
Структура 
и функция 
биополимеров 

УДК 577.323.4 

рН-ЗАВИСИМЫЙ СТРУКТУРНЫЙ ПЕРЕХОД 
В ГОМОПУРИН-ГОМОПИРИМИДИНОВОМ БЛОКЕ 
В СВЕРХСПИРАЛЬНОЙ ДНК * 

В. И. Лямичев, С. М. Миркин, М. Д. Франк-Каменецкий 

Введение. Последние годы значительное внимание было сосредоточено 
на альтернативных (иных, чем классическая В-форма) структурах 
Д Н К . Среди них наиболее полно изучены крестообразные структуры 
[1—6] и Z-форма [7, 8]. Оба типа структур образуются в сверхспи-
ральных Д Н К и сильно зависят от последовательности Д Н К . Кресты 
образуются в палиндромных участках, тогда как Z-форма обычно об-
разуется в чередующихся пурин-пиримидиновых последовательностях, 
содержащих G—С-пары оснований. В настоящее время идет поиск 
других альтернативных структур. Среди последовательностей, которые 
могут быть интересны в этом отношении, наибольшее внимание при-
влекают гомопурин-гомопиримидиновые блоки. Необычные физические 
свойства синтетических полинуклеотидов такого типа проявляются при 
низких [9, 10] и даже нейтральных рН в случае замены цитозина ме-
тилцитозином [11]. 

Длинные гомопурин-гомопиримидиновые последовательности часто 
фланкируют гены в эукариотической Д Н К . Они не случайно распре-
делены по геному, что указывает на их роль в структуре хроматина 
и/или процессах активации генов. Удивительная особенность этих по-
следовательностей состоит в их гиперчувствительности к эндонуклеазе 
S1 [12—27]. Эта Si-гиперчувствительность обычно наблюдается в 
сверхспиральной Д Н К , хотя были сообщения о специфическом разре-
зании гомопурин-гомопиримидиновых блоков и в линейных молекулах 

Как в случае крестообразных структур и Z-формы, зависящая от 
сверхспирализации Sy-чувствительность может указывать на то, что 
происходит какой-то структурный переход, ослабляющий сверхспираль-
ное напряжение. В литературе обсуждались структуры типа скользящих 
петель [12, 16, 17, 23], левые спирали [19, 25], тройные и четверные 
спирали [19, 11]. Однако имеющихся данных было явно недостаточно 
для того, чтобы сделать определенный вывод о структуре гомопурин-
гомопиримидиновых блоков в сверхспиральной Д Н К . Д л я выяснения 
этого вопроса мы предприняли исследование сверхспиральной Д Н К , 
содержащей гомопурин-гомопиримидиновую вставку, методом двумер-
ного электрофореза. Этот метод широко применялся при исследовании 
образования крестов и Z-формы под действием сверхспирального на-
пряжения. 

* Представлена членом редколлегии д. ф.-м. н. В. И. Ивановым. 

[12, 26, 27]. 
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Материалы и методы. Ш т а м м ы и о б р а з ц ы Д Н К . Штамм Е. coli К12 с 
плазмидой pLK22, содержащий блок гистоновых генов h22 морского ежа P. miliaris 
[33], был предоставлен д-ром М. Д. Бирнстилом. В качестве вектора при клонировании 
использовали плазмиду pUC19 [34]. Трансформацию проводили, как описано в [35]. 
Плазмидную Д Н К выделяли по методу лизиса кипячением [36] с последующей очист-
кой полиэтиленгликолем 6000 [37], фенольной депротеинизацией и гель-фильтрацией на 
сефакриле S300. 

Для получения образцов Д Н К с широким распределением по топоизомерам Д Н К 
обрабатывали топоизомеразой I из асцитной карциномы Кребс II [38] в присутствии 
бромистого этидия. 

Э л е к т р о ф о р е з . В области значений рН 5,8—8,0 в качестве электродного бу-
фера использовали натрий-фосфатный буфер с 1 мМ ЭДТА. В области значений рН 4,6— 
6,0 использовали натрий-цитратный буфер. Концентрация натрия для всех буферов в 
исследуемом диапазоне рН составляла 100 мМ. Двумерный электрофорез в акриламид-
агарозном геле проводили, как в [32]. Напряженность электрического поля составляла 
4,5 В/см, время разделения в первом направлении — 20—22 ч. Разделение во втором 
направлении проводили при комнатной температуре в трис-фосфатном буфере (36 мМ 
трис, 30 мМ NaH 2 P0 4 , рН 8,0, 1 мМ ЭДТА) [39] в присутствии 7 мкг/мл хлорохи-
на [40]. Если не оговорено специально, двумерный электрофорез в 1,5 %-ном агарозном 
(«Sigma», США) геле (16X16 см) проводили при комнатной температуре и интенсив-
ности электрического поля 2 В/см на протяжении 20—22 ч. После разделения в первом 
направлении гель насыщали 4—5 ч трис-ацетатным буфером (40 мМ трис-ацетат, рН 7,8, 
1 мМ ЭДТА), содержащем 2,5—5 мкг/мл хлорохина. Затем проводили разделение во 
втором направлении при комнатной температуре и напряженности электрического поля 
2 В/см. Д л я поддержания постоянного значения рН буфер непрерывно перекачивали 
между катодной и анодной камерами аппарата. Значения рН в камерах по завершении 
электрофореза различались не более чем на 0,2. рН измеряли при помощи рН-метра 
Пролаб 4А («Огіоіа Оу», Швеция). Окрашивание и фотографирование гелей проводили, 
как в (32). 

О б р а б о т к а э н д о н у к л е а з о й S1. Использовали эндонуклеазу фирмы «Sig-
ma». Обработку проводили в течение 30 мин в 100 мМ растворе натрий-ацетата, 
рН 5,26, содержащем 1 мМ ZnS0 4 , 10 ед/мкл фермента, при 20°С. Реакцию останавли-
вали добавлением 20 мМ ЭДТА и 1 % DS-Na. SI удаляли фенольной депротеинизаци-
ей с последующей гель-фильтрацией на сефакриле S300. Чтобы локализовать места 
разрывов, пробу сначала гидролизовали рестриктазой Hindlll. Затем пробу мстили при 
помощи а- 3 2 Р-ТТР и фрагмента Кленова ДНК-полимеразы I. В результате была поме-
чена гомопуриновая нить. 

Пробы анализировали при помощи электрофореза в 10 %-ном акриламидном геле, 
содержащем 7 Μ мочевину. Чтобы получить пробу-свидетель, Д Н К плазмиды pEJ4 об-
рабатывали рестриктазой Hindlll и метили при помощи ос-32Р-ТТР и фрагмента Кленова 
ДНК-полимеразы I. Затем пробы обрабатывали рестриктазой EcoRI и меченый фраг-
мент, содержащий исследуемую вставку, элюировали из 5 %-ного акриламидного геля. 
Затем проба была обработана в соответствии со стандартным протоколом ссквенирова-
ния Максама — Гилберта для случая гуанинов. 

Результаты и обсуждение. П л а з м и д а , н е с у щ а я г о м о п у -
р и н - г о м о π и ρ и м и д и н о в у ю в с т а в к у . ВатНІ-НіпсІІІІ-фраг-
мент длиной примерно S00 н. п. из плазмиды pLK22 встроили в плаз-
миду pUC19y линеаризованную теми же рестриктазами. Этот фрагмент 
содержит гомопурин-гомопиримидиновую последовательность, гиперчув-
ствительную к эндонуклеазе S1 [12]. Этот 800 н. п.-фрагмент был за-
тем вновь выделен и укорочен со стороны ВатШ-сайта при помощи 
рестриктазы BspRL Укороченный фрагмент был реклонирован в плаз-
миду pUC19 между сайтами полилинкера Smal и Hindlll. В резуль-
тате была получена плазмида pEJ4. На схеме показана иуклеотидная 
последовательность спепсерного участка повтора ІЇ22 гистоновых генов 
морского ежа P. miliaris (прописные буквы), клонированного в поли-
линкере pUC 19, определенная по методу Максама—Гилберта [41]. Ре-
гулярный (ОА)ю-блок подчеркнут. Граничные участки последователь-
ности pUC19 обозначены строчными буквами. Участки последователь-
ности 0—98 и 363—509 соответствуют ранее опубликованной последо-
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Tgaattcgag ctcgg'laccc 
1 C C A A G A A G G T T G C A A A A T C G A A A T G A T G T T G C A C G T C C T A C T C G T G T C A C 50 

51 С А С А А С А С А А CGGCTCTTTT C A G A G C C A C C A C A T T T C C A C G A A A G A C C A A 100 
101 TGCCTTATTT T G A T G C G T A A T G A T T G G T G T A G A G A A A C A G C A A A A T A T T C 150 
151 A T A T T A C T G C T G C T A A T T A A A G A G A G A G A A A A C A A A A C A A G A A G C T A A C A 200 
201 C A C G C T T C A A A C T A C T A A T A A C A C C A A C G C A T G A A A T T C A T T G T T T A T C T 250 
251 A T T A A T G T G C G A A C T C T G C A A A G G T G G C A G C T A G G A A A G G A G A T T T A C A G 300 
301 AAATAAGСАА C A C G T A G A G G T A A A G A G A G T Т А Т А С С А С Т С C T G A C A T G A A 350 
351 А С А С А С Т С А А T T G A A C A T A T T T A G A G G A A G G G A G A G A G A G A G A G A G A G A G 400 
401 A G A G A G A G A G A G A G G G G G G G G G G G A G G G A G A A T T G C C C A A A A C A C T G T A A 450 
451 A T G T A G C G T T A A T G A A C T T T T C A T C T C A T C G A C T G C G C G T G T A T A A G G A T 500 
501 G A T T A T A A G ettggegtea 

вательности [42] за двумя исключениями: Τ заменен на А в позиции 
92 и в позиции 371 имеется дополнительный Т. 

На схеме можно видеть, что гомопурин-гомопиримидииовый учас-
ток состоит из двух граничащих блоков регулярных последовательно-
стей ( G A ) I G ( 3 8 3 — 4 1 4 ) и G n ( 4 1 5 — 4 2 5 ) , которые фланкированы двумя 

Рис. 1. Картина двумерного разделе-
ния топоизомеров Д Н К в агарозном 
геле. Д л я разделения в первом нап-
равлении (сверху вниз) использовали 
натрий-цитратпый буфер. Д л я разде-
ления во втором направлении (слева 
направо) был добавлен хлорохин. Ин-
теркалирующий агент снимает напря-
жение сверхспнрализации так, что все 
альтернативные структуры исчезают. 
В результате появляется возможность 
определить порядковый номер каж-
дого топоизомера. А—-ДНК pEJ4 
при рН 5,6; 2,5 мкг/мл хлорохина; 
Б — Д Н К pEJ4 при Р Н 5,1; 2,5 мкг / 
мл хлорохина; В — Д Н К pEJ4 при 
рН 4,7; 10 °С; 5,4 мкг/мл хлорохина 
(скачок происходит в верхней части 
картины); Г — Д Н К pUC19 при 
рН 4,8; 2,5 мкг/мл хлорохина (конт-
рольное разделение, из которого сле-
дует что в плазмнде pUC19 отсутст-
вуют какие-либо структурные измене-
ния) . 
Fig. 1. Two-dimensional agarose gel 
electrophoresis of the DNA topoiso-
mers. In the first direction (from top 
to bot tom) the sodium citrate buffer (pH 5.6) was used. In the second direction (from left 
to r ight) chioroquine was added. The intercala t ing dye relaxed the negat ive superhelicity 
and all a l ternat ive s t ructures disappeared. As a result it was possible to calculate the 
order number of eacli topoisomer. A — pFJ4 DNA at ρΗ 5.6; 2.5 n g / m l of chioroquine. 
Б — pEJ4 DNA at pi I 5.1; 2.5 .ug/ml of chioroquine. B~pEJ4 DNA at pH 4.7; 10 °С; 
5.4 μg/ml of chioroquine (the drop occurs at the top of the pa t te rn) . Γ — pUC19 DNA at 
p l l 4.8 2.5 .ug.'ml of chioroquine (the control pat tern which demonst ra tes the absence of 
any drop for the pUC19). 

нерегулярными блоками из 8 и 9 н. п. В оставшейся части последова-
тельности мы не обнаружили участков, которые могут принимать крес-
тообразную конформацию (инвертированные повторы) или Ζ-κοπφορ-
мацию (чередующиеся пурины и пиримпдины). Далее мы изучали 
плазмиду pEJ4 размером 3160 п. п., содержащую гомопурин-гомопири-
мидииовую вставку, при помощи двумерного электрофореза. 

С τ ρ у к τ у ρ π ы й π е ρ с х о д в Д Η К и л а з м и д ы pEJ4, с о -
д е ρ ж а щ е й г о м о π у ρ π и - г о м о π π ρ и м и д и її о в ν ю в с τ а в к у. 
Двумерный гель-электрофорез является эффективным методом для об-
наружения структурных переходов в Д Н К , индуцированных свсрхспи-
рализацией Д Н К . Он интенсивно используется при изучении В—Z-ne-
рехода [28—30, 43], образования крестов [6, 31, 32, 37] и открытых 
участков [44]. На рис. 1 показано, что двумерный гель-электрофорез 
выявляет структурный переход в изучаемой нами плазмиде pEJ4. Од-
нако в отличие от всех переходов, исследованных ранее при помощи 
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этого метода, переход в pEJ4 сильно зависит от рН. Это четко видно 
на рис. 2, который суммирует наши экспериментальные данные по за-
висимости от рН значения аПеР, т. е. сверхспиральной плотности, соот-
ветствующей середине перехода. 

На рис. 1 ,Г показано отсутствие какого-либо перехода в контроль-
ной плазмиде pUC19 при рН 4,8, что справедливо и для остальных 
значений рН. Это означает, что наблюдаемый переход происходит 
внутри вставки из гистоновых генов морского ежа. Более того, переход 
затрагивает гомопурин-гомопиримидиновый блок во вставке. Это сле-

Рис. 2. Зависимость величины — Опер от рН: —Опер —• 
плотность отрицательной сверхспирализации, отвеча-
ющая середине перехода. Каждая точка получена на 
основании картин двумерного разделения, аналогич-
ных показанным на рис. 1. 
Fig. 2. The рН dependence of the — Otr value: —Ot r 
is a negative superhelical density of DNA correspon-
ding to the transition midpoint. Each point was obta-
ined from the two-dimensional gel pattern of the ty-
pe presented in Fig. 1. 

дует из данных о том, что после обработки препаратов Д Н К эндо-
нуклеазой S1 из картины двумерного электрофореза исчезают топоизо-
меры, подвергшиеся структурному переходу (рис. 3). В то же время 
на рис. 4 показано, что нуклеаза S1 гидролизует только блок (GA)i6. 

Д л я всех значений рН скачок в подвижности, сопровождающий 
переход, соответствует примерно 3,5 сверхвиткам. Скачок был точно 
измерен по картине разделения на рис. 1 ,В . 

Важно отметить, что мы использовали агарозный гель при рН 5,6 
и ниже. При более высоких значениях рН величина а п е р настолько воз-
растает, что мы были вынуждены использовать акриламид-агарозный 
гель для разделения топоизомеров с высокой сверхспиральной плотно-
стью [32, 37]. Ни тип геля, ни тип буфера не влияют jtia переход, 
Однако значение —ап е р возрастает при увеличении ионной силы (данные 
не приведены), поэтому во всех экспериментах, приведенных в этой 
статье, ионная сила была одной и той же и соответствовала концен-
трации натрия 100 мМ. 

При плотностях отрицательной сверхспирализации больших, чем 
0,05 в плазмидах pUC19 и рЕ14 может возникать крестообразная 
структура, так как они содержат палиндромный участок плазмиды 
pBR322 [34]. Чтобы избежать какого-либо влияния креста на переход 
в гомопурин-гомопиримидиновом блоке для рН 5,6 и выше, мы вос-
пользовались тем, что при низкой температуре кинетика образования 
крестов является крайне медленной [6, 31, 32, 37, 45, 46]. Д л я этого 
мы добавили хлорохин ко всем образцам перед нанесением их на гель. 
Это приводило к снятию сверхспирального напряжения и исчезновению 
любых необычных структур (крестов, Z-формы и пр.) для всех топо-
изомеров. Затем проводили электрофорез при 10 °С. В электрическом 
поле молекулы хлорохина покидают Д Н К , так как они положительно 
заряжены и движутся в направлении, противоположном Д Н К . В силу 
этого сверхспиральное напряжение восстанавливается, и образование 
необычных структур снова становится возможным. Однако достаточно 
длинные чередующиеся пурин-пиримидиновые последовательности от-
сутствуют в нашей плазмиде, в то время как крестообразные структуры 
не могут образоваться в этих условиях за время электрофореза [32]. 
Поэтому наблюдаемый переход является переходом только в гомопу-
рин-гомопиримидиновом блоке, для которого время релаксации оказа-
лось значительно меньшим времени электрофореза. 

Т е о р и я рН - з а в и с и м о г о п е р е х о д а , и н д у ц и р о в а н -
н о г о с в е р х с п и р а л ь н ы м н а п р я ж е н и е м . Допустим, мы 
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имеем замкнутую сверхспиральную Д Н К длиной N н. п. со сверхспи-
ральной плотностью σ, которая несет гомопурин-гомопиримидино-
вую вставку т н. п., способную к рН-зависимому структурному 
переходу. Будем называть гипотетическую структуру, образующуюся 
во вставке при низких рН и/или сверхспиральной плотности, Н-фор-
мой. Переход В—Η осуществляется, когда потеря энергии за счет обра-

Рис. 3. Двумерное разделение до (левая) и после (правая) обработки эндопуклеа-
зой S1. 
Fig. 3. Two-dimensional patterns before (left) and after (right) action of SI endonuclea-
se. 
Рис. 4. Распределение мест нанесения разрывов эндонуклеазой S1 в гомопуриновой ни-
ти (правая дорожка) и репер (левая дорожка), использованный для определения дли-
ны (см. Материалы и методы). Скобкой отмечен (GA)і6-блок. 
Fig. 4. The distribution of the sites of scissions by SI endonuclease in the homopurin;; 
strand (the rightward lane). The leftward lane presents the reference «ladder». The 
bracket indicates the (GA)i6 stretch. (See Materials and Methods). 

зования Η-формы равна выигрышу энергии за счет релаксации сверх-
спирального напряжения: 

БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА, 1986, т. 2, № 3 119 

где г — число пар оснований, соответствующее одному потенциальному 
месту протонирования; AFо — свободная энергия элонгации непротони-
рованной Η-формы на г пар оснований; Fn — свободная энергия нук-
леации Η-формы внутри В-формы Д Н К . Выражение (m/r)RT ln(l + 
+ — э т о стандартное выражение для свободной энергии, вы-
свобождающейся за счет равновесного протонирования т/г потенци-
альных мест протонирования с данным значением рК\ AG — уменьше-
ние энергии сверхспирализации в результате В—Н-перехода. 

Используя стандартное выражение для энергии сверхспирализации, 
справедливое для N ^ 3 0 0 0 [47, 481, получаем: 

здесь κ — фактор, зависящий от степени раскрутки двойной спирали, 
вызванной В—Η-переходом. Д л я крестов и раскрытых участков κ = 1 , 
для Z-формы κ = 1 , 8 [8, 48]. Подставляя (2) в (1), получаем: 



Считая, что рН < рК получаем: 

Таким образом, мы наблюдали рН-зависимый структурный переход 
в плазмиде pEJ4, сопровождающийся снятием сверхспирального напря-
жения. Этот переход связан с образованием новой структуры Д Н К в 
гомопурин-гомопиримидиновом блоке гистоновых генов морского ежа 
P. miliaris, которая гиперчувствительна к эндонуклеазе S1. Мы назвали 
эту новую структуру Н-формой. 

Какова природа Η-формы? Этот вопрос широко обсуждался в ли-
тературе [12, 16, 17, 19, 25, 27]. Наши данные дают ключевые харак-
теристики Η-формы, которые, как мы считаем, позволяют ответить на 
этот вопрос. Прежде всего, график рис. 2 показывает сильную зависи-
мость стабильности Η-формы от рН. Это наблюдение дает возможность 
отбросить все ранее изученные альтернативные (отличные от В-фор-
мы) структуры (кресты, Z-форму, открытые участки). Известно, что 
равновесие между В- и Z-формами практически не зависит от рН [49]. 
Недавно мы показали, что при изменении рН с 8 до 4,7 величина —аПеР 
для крестообразной структуры, образующейся в участке (ΑΤ)ι6 , и для 
Z-формы, образующейся в участке (GC)io, уменьшается только на 0,005. 
В случае Η-формы предложенный выше термодинамический анализ, 
основанный на общих предположениях, приводит к формуле (5), кото-
рая устанавливает связь между величиной κ, зависящей только от 
взаимной закрутки комплементарных нитей Д Н К в Η-форме, и числом 
пар оснований г, приходящихся на одно потенциальное место прото-
нирования в Η-форме. Большим достоинством формулы (5) является 
то, что в нее не входит число пар оснований всего гомопурин-гомопи-
римидинового участка, испытывающего В—Η-переход. Это число явля-
ется неизвестным, так как регулярная последовательность (GA)i6 гра-
ничит с гомопурин-гомопиримидиновыми участками другого типа 
(схема). 

Если предположить, что r = 1, т. е. каждая пара оснований участ-
ка является потенциальным местом протонирования, то из формулы 
(5) получаем, что κ = 4. Эта ситуация представляется маловероятной, 
так как отсюда следует, что Η-форма является более сильно закру-
ченной левой формой, чем Z-форма и д а ж е гипотетическая левая 
«В-форма». Далее естественно предположить, что г—2. Это дает реа-
листическую величину κ = 2 и указывает на то, что протонирование 
происходит в некоторой регулярно чередующейся последовательности. 
Таким образом, приходим к заключению, что в наших экспериментах 
участок превращения в Η-форму ограничен регулярной (GA) ^-после-
довательностью. Этот вывод согласуется с результатами ЗУ-картиро-
вания, приведенными на рис. 4. 

Рассмотрим теперь второй важный факт, а именно полученное экс-
периментально значение скачка в подвижности, сопровождающего 
В—Η-переход. Из рис. 1 следует, что этот скачок имеет одну и ту же 
величину при всех значениях рН и соответствует релаксации напря-
жения сверхспирализации на величину 3,5 сверхвитка. Принимая во 
внимание, что В—Η-переход имеет место в участке размером 32 н. п., 
приходим к заключению, что в Η-форме две комплементарные нити 
не перекручены. Это, очевидно, находится в противоречии с ранее сде-
ланным предположением, что κ = 2. 
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где является значением 
рН, при котором В—Η-переход происходит в релаксированнои Д Н К . 

Можно видеть, что в соответствии с данными рис. 2 теория пред-
сказывает линейную зависимость —·σΠβρ от рН (если p H < i p K ) . Из на-
клона зависимости мы получаем с большой точностью: 



Выход, предложенный нами ранее [50], состоит в предположении, 
что гомопиримидиновая цепь образует шпильку, стабилизированную 
однократно протонированными С-С+-парами. Эти пары образуют стоп-
ку, а тимины выпетливаются. Модельные эксперименты показывают, 
что такого рода структура существует при кислых рН [51—53]. В то 
же время при нейтральных рН более выгодно неупорядоченное со-
стояние поли (ТС). Наши данные, однако, показывают, что Н-форма 
существует и при нейтральных рН. Значит, гомопиримидиновая шпиль-

5'-с-с-с-с-с-с-т- с- т- с- т- с- т- с- т- с- т- с- т~ с - \ · · · « · · · · · · · · · · · · · · · · · \ 
J'-G-G-G-C-G-C-A-G-A-G-A-G-A-G-A-G-A-C -Α-&-.\ / 

+ + f o f 0 I 0 + 0 + 0 + 0 + о + 0 Χ 
C-C-C-T-C-T-C-T-C-T-C-T~C-T~G~T~C-T 0 
I A 
J· A v G 
I I G-G-G-A-G-A-G-A-G-A-G-A-G~A~G~A/ 

Γ·Α 
I I 
G*G 
I I 

3' 5' 

ка должна как-то стабилизироваться гомопуриновой цепью. Это обстоя-
тельство никак не отражено в предложенной в [50] модели. 

Поэтому мы предлагаем новую модель Η-формы, в которой гомо-
пиримидиновая шпилька взаимодействует с гомопуриновой цепью, об-
разуя трехнитевой комплекс, как это показано на рис. 5. Существо-
вание при слабо кислых рН комплекса из двух антипараллельных цепей 
поли(СТ) и одной цепи поли (AG) было продемонстрировано в работе 
[10]. Как предполагают авторы [10], в таком комплексе одна цепь 
поли(СТ) образует нормальные Уотсон—Криковские пары с поли (AG), 
а вторая цепь поли(СТ) располагается в большом желобе двойной 
спирали, образуя хугстеновские пары с пуринами, причем все цитозины 
этой второй цепи протонированы. Подчеркнем, что наша модель пред-
полагает существование двух «изомерных» форм, изображенных на 
рис. 5. 

Как и в ранее предложенной структуре Н-формы [50], в структуре 
на рис. 5 гомопиримидиновая цепь образует шпильку, причем на каж-
дую пару цитозинов приходится один протон. Так же как и ранее, 
структура топологически эквивалентна раскрытому участку. Таким об-
разом, выполняются соотношения κ = 1 , г = 4 . 

Вместе с тем ряд особенностей структуры на рис. 5 делает ее 
весьма вероятным кандидатом на роль Η-формы. Прежде всего в этой 
структуре только четвертая часть нуклеотидов в гомопурин-гомопири-
мидиновой области не участвует в межнуклеотидном спаривании и в 
стэкинге. Именно такая ситуация имеет место в модельных экспери-
ментах [10], причем переход в тройную спираль из двойной в линей-
ных цепях становится выгодным при р Н < 6 . В условиях сверхспираль-
ного напряжения такой переход вполне может стать выгодным и при 
нейтральных рН. Также существенно, что образование структуры на 
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рис. 5 сопряжено с возникновением всего двух дополнительных торцов 
спирали. 

Далее , наряду с полученными нами экспериментальными данными, 
предложенная модель Η-формы объясняет также целый ряд фактов, 
отмечавшийся другими авторами. Прежде всего это резкая асимметрия 
расщепления нуклеазой S1 гомопиримидиновой и гомопуриновой цепей 
[27, 54—56]. Из нашей модели с очевидностью следует, что гомопи-
римидиновая цепь должна расщепляться только в центре, тогда как 
гомопуриновая цепь гораздо более доступна для атаки однонитевой 
нуклеазы. Если две «изомерные» формы энергетически эквивалентны, 
то должно наблюдаться бимодальное распределение, что имело место 
в работе [27]. Отметим, что для объяснения асимметрии расщепления 
нуклеазой гомопурин-гомопиримидиновых областей в работе [54] уже 
выдвигалось предположение об образовании тройной спирали. Если 
две «изомерные» формы не эквивалентны, может реализоваться только 
одна из них и, как следствие этого, гидролиз только одной половины 
гомопуриновой цепи, что также наблюдалось некоторыми авторами 
[55]. Наконец наша модель объясняет обнаруженный в [57] факт 
защиты в Η-форме атома N7 гуанина от алкилирования диметил-
сульфатом. 

Мы благодарим А. В. Вологодского за ценные критические заме-
чания; В. И. Иванова — за советы и Ю. С. Лазуркина — за содействие 
в работе. 

A PH-DEPENDENT STRUCTURAL TRANSITION 
IN THE HOMOPURINE-HOMOPYRIMIDINE TRACT 
IN SUPERHELICAL DNA 

V. I. Lyamichev, S. M. Mirkin, M. D. Frank-Kamenetskii 

Institute of Molecular Genetics, Academy of Sciences of the USSR, Moscow 

S u m m a r y 

The 509-bp-long f ragment of sea urchin P. miliaris histone gene spacer region was inser-
ted into plasmid pUC19. The f ragment contains the 60-bp-long homopurine-homopyrimidi-
ne tract that is known to be hypersensitive to the SI endonuclease. Two-dimensional gel 
electrophoresis has permitted revealing a sharp structural transition in the insert with 
an increase in DNA superhelicity. As in the cases of cruciform and Z-form formation, 
the observed transition partially relaxes the superhelical stress. In contrast with the 
other two well documented transitions, the observed transition strongly depends on pH. 
At pH 7.0 and above the transition occurs at negative superhelicities which exceed the 
physiological range (—σ>0 .08) by the absolute value. For pH 6.0 the transition occurs 
at — σ = 0 . 0 5 5 , whereas for pH 4.3 it takes place at — σ = 0 . 0 0 1 . A comprehensive analysis 
of the data obtained has made it possible to define the nature of the observed transition. 
It is concluded that under the action of superhelical stress o r /and at the low pH values 
the homopurine-homopyrimidine tracts form a novel spatial structure of DNA called 
the H-form. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЗАВИСИМОСТИ ФАКТОРА КООПЕРАТИВНОСТИ 
ПРИ ПЛАВЛЕНИИ ДНК ОТ ИОННОЙ СИЛЫ * 

С. А. Козявкин, С. М. Миркин, Б. Р. Амирикян 

Введение. В работе [1] высказано предположение, что уменьшение 
фактора кооперативное™ ао(а0 = е х р ( — F S / R T ) , где Fs — свободная 
энергия инициации расплавленного участка в спиральной области) при 

* Представлена членом редколлегии д. ф.-м. н. В. И. Ивановым. 
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