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РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ПРОТАМИНА НА МАКРОМОЛЕКУЛ АХ ДНК 
РАЗНОГО ГЦ-СОДЕРЖАНИЯ И СТАБИЛЬНОСТЬ 

СВОБОДНЫХ УЧАСТКОВ ДНК

М. А. НОВОСЕЛЕР

Исследована термическая денатурация комплексов протамина с ДНК тимуса телен- 
.ка, ДНК Е. coli и ДНК фага Т2, полученных методом непосредственного смешивания. 
Показано, что молекулы протамина распределяются на макромолекулах ДНК клас
терами. Размер кластеров и расстояние между ними зависят от стерической доступ
ности большого желоба двойной спирали ДНК.
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Нуклеопротамины являются самыми простыми комплексами ДНК- 
.основной белок, найденными в клетках эукариотов. Согласно данным 
термической денатурации и кругового дихроизма, наиболее близки к 
природным нуклеопротаминам искусственные комплексы ДНК-прота- 
мин, полученные методом непосредственного смешивания компонентов 
при низких ионных силах [7]. Поэтому особый интерес представляет 
изучение распределения молекул протамина на макромолекулах ДНК 
при образовании комплексов вышеназванным методом. Этому и посвя
щена настоящая работа.

Материал и методика. Нами исследовалась термическая денатурация комплексов 
протамина с ДНК тимуса теленка (фирмы «Sigma»), ДНК Е. ooli и ДНК фага Т9 
(образцы любезно предоставлены Р. Б. Хесиным). Эти ДНК (с = 7Х10՜10 моль/литр) 
смешивались с протаминсульфатом (фирма «Spofa», с = 1,4Х.10~6 моль/литр) в вод

ных растворах, содержащих 10—2 М NaCl + 10—3 М цитрата Na. Профили плавления 
регистрировались с помощью спектрофотометра СФ-4, снабженного термостатирующим 
устройством, в кювете с длиной оптического пути 40 мм.

Результаты и обсуждение. Комплексы протамина с ДНК тимуса 
теленка и ДНК Е. coli обнаруживают ярко выраженное двухфазовое 
плавление: Тт —Тп1^>20°, где Тт и Тт—температуры плавления сво
бодных и связанных с белком участков ДНК- В случае комплекса про
тамин-ДНК фага Т2 двухфазовость выражена слабо: Тт—Т1П = 2—5°, 
..('рис. ]).

Фиксируемые для различных отношений протамин/ДНК(НН2/Р) 
значения температур плавления (Тт) и гиперхромпостей (HD), обус
ловленные плавлением свободной ДНК, достаточно хорошо описывают
ся линейным приближением метода наименьших квадратов (рис. 2 а, б).

Стехиометрия в изученных комплексах оказалась равной: для ком
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плексов протамин—ДНК тимуса теленка—1,06:1; протамин—ДНК Е.co
ll— 1,1:1; протамин — ДНК фага Тг—1:1. Следовательно, одна молеку
ла протамина нейтрализует на макромолекулах ДНК тимуса теленка 
и ДНК Е. coll по 11 пар, а на ДНК фага Т2—12 пар оснований.

Рис. 1. Кривые термической денатурации комплексов протамин—ДНК раз
ного ГЦ—содержания, регистрируемые при 259 нм для ряда отношений 
катионов пептида к фосфатам ДНК (1ЧН2/Р), А—протамин—ДНК ги-муса 
теленка. Отношения МН2Р: 1—0; 2—0,07; 3—0,17; 4—0,24; 5—0,32; 

6—0,4; 7—0,45. Б—Протамин—ДНК Е. соП. Отношения ЦН2/Р: 1—0; 2—0,1; 
3—0,2; 4—0,34; 5—0,43; 6—0,54. В — протамин—ДНК фага Т2. Отношения 
ЦН2/Р: 1—0; 2—0,15; 3—0,21; 4—0,28; 5—0,4; 6—0,56. Растворителем слу

жит 10~2 М ЦаС1 + Ю-3М цитрат Ца.

Рис. 2. Зависимость относительного гиперхромизма (А) и температуры 
плавления (Б) свободных участков ДНК. от содержания протамина в ком

плексе. 9 —ДНК тимуса теленка, Д—ДНК Е. соН, □ —ДНК фага Т2.
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Известно [8], что если комплекс образован методом непосредствен
ного смешивания, то протамин распределяется по всем молекулам ДНК, 
находящимся в растворе. Протяженности свободных и закрытых про
тамином участков ДНК определялись нами по нормированным методом 
наименьших квадратов значениям Тт и Но с помощью выкладок, 

следующих из теоретических работ Ахрема, Ландо, Андрианова [^.Ре
зультаты приведены в таблице. Видим, что молекулы протамина распо
лагаются вдоль макромолекул ДНК кластерами, которые содержат по 
4—5 молекул лиганда, если решетками служат макромолекулы ДНК 
тимуса теленка и ДНК Е. соН, и 3 молекулы лиганда при комплексиро- 
вании с ДНК фага Т2. Интересно, что значения п։, 1։, а также измене
ние расстояний между кластерами по мере насыщения решетки сви
детельствуют о более равномерном распределении лиганда на ДНК 
фага Т2 по сравнению с ДНК тимуса теленка и ДНК Е. соП. Различия 
в распределении лиганда на решетке следуют уже из вида самих кри- 
вых плавления, на что указывалось выше (рис. 1). Все вместе свиде
тельствует о том, что различное распределение лиганда на решетках об
условлено не их ГЦ-содержанием, а тем, что ДНК фага Т2 глюкозили- 
рована. По-видимому, расположение глюкозы в большой канавке ДНК 
фага Т2 [4] ослабляет связывание протамина с ней, способствуя более 
равномерному распределению молекул лиганда на решетке.

Наши результаты свидетельствуют в пользу аналогичного располо
жения протаминов и гистонов относительно бороздок ДНК в ДНП. С 
помощью метилирования двойной спирали ДНК по малой и большой 
бороздкам было показано, что гистоны оставляют малую бороздку 
ДНК открытой и взаимодействуют с сахарофосфатным остовом ДНК 
преимущественно со стороны се большой бороздки [2].

Кооперативное связывание лигандов с ДНК, по Олинсу [5] и Дрэ
перу [3], вызывается тем, что первые молекулы лигандов могут изме
нить каким-то образом конформацию или плотность заряда ДНК. При 
этом второй и последующим молекулам требуется потратить меньше 
свободной энергии, чем первой молекуле, для распространения искаже
ния конформации решетки. Можно думать, что при взаимодействии 
протамина с ДНК тимуса теленка и ДНК Е. соН решетка деформирует
ся сильнее, чем при взаимодействии с ДНК фага Т2. Поэтому кластеры 
на ДНК фага Т2 содержат 3 молекулы протамина, а на ДНК тимуса 
теленка и ДНК Е. соИ—по 4—5.

Исследование стабильности свободных от протамина участков ДНК 
показало, что по мере добавления протамина температура плавления 
свободных участков (Т° ) растет (рис. 1Б). Можно думать,, что из-за 
достаточно большого коэффициента связывания протамина с ДНК, сво
бодные участки ее можно рассматривать как замкнутые «шпильки», 
стабильность которых согласно Шефлеру [6] больше, чем у открытых 
полимерных цепей, и растет по мере уменьшения длины «шпильки». 
Действительно, возрастание Т _ при увеличении насыщенности решетки 
для исследованных ДНК описывается следующими уравнениями:

806



Распределение гротамина на макромолекулах ДНК разного ГЦ֊содержания
Таблица

ДНК тимуса теленка ДНК Е. соП ДНК фага Т,

№Н2/Р К ь п МН2 Р Կ 1 և п ХН2/Р և և п

0 
0,059 
0,118 
0,17 
0.236 
0,296 
Ծ.34 
■0 ,41

670 
335 
233 
168
134 
116
97

43
46
41
45
50
57
59

4
4
4
4
4
5
5

0
0,1 
0,197 
0,28 
0,38 
0,48

450
197
143
105
83

44
44
50
59
68

1 1

4
4
5
6

0 
0,11 
0.15 
0,21 
0,29 
0,33 
0,41

233
170
123
89
79
63

29
30
33
36
38
45

3
3
3
3
3
4

Ц—средняя длина свободных участков ДНК.
13—средняя длина, закрытых белком участков ДНК. 
п—среднее число молекул лиганда в кластерах.

ДНК тимуса теленка Д(]) = 63,6 + 7,93 хцп

ДНК Е. соН մյ (') = 68,3 + 7,94 х,- и;

ДНК фага Т2 յյ(1) = 59,45+ 12,26 х;

Видим, что прямой, описывающей возрастание Тт свободных 
участков ДНК фага Т2 больше, чем соответствующих прямых для 
ДНК тимуса теленка и ДНК Е. соП. Это обусловлено, как мы показа
ли выше, более равномерным распределением молекул протамина по 
макромолекулам ДНК фага Т2 и, следовательно, меньшей длиной сво
бодных участков ДНК-
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ՊՐՈՏԱՄԻՆԻ ՐԱՇԽՈԻՄԸ ՏԱՐՐԵՐ ԳՑ- ՊԱՐՈԻՆԱԿՈԻԹՅԱՆ 
ԴՆԹ-Ի ՄՈԼԵԿՈՒԼՆԵՐԻ ՎՐԱ ԵՎ ԴՆԹ-Ի Ա&ԱՏ ՀԱՏՎԱԾՆԵՐԻ 

ԿԱՅՈՒՆՈՒԹՅՈՒՆԸ

Մ. Ա. ՆՈՎՈՍԵԼԵՐ

Ուսումնասիրվել է անմիջական խառնման մեթոդով ստացված պրոտա
մինի ԴնՈ' (հորթի տիմուսի, £• ՇՕ1ք, Վշ ֆազի) կոմպլեքսների ջերմային 
դենա տ ուր ացիա՚ն ։ Հալման կորերից Ախրեմի և ուրիշների ա ռաջա րկած մե
թոդով որոշվել են Դն Թ ֊ ի ազատ և պրոտամինով ծածկված հատվածների 
երկար՚ոլթյունն\երր ։ Հե ղինա կր գտնում է, որ ք լա ս.տ ե րն'ե ր ի չա փր և նրանց 
միջև եղած հեռավորությունը կախված են ԴՆՈ՚-ի կրկնա՝կի պարույրի մեծ 
ակոսի տարածական մատչելիությունից։

ԴՆԸ՚֊ի ա զւս տ հատվածների կայունությունը աճում է պրոտամինի մո
լեկուլներով ԴՆԹ֊ի հագեցմանը զուգընթա ց և կախված է միայն ՂՆԹ֊ի եր
կայնքով լի գան գն ե ր ի բաշխման եղանակից, այլ ոչ թե նրանց ԳՑ֊ պարունա֊ 
խլոլթ յունից։
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PROTAMINE DISTRIBUTION ON DNA MOLECULES OF DIFFERENT 
GC-CONTENTS AND STABILITY OF FREE FRAGMENTS OF DNA

M. A. NOVOSELER

Thermal denaturation of direct mixed complexes of protamine with 
calf thymus DNA, E. coli DNA and phage T2 DNA has been studied. 
Lengths of free and protamine-covered regions of DNA were defined 
from melting curves using method proposed by Achrem and others. It 
has been shown that molecules of protamine are distributed on the DNA 
macromolecules by ciasters. The size of ciasters and distance between 
them is supposed to depend on steric accessibility of double stranded 
DNA large groove. Stability of free regions of DNA increases linearly 
as DNA saturation by protamine molecules increases and depends on 
ligands distribution mode along DNA lattice and not on their GC-content.
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