
теленка обусловлено главным образом ее блочной структурой. Умень
шение ДТ этой ДНК наблюдается при отношениях Ь)Н2/Р, при кото
рых начинает проявляться эффект Шефлера, обусловленный главным 
образом длиной «шпильки» и практически не зависящий от ее нуклео
тидного состава. Поэтому можно думать, что благодаря проявлению 
эффекта Шефлера практически нивелируется гетерогенность, обуслов
ленная составом. . Соответственно при значительных отношениях 
МН2/Р величины ДТ для ДНК фага Т2 и ДНК Е. со!։, с одной стороны, 
и ДНК тимуса теленка, с другой, должны сближаться, что и наблюда
ется в эксперименте.

Итак, из анализа поведения параметров, характеризующих плав
ление свободных участков ДНК, следует, что ПЛ распределяется клас
терами на молекулах ДНК любого происхождения; рост стабильности 
свободных участков ДНК тимуса теленка обусловлен как эффектом 
Шефлера, так и их обогащением ГЦ-парами оснований; преимущест
венное взаимодействие ПЛ с АТ-парами ДНК тимуса теленка—резуль
тат большего количества АТ-блоков в ДНК генома тимуса теленка; 
стабилизация свободных участков ДНК Е. соН и ДНК фага Т2 обуслов
ливается исключительно эффектом Шефлера.

•Институт экспериментальной биологии АН АрмССР Поступило 24.ХП 1975 г.

Մ. Ա. ՆՈՎՈՍԵԷԵՐ, Վ. Մ. ԱՍԼԱՆՅԱՆ

'ԴՆԹ-ՊՈԼԻ-£—ԼԻՆԻՋԻ ՍՏԱՏԻՍՏԻԿ ԿՈՄՊԼԵՔՍՆԵՐԻ ԿԱԶՄԱՎՈՐՄԱՆ ԵՎ 
ՖԻԶԻԿԱԿԱՆ ՀԱՏԿՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԻ ՀԵՏԱԶՈՏՈՒԹՅՈՒՆԸ

I. Պոլի-Լ-լիզինի բաշխումը և ԴՆԹ-ի ազատ հատվածների 
կայունությունը

Ամփոփում

Հետազոտվել են տարբեր ծագման ԴնԹ-ի {հորթի սւիմոլս, £. ՕՕՍ 72 

■ֆագի) և պոլի լի զինի (Պէ) \կոմպլե քսները, առաջացած անմիջական խառնը- 
ման մեթոդով։

Ցույց է տրված, որ 1. Պ է-ր բաշխվում վ ԴՆՒ-ի բոլոր մոլեկուլների 
վրա, որոնք գտնվում են լուծույթում, իսկ ամեն մի ԴնԹ֊ի մոլեկուլի 
երկայնքով Պէ-ը բաշխվում է իրարից հեռու գտնվող «քլաստերներով» ան
կախ ԴՆՒ-ի ծագումից, 2. ՊԼ — ԴՆԹ կոմպլեքսների ազատ հատվածների 

■կայունության աճը պայմանավորված է №2/?>0,42 հարաբերությունների 
դեպքում հիմնականում Շեֆլերի էֆեկտով, .իսկ ,№1շ/Ր<0,42 հարաբե

րությունների դեպքում', հետազոտվող ԴնՒ-ի «հատվածայինս կառուցվածքով
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