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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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уменьшении ионной силы является основной причиной возникновения 
неравновесности плавления Д Н К . Оценки влияния ионной силы на σο 
были получены в [1] на основе данных по кинетике реассоциации Р Н К . 
В то же время σο является параметром равновесной теории, поэтому 
представляет интерес выяснение его зависимости от концентрации соли 
из данных по равновесному плавлению Д Н К . Несмотря на то, что 
теоретические профили плавления весьма чувствительны к значению 
этого параметра, его трудно определить из непосредственного сопостав-
ления полных расчетных и экспериментальных профилей. 

Определение σο проведено, как в работе [2], для чего необходимо 
было наличие двух идентичных по последовательности препаратов 
Д Н К , в одном из которых участок плавится на конце молекулы, а в 
другом тот же самый участок плавится внутри спиральной области. 
Такие препараты можно получить при обработке одной и той же коль-
цевой замкнутой Д Н К двумя различными рестриктазами. Сдвиг тем-
пературы плавления (Тпл) такого участка при изменении его граничных 
условий обусловлен разностью свободных энергий образования рас-
плавленного участка внутри спиральной области и на ее конце. Основ-
ным достоинством предложенного в [2] метода является то, что варьи-
рование других параметров, например параметров гетерогенности стэ-
кинг-взаимодействий, совершенно не влияет на расчетную величину 
сдвига Гпл участка, хотя абсолютные значения Тпл этого участка могут 
значительно изменяться. Таким способом в [2] был определен σο для 
0,2 Μ натрия. Зависимость σο от ионной силы определить не удалось 
из-за возникновения неравновесности плавления первого участка ис-
пользованной в работе [2] Д Н К СоІЕІ. Для настоящей работы мы 
выбрали Д Н К плазмиды рАТ48 [3], в которой самый легкоплавкий 
участок плавится равновесно. Измерив сдвиги Тил участка при изме-
нении его граничных условий, мы определили зависимость σο от ион-
ной силы. 

Материалы и методы. Д Η К. В работе использовали Д Н К pUC19 с вставленным 
в Smal-сайт участком d(AT)24 'd(AT)24. Плазмиду, обозначенную рАТ48, выделяли так 
же, как описано в [3]. Д Н К очищали центрифугированием в градиенте плотности CsCl. 
С помощью различных рестриктаз были получены два препарата ДНК: Д Н К 1 — д в о й -
ной перевар рАТ48 рестриктазами Bgll и ΚρηΙ и Д Н К 2 — рАТ48, расщепленная BglL 
Рестриктная карта рАТ48 и положение d (ΑΤ)24· d (AT)24 по отношению к границе моле-

d(AT)2U-d(AJ)Zk 

ΚρηΤλ Г А 5 

ί ρ Α Τ 48 \ 
f н \ 2 bp Η 1 f 
[ (27Л bp) \ 
\ J Ш bp 

У —ft—I 1 ί 
Вдії 

Рис. 1. Рестриктная карта рАТ48 (А) и положение 
d (AT) 24 -d (AT) 24 по отношению к границе молекулы 
(Б) ; bp — пар нуклеотидов. 
Fig. 1. Restriction map of pAT48 (A) and the position 
of d (AT)24-d (AT)24 relative to the molecular bounda-
ry (Б). 

кулы приведены на рис. 1. Контроль за полнотой рестрикции осуществляли с помощью 
гель-электрофореза в 1 %-ной агарозе. Ферменты удаляли фенольным методом. Д Н К 
переводили в требуемый буферный раствор гель-фильтрацией на колонке с сефакри-
лом S-300. 

П л а в л е н и е Д Н К и о б р а б о т к а д а н н ы х . Плавление и ренатурацию ДНК. 
а также обработку данных проводили, как описано в [4]. Скорость изменения темпе-
ратуры была 0,5 град/мин. Профили плавления сглаживались сверткой с гауссовой 
функцией с дисперсией 0,1 °С (рис. 2). Для визуализации плавления наиболее легко-
плавких участков начальные части профилей плавления приведены в увеличенном по 
ординате масштабе в 50 раз (вставка к рис. 2). Эти части профилей сглажены сверт-
кой с гауссовой функцией с дисперсией 0,5 °С (ДНК2) или 1 °С (ДНК1) . Точность оп-
ределения положения максимумом первых пиков профилей плавления 0,5 °С, амплитуд 
пиков —0,001 °С- 1 . 
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Композитный препарат ДНК, использованный для уточнения расстояния между 
первыми пиками профилей плавления ДНК1 и ДНК2, состоял из ДНК1 и ДНК2 в от-
ношении 3 : 2 . В таком препарате ДНК1 и ДНК2 плавятся в абсолютно одинаковых 
солевых условиях. Композитный препарат нагревали в интервале 1пл легкоплавких 
участков ДНК1 и ДНК2, после чего проводили ренатурацию. Эту процедуру повторяли 
сщо раз. Профили частичного плавления и рснатурации сглаживали сверткой с гаус-
совой функцией с дисперсией 0,5 °С. Расстояние между максимумами первых двух пиков 

Рис. 2. Профили плавления Д Н К І (1) и ДНК2 (2) в 1XSSC. На вставке приведены 
начальные части профилей в увеличенном масштабе. Шкала ординат для вставки слева. 
Температурная шкала — общая. 
Fig. 2. Melting profiles for DNA1 (1) and DNA2 (2) in 1XSSC. The insert shows the 
initial sections of the profiles on an enlarged scale. The ordinate scale for the insert is 
shown on the left. The temperature scale is the same. 

профиля плавления композитного препарата Д Н К определяли из профиля, усредненно-
го по двум профилям денатурации и двум профилям рснатурации. Точность определе-
ния расстояния между пиками в этом случае составляла 0,3 °С. 

Т е о р е т и ч е с к и е п р о ф и л и π л а в л е н и я. Расчеты профилей плавления 
проводили по алгоритму [5]. Значения параметров АН а, Та, Tg при различных кон-
центрациях натрия вычисляли из формул [6, 7]: 

АНА = 9300 + 1050 1 g [ N a + ] (кал/моль) (1) 

ТА = 355,25 + 17,3 lg [Na+] (К) (2) 

TG = 395,25 + 15,9 lg [Na r ] (К). (3) 

Статистический вес петли длиной I п. н. был задан в виде σζ = σ 0 / ~ α , причем пет-
левой фактор а для всех ионных сил полагали равным 3/2, а величину параметра Оо 
варьировали. 

Последовательность нуклеотидов рАТ48 была взята из [3, 8]. 

Результаты. На рис. 2 приведены профили плавления Д Н Ю (уча-
сток d (AT) 24 · d (AT) 24 находится на конце молекулы) и Д Н К 2 (этот 
же участок фланкирован протяженными областями двойной спирали) 
в 1 X S S C (буфер S S C : 0,1δ Μ NaCl, 0,015 Μ цитрат натрия) . Пики 
профилей плавления, отвечающие выплавлению самого легкоплавкого 
участка, в данном масштабе не видны из-за малых величин их ампли-
туд. На вставке к рис. 2 приведены начальные части профилей плав-
ления этих Д Н К в увеличенном масштабе. Здесь хорошо видна раз-
ница в положении первых пиков профилей, вызванная различным по-
ложением участка d (AT) 24 · d (AT) 24 по отношению к концам молекулы. 
Меньшую Тплі имеет участок Д Н Ю , у которого d(AT) 24· d(AT) 24 рас-
положен на конце молекулы (рис. 1). Большую Τ пл^ имеет участок 
Д Н К 2 . В этом случае d (AT) 24 · d (AT) 24 плавится внутри спиральной 
области. Аналогичные результаты были получены при более низких 
ионных силах буфера (данные не приведены). 

Д л я уточнения зависимости Тп л2—Тп л1 от концентрации соли мы 
использовали композитный препарат, состоящий из Д Н Ю и Д Н К 2 . 
Этот же препарат был использован для проверки равновесности плав-
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ления. Профили частичной денатурации и ренатурации композитного 
препарата, полученные в 0 ,1XSSC, приведены на рис. 3. Как видно из 
рисунка, профили денатурации и ренатурации совпадают. Это озна-
чает, что плавление рассматриваемых участков Д Н Ю и Д Н К 2 пол-
ностью равновесно. Равновесность их плавления сохраняется и при 
других ионных силах буфера (данные не приведены). Зависимость 
Т п л 2 — Т п л 1 от концентрации соли приведена в таблице, откуда видно, 
ЧТО уменьшение ИОННОЙ СИЛЫ приводит к увеличению Т п л 2 — Т п л і . 

Д л я определения значения σο мы использовали подход, основан-
ный на приведении в соответствие теоретически рассчитанных величин 
сдвига Тпл рассматриваемого 
участка при изменении его поло-
жения относительно КОНЦОВ МО-

Рис. 3. Профили частичного плавления 
(—) и ренатурации (...) композитного 
препарата, состоящего из ДНК1 и ДНК2, 
в 0,1XSSC. 
Fig. 3. Partial melting (—) and renatu-
ration (...) profiles for a composite pre-
paration comprising DNA1 and DNA2 in 
0.1XSSC. 

лекулы с экспериментально найденными величинами Т„л2—Тпл1 путем 
варьирования самого фактора кооперативности. 

В таблице приведены определенные таким образом значения σο 
для различных ионных сил, из чего следует, что при уменьшении кон-
центрации натрия от 1 до 0,01 Μ фактор кооперативности падает на 
три порядка. Поскольку Тп л2—Тп л1 определяли из экспериментов с 
точностью до 0,3 °С, то соответствующие значения σο определены с 
точностью до множителя 1,5. 

Сдвиги температуры плавления участка при изменении его граничных условий 
и расчетные значения фактора кооперативности 
The shifts in the melting temperature of the stretch due to its 
different boundary conditions and calculated values of the cooperativity factor 

[ N a + ] , Μ 1 0,2 0,08 0,04 0 , 0 2 0,01 

т п л 2 - т п л 1 , ° с 

σ0 

6 ,5 
7 · 10-5 

7 , 3 
2 , 5 - 1 0 - 5 

7 ,9 
1*10-5 

8 , 8 
3 * 1 0 - 6 

10,0 
7*10- 7 

11,8 
6*10-8 

Обсуждение результатов. Д л я определения зависимости фактора 
кооперативности σο от ионной силы из данных по сдвигу Тп л участка 
при изменении его граничных условий нам необходимо прежде всего 
знать зависимость энтальпии плавления АТ-пары АНА от ионной силы. 
В работе мы использовали данные [6, 7] (см. формулу (1) ) , которые, 
к сожалению, в настоящее время нельзя считать достаточно надеж-
ными. Этот факт приводит к некоторой неопределенности в полученной 
нами зависимости σ0 от [Na+]. Так, например, если АНА вообще не 
зависит от ионной силы, то 10-кратное уменьшение [Na+] будет при-
водить к на порядок более сильному уменьшению σ0· 

Кроме того, в теоретических расчетах сдвиг Тпл участка целиком 
(при известном АНЛ) определяется значением статистического веса 
σι, приписываемого этому участку, когда он расплавлен внутри спи-
ральной области. Функция σι, как правило, представлена в виде 

σ ι = <У01~а . (4) 
где α — так называемый петлевой фактор, а / — длина участка в п. и. 
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Второй сомножитель в формуле (4) отражает зависимость статисти-
ческого веса от длины расплавленного участка, в то время как первый 
сомножитель σο включает все факторы, не зависящие от размера пет-
ли. Следует отметить, что теоретические профили плавления не очень 
чувствительны к конкретному виду функции а/ и вопрос о ее ТОЧНОЙ 
функциональной форме остается открытым (подробнее см. [9 ] ) . 

Из наших экспериментов, проведенных для петли одного размера, 
невозможно определить, какой из сомножителей, входящих в статис-
тический вес, дает основной вклад в зависимость от ионной силы. По-
этому в теоретических расчетах мы полагали, что вся зависимость ве-
личины σι от ионной силы обусловлена изменением фактора коопера-
тивное™ σο, а величина петлевого фактора α оставалась постоянной 
и равной 3/2. Следует, ОДНакО, ПОМНИТЬ, ЧТО СДВИГ ІПЛ участка при 
изменении его граничных условий определяется полным статистическим 
весом петли οι. Вследствие этого полученная зависимость σο от ион-
ной силы (таблица) отражает зависимость полного статистического 
веса петли, который при длине петли 48 п. н. уменьшается с уменьше-
нием ионной силы. При понижении концентрации натрия от 1 до 0,01 Μ 
величина σι падает на три порядка, причем при высоких ионных силах 
она изменяется слабее, чем при низких. 

Воспользовавшись данными работы [2], можно проверить досто-
верность формулы (4) при а = 3 /2 в 1 X S S C . Сравнение показывает, 
что в 1 X S S C величина фактора кооперативности σο (формула 4) , 
определенная для петли длиной 48 п. н. (таблица) , равна величине σο, 
определенной для петли длиной ^ 4 0 0 п. н. [2]. Это равенство озна-
чает, что при высокой ионной силе формула (4) удовлетворительно 
описывает функциональную зависимость статистического веса петли от 
ее длины. 

Авторы выражают благодарность А. В. Вологодскому, Ю. С. Л а -
зуркину, Ю. Л. Любченко и М. Д. Франк-Каменецкому за полезные 
советы и критические замечания. 
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S u m m a r y 

The melting temperatures for the d(AT)2 4-d(AT)2 4 stretch located inside the DNA helix or 
terminally have been determined in a wide range of the ionic strength values (0.01-1 Μ 
Na + ). The values of cooperativity factor were calculated from the shifts in the melting 
temperature of the stretch due to its different boundary conditions. With a decrease of 
the sodium concentration from 1 to 0.01 Μ the cooperativity factor has dropped by three 
orders of magnitude, its change being less pronounced at high ionic strengths than at low 
ones. 
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ИЗУЧЕНИЕ ПЕРВИЧНОЙ СТРУКТУРЫ 
БАКТЕРИАЛЬНОЙ ФОРМИАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ. 
ОПРЕДЕЛЕНИЕ N-КОНЦЕВОЙ 
АМИНОКИСЛОТНОЙ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ 
И ВЫДЕЛЕНИЕ ЦИСТЕИНСОДЕРЖАЩИХ ПЕПТИДОВ 

Т. Б. Устинникова, В. О. Попов, А. М. Егоров, Ц. А. Егоров 

Введение. НАД-зависимая формиатдегидрогеиаза (КФ 1.2.1.2) катали-
зирует окисление формиата до СОг, в ходе которого осуществляется 
перенос гидрид-иона от субстрата к молекуле НАД. В предыдущих 
работах нами были получены гомогенные препараты НАД-зависимой 
формиатдегидрогеназы метилотрофных бактерий Pseudomonas splOl 
(прежнее название Achromobacter parvulus) и изучены ее основные 
физико-химические свойства [1, 2]. Формиатдегидрогеиаза представ-
ляет собой белок с молекулярной массой около 80000, состоящий из 
двух идентичных субъединиц и включающий два независимых актив-
ных центра [1, 3]. Нами был подробно исследован кинетический меха-
низм действия формиатдегидрогеназы [4, 5]. Конформацию и струк-
туру активного центра фермента исследовали методами химической 
модификации аминокислотных остатков специфическими реагентами, 
а также путем картирования аналогами субстратов и кофермента [2, 
4]. На основании этих работ были сформулированы основные законо-
мерности протекания ферментативного процесса окисления формиата 
[2]. В связи с получением кристаллов формиатдегидрогеназы, пригод-
ных для рентгенографических исследований, возник вопрос об опреде-
лении первичной структуры фермента. 

Классические методы определения первичной структуры белков 
весьма трудоемки, что связано с необходимостью разделения сложных 
смесей пептидов. Особую трудность составляет изучение белков, со-
держащих остатки цистеина, которые отличаются высокой реакционной 
способностью. Формиатдегидрогеиаза из Pseudomonas splOl характе-
ризуется высоким содержанием тиоловых остатков. Субъединица фер-
мента содержит шесть остатков цистеина, существенно различающихся 
по своей реакционной способности и доступности действию модифи-
цирующих реагентов. Наиболее реакционноспособная тиольная группа 
находится в районе активного центра фермента. Ее избирательное бло-
кирование приводит к полной потере ферментативной активности [1, 
2, 6]. В последнее время успешно развивается новый подход структур-
но-функционального анализа белков, содержащих остатки цистеина и 
(или) цистина [7, 8]. Он основан на иммобилизации цистеинсодержа-

Сокращения: ДТТ — дитиотреитол, Д П Д С — 2,2'-дипиридилдисульфид, ДНС-С1 — 
5-диметиламинонафталин-1-сульфонилхлорид, ФИТЦ — фенилизотиоцианат, Gu-HCl •— 
гуанидингидрохлорид, ТФУ — трифторуксусная кислота, МЭ — 2-меркаптоэтанол, 
ЭМА — N-этилморфолинацетатный буфер, ЭДТА-Ыа2 — динатриевая соль этилендиамин-
тетрауксусной кислоты. 
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