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Введение. Рентгеноструктурное исследование волокон Na-соли 
поли(сІА) : поли(с іТ)—паракристаллической α-формы (относительная 
влажность (OB) 92 %) и высококристаллической β-формы (OB 
71 %) , — предпринятое Арноттом и др. [1, 2], привело к созданию мо-
дели гетерономной Д Н К : 10-кратной двойной спирали с цепью поли(сіА) 
в конформации Α-типа (сахар СЗ'-эндо) и цепью поли(сПГ) в конфор-
мации В-типа (сахар С2' -эндо) . Этот результат был пересмотрен в не-
давних работах Алексеева и др. [3—5]. Тщательный паттерсоновский 
анализ дифракционных данных от волокон Са-соли поли(сІА) :поли(сПГ) 
(OB 81 %) показал, что в этом случае цепи поли(сІА) и поли(сІТ) кон-
формационно эквивалентны и обе, согласно результатам уточнения по 
методу связанного атома, содержат сахар С2'-эндо. Д л я β-формы Na-
соли поли(ёА) :поли(с1Т) синтезы Паттерсона [5], построенные по дан-
ным дифракции из работы [2], указывают на различия в конформаци-
ях поли(сІА)- и поли (dT)-цепей. В то ж е время адаптация модели 
Са-поли(сіА) :τιοηπ(άΎ) к этому набору данных [2] привела к струк-
туре, существенно лучше согласующейся с ними, чем модель гетеро-
номной Д Н К , хотя сахара в обеих цепях близки к С2'-эндо [3—5]. Во 
вновь полученной модели Ыа-поли(с1А) : ncwiH(dT) стандартное откло-
нение для эквивалентных торсионных углов п о л и ^ А ) - и поли (dT)-це-
пей равно 10°, тогда как в гетерономной Д Н К оно составляет 
45° [2—5]. 

Недавно Парк и др. сообщили [6], что, усовершенствовав процеду-
ру первичной обработки рентгенограмм, они провели детальное иссле-
дование α-формы (OB 9 2 % ) и получили структуру В-типа с С2'-эндо 
сахарами в обеих цепях. 

По сравнению с классической В-формой как Са-поли(гіА) : по-
ли (dT), так и Ы а - п о л и ^ А ) :иоли(0Т) отличаются зауженным глико-
зидным желобком двойной спирали [4, 5]. Эту особенность удается свя-
зать с образованием в глубине гликозидного желобка (по всей длине 
молекулы) двухслойного водного хребта [4, 7, 8]. Укороченный вари-
ант такого хребта впервые наблюдали Д р ю и Дикерсоп в кристаллах 
CGCGAATTCGCG [9]. Концепция водного хребта согласуется и с ре-
зультатами поиска ионов в структуре п о л и ^ А ) : п о л и ^ Т ) . 

Детальная структура поли(dA) : поли(dT) интересна в связи с 
проблемой равновесного изгибания Д Н К , характерного для регулярно 
повторяющихся dAn : dTn-участков [10], и в связи с особенностями 
взаимодействия таких участков Д Н К с биомолекулами [11]. Отличи-
тельная черта этой последовательности — совпадение кратностей спи-
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рали в волокне и растворе [12, 13] указывает на близкое сходство 
структур в этих условиях. В пользу такого сходства свидетельствует 
и сравнение с данными Я М Р [14]. Количественная оценка данных ли-
нейного дихроизма указывает на различный наклон аденинов и тими-
нов в растворе [15]. Это наблюдение уже использовалось для интер-
претации данных по изгибам Д Н К [10]. 

Рентгеноструктурные модели поли(сІА) :поли(с1Т) были построены 
ранее в предположении равного наклона аденинов и тиминов [1—6]. 
В настоящей работе мы провели уточнение структуры Ыа-поли(с1А) : 
поли(сіТ) с использованием двухпараметрического гибкого сахара 
(вместо прежней однопараметрической модели [16]) и с учетом воз-
можности излома А — Т-пары. Структура Са-поли(сІА) :поли(с1Т) так-
же уточнена с двухпараметрическим сахаром, но без излома в паре 
оснований, так как паттерсоновский анализ свидетельствует об иден-
тичности конформаций обеих цепей в этом случае [4, 5]. 

Материалы и методы. Данные рентгеновской дифракции от волокон Са-поли(сІА): 
поли(сіТ) и методика их получения опубликованы ранее [3, 5]. Данные дифракции для 
волокон Ыа-поли(бА) :поли(с1Т) взяты из работы [2]. Детали вычислительной процеду-
ры, используемой при определении структуры, изложены в работе [5]. 

Двухпараметрическая модель гибкого сахара [17] задается амплитудой и фазо-
вым углом псевдовращения (хт, Р) [18]. Эта модель построена в результате статисти-
ческого анализа Сахаров из кембриджского банка/ кристаллоструктурных данных; про-
цедура расчета в главных чертах аналогична использованной ранее для построения 
однопараметрической модели [16]. Распределение известных структур Сахаров свиде-
тельствует, что для адекватного описания конформации сахара в общем случае од-
ного варьируемого параметра (P) недостаточно (см. рис. 2 из работы [16]) . Д в а ж е 
параметра ( t m и Р) позволяют описать экспериментальные структуры с хорошей точ-
ностью [16, 18]. 

Молекула кальциевой соли поли(с1А):поли(с1Т) обладает поворотной симметрией 
второго порядка (диада, перпендикулярная оси спирали) [3—5], и в нынешнем вари-
анте уточнения ее структуры прибавился лишь один параметр: х т для сахарного коль-
ца. У молекулы На-поли(сІА):поли(сіТ)диады нет, и здесь уточнение велось с тремя 
дополнительными параметрами: два — для Сахаров поли(сІА)- и поли (dT)-цепей и один 
параметр, учитывающий излом А—Т-пары. Таким образом, в отличие от прежних рас-
четов [3—5], где вводили единый параметр tilt, задающий наклон пары оснований к 
плоскости, перпендикулярной оси спирали, наклоны аденинов и тиминов для Na-no-
ли(сІА) :поли(сІТ) варьировались независимо. 

Результаты и обсуждение. Отличие уточненной структуры Са-по-
ли(dА) :поли(с1Т) от прежнего варианта, построенного с однопарамет-
рическим сахаром [4, 5], является весьма незначительным (таблица, 
структура 1). Наклон пары оснований (tilt) к плоскости, перпендику-
лярной оси спирали, не изменился (—6°); почти не изменился угол 
пропеллерообразного скручивания оснований в паре (параметр propel-
ler twist [19]) : 19° вместо прежних 20°. Слабо изменилась конформа-
ция сахаро-фосфатной цепи: она имеет тот же тип BI (транс-область 
для торсионного угла вокруг связи СЗ ' -ОЗ ' и гош-минус для ОЗ ' -Р 
[19]). Такая конформация наиболее часто встречается в кристаллах 
В-подобных олигонуклеотидов [19—21] и является энергетически вы-
годной [8]. Этот результат показывает, что прежний подход (однопа-
раметрический сахар) явился для Са-поли(dА) :поли(dТ) с ее .диад-
ной симметрией вполне адекватным. Можно думать, что когда у моле-
кулы есть диада, некоторая жесткость однопараметрического сахара 
не должна служить серьезным препятствием при определении струк-
туры Д Н К в волокнах. У Cа-поли (dА) : поли(сПГ) помимо неэквивалент-
ности конформаций сахаро-фосфатных цепей возможны и различные 
наклоны для А и Т, т. е. допустима дополнительная «гибкость» пары 
оснований. В этом случае естественно предположить, что правильное 
определение структуры вероятнее и при большей гибкости сахарного 
кольца. Действительно, изменения, внесенные тремя дополнительными 
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параметрами в структуру Na-ncxjm(dA) : поли(dT) , оказались более 
заметными (таблица, структура 3) . 

В случае Са-поли(dА) : поли(dT) ориентация молекул в элемен-
тарной ячейке была определена из паттерсоновского анализа [5], и„ 
кроме внутримолекулярных параметров, варьировалось лишь относи· 
тельное продольное смещение двух молекул в ячейке Δζ (вдоль оси 
«с»). В случае Ыа-поли(с!А) :поли(сіТ) упаковочных параметров тако-
го типа больше. Расположение осей молекул в плоскости «аЬ» ячейки 
было определено из соответствующей проекции синтеза Паттерсона 
[5], но молекула 1 (рис. 1) может быть подвергнута как продольным 
сдвигам, так и азимутальным вращениям вокруг своей оси. Однако 
стерически приемлемые межмолекулярные контакты для структур 
В-типа, близких к Са-поли(сІА) : поли(сГГ), возможны лишь в доста-
точно узкой области взаимного положения двух молекул в ячейке. Од-
на из псевдодиад молекулы 1 (рис. 1) должна проходить вблизи осно-
вания ячейки (взаимный сдвиг Az < 0,2 нм) под малым углом ^ 5 ° к 
ребру «b». Оптимизацию структуры проводили из нескольких старто-
вых точек вблизи указанных значений параметров. 

Значения конформационных параметров (в градусах) уточненных моделей Ca-
ll Ыа-поли(йА) : поли(йТ) 
The values of the conformation parameters (degrees) of Ca- and 
Na-poly(dA) : poly(dT) 

3 . № - П О Л И ( С 1 А ) ; П О Л И ( С Г Г ) 

П а р а м е т р 
1. С а - п о л и ( с і А ) : 

поли(сГГ) 
2. С а - п о л и ( с І А ) : 

поли(сІТ) 
А Р А T p T 

Конформация остова 
C4'-C3'-03'-P 
C3 ' -03 ' -P -05 ' 
0 3 '-P-05'-C5' 
P-05'-C5'-C4' 
05'-C5'-C4'-C3' 
C5'-C4'-C3'-03' 
04'-Cl'-N9-C4 
04 ' -Cr-Nl -C2 

Конформация сахара 
С4'-04'-С1'-С2' 
04'-Cl'-C2'-C3' 
с г - с 2 ' - с з ' - с 4 ' 
C2'-C3'-C4'-04' 
СЗ'-С4'-04'-С1' 
P 

175(174) —117 174(179) 190(173) 
—101 (—102) 187 —105(—105) — 112 (—92) 

—51 ( - 5 0 ) —48 —50(—54) —47 (—66) 
186(188) 135 194(180) 162(189) 
43(41) 31 36(49) 52(54) 

135(137) 147 148(132) 126(129) 
—113(—112) —105 —107(—114) — — 

—113(—112) —105 — — —121 (—124; 

—28 (—28) —46 —14(—31) —45 (—33) 
36(37) 60 28(37) 46(37) 

—31 (—32) —52 —33 (—29) —30 (—27) 
13(15) 23 25(10) 5(7) 
9(8) 14 - 7 ( 1 3 ) 25(16) 

147(149) 149 174(141) 131(129) 
36(38) 61 33(38) 50(38) 

П р и м е ч а н и е . Структура 2 — результат адаптации так называемой ВП-конформа-
ции сахаро-фосфатной цепи [19] к рентгеноструктурным данным для кальциевой соли 
поли((1А): поли(сІТ). Хорошее согласие с экспериментом получается здесь только 
при неприемлемо большой [16] величине t m ~ 6 0 , поэтому данная модель была от-
вергнута. В скобках приведены значения параметров, полученные ранее [5]. 

Уточненная структура Ка-поли(сІА) :поли(с!Т) показана на рис. 2. 
Наклоны оснований к плоскости, перпендикулярной оси спирали, раз-
ные: —13° для тимина и 0° для аденина (неопределенность в наклонах 
~ 3 ° ) . Отметим, что средний наклон близок к —6°, т. е. совпадает с по-
лученным ранее [3—5], когда предполагалось, что он одинаков для 
обоих оснований. Среднее значение —6° неплохо сохранялось и для 
промежуточных вариантов оптимизируемой структуры. Propeller twist 
в структуре на рис. 2 меньше: 14° против прежних 19°. Тимины, как 
и прежде, сильнее сдвинуты вдоль псевдодиады, чем аденины: 0,14 и 
0,08 нм от оси спирали соответственно. Изменения углов сахаро-фос-
фатной цепи видны из таблицы. Все параметры неплохо согласу-
ются со структурой А : Т-участка кристаллического додекамера 
CGCGAATTCGCG [19]. Так же, как и в кальциевой, в натриевой соли 
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поли(сІА) : лоли(сІТ) реализуется ВІ-конформация сахаро-фосфатной 
цепи. 

Д л я данной структуры Na-поли(dA) : поли(dТ) R-фактор равен 
0,23, Rrf = 0,26 (определения R-факторов см., например, в работе [3]). 
Для прежней модели R = 0,26, R'' = 0,29 [4, 5], т. е. произошло значимое 
улучшение согласия с данными рентгеновской дифракции. Согласно 
статистическому тесту Гамильтона [22], предпочтительность новой мо-

Рис. 1. Положение молекул в элементарной ячейке натрие-
вой соли поли(dA) : поли(dT), определенное из анализа 
синтеза Паттерсона [5]. Пунктиром выделена элементар-
ная ячейка (α = β = γ = 90°) [2]. Ось «с» направлена пер-
пендикулярно плоскости рисунка. Пространственная группа 
Р2ь Отмечены некоторые межмолекулярные расстояния в 
нанометрах, существенные для интерпретации паттерсонов-
ских синтезов [5]. Короткими пустыми стрелками показа-
ны положения одной из внутримолекулярных псевдодиад, 
проходящих вблизи основания элементарной ячейки. Лю-
бые четыре соседние молекулы (например, 1, 2, 3, 4) рас-
положены в вершинах ромба с углом 72°. Положение мо-
лекулы 3 следующее: —0,155а, 0,0006, 0,033с; псевдодиада 
повернута на 86° по отношению к оси «а» 

Fig. 1. Molecule position in the Na-poly(dA) : poly(dT) unit cell determined from the 
Patterson synthesis analysis [5] The broken line shows the unit cell with the following 
parameters: a = 1.865 nm, 6 = 3.548 nm, 6 = 3.233 nm, α = β = γ = 9 0 ° [2]. Axis «с» is di-
rected to the reader perpendicular to the figure plane. Space group P 2 b Some of the 
intermolecular distances in nanometres significant for interpretation of the Pat terson 
syntheses [5] are shown. Short blank arrows indicate positions of one of the molecular 
pseudodyads passing near the unit cell base. Any four adjacent molecules (e. g. 1, 2, 3, 
4) are disposed at the vertices of rhombus with the angle of 72°. The position of mole-
cule 3 is as follows: —0.155a, 0.0006, 0,033c; the pseudodyad is turned by 86° in relation 
to the «α» axis 

Рис. 2. Стереоизображение уточненной структуры Na-ncwm(dA) г п о л и ^ Т ) . Наклон аде-
нина равен 0°, а наклон тимина —13°. Ширина гликозидного желобка (кратчайшее рас-
стояние между атомами фосфора противоположных цепей) для этой структуры равна 
0,91 нм (для В-формы— 1,2 нм) 

Fig. 2. Stereo view of the refined structure of Na-poly(dA): poly(dT). The adenine tilt 
is 0°, the thymine tilt is —13°. The width of the minor groove (the shortest distance 
between phosphorus atoms of the opposite chains) is equal to 0.91 nm for this structure 
(for the B form it is equal to 1.2 nm) . 

дели соответствует уровню достоверности 99,5 %. Кроме того, уменьши-
лись как внутримолекулярные перекрывания атомов, так и перекрыва-
ния между атомами соседних молекул в элементарной ячейке. Таким 
образом, учет излома в А—Т-паре оснований наряду с более гибким 
сахаром заметно улучшают согласие модели со всей совокупностью 
рентгеноструктурных данных. 

Двухпараметрическое представление хорошо описывает сахарное 
кольцо во множестве известных кристаллических структур (см. «Ма-
териалы и методы»). Можно думать, что оно достаточно для решения 
полинуклеотидных структур методом рентгеновской дифракции в во-
локнах в самом общем случае. Дальнейшее увеличение гибкости са-
харного кольца вряд ли следует считать оправданным, так как видимое 
улучшение согласия с экспериментом, естественное при увеличении ко-
личества варьируемых параметров, будет отражать скорее системати-
ческие ошибки метода, чем улучшение структуры. 
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Данные рентгеновской дифракции от волокон с разрешением 
— 0,3 нм слабочувствительны к замене аденина на тимин. Поэтому, хо-
тя существование излома как такового не должно вызывать сомнений, 
наш вывод о большем наклоне именно тимина не является однознач-
ным. Оптимизация показала, что возможно построение моделей и с 
сильным отрицательным наклоном аденина. Однако предварительные 
результаты энергетических расчетов, данные инфракрасной спектроско-
пии [23, 24] и моделирование структуры растворителя вблизи полинук-
леотида [25] лучше согласуются с моделью, изображенной на рис. 2. 

Кальциевая соль поли (dA) : поли (dT) и β-форма натриевой соли 
поли(dА) :поли(dТ) исследованы при близких OB [1—5], поэтому от-
личия в их структурах должны быть связаны прежде всего с различ-
ным взаимодействием с противоионами. Спектры EXAFS свидетель-
ствуют, что ионы Ca2+ взаимодействуют преимущественно с фосфатами 
[26]. Модель, объясняющая особенности структуры Na-поли (dA) : по-
ли (dT), включает размещение ионов натрия в негликозидном желобке 
[25], где они тесно взаимодействуют с полярными атомами N7 адени-
нов и через молекулы воды с ближайшими кислородами фосфатов. 

Атомы N3A и 0 2 Т в гликозидном желобке в хорошем приближе-
нии связаны диадной симметрией, так что молекулы воды [8, 19] или 
противоионы [27], симметрично взаимодействующие с ними, должны 
способствовать сохранению диады. В негликозидном желобке нет диад-
ной симметрии в расположении атомов оснований. Здесь взаимодейст-
вие растворителя (например, ионов натрия) с п о л и ^ А ) - и п о л и ^ Т ) -
цепями неодинаково, что и может быть одной из причин структурной 
неэквивалентности двух цепей, в частности излома А—Т-пары. На важ-
ную роль взаимодействия противоионов с основаниями независимо ука-
зывают следующие факты. Во-первых, в случае двухвалентных ионов 
Ca2+, не взаимодействующих с основаниями, неэквивалентность двух 
цепей полинуклеотида никак не проявляется. Во-вторых, эксперименты 
с волокнами Cs-A-ДНК показали, что все ионы Cs+ (как на периферии 
отдельных молекул Α-ДНК, так и в негликозидном желобке) взаимо-
действуют прежде всего с фосфатными кислородами [25, 28]. Этот вывод 
справедлив, по-видимому, для всех ионов щелочных металлов достаточ-
но большого размера [25, 27], что позволяет объяснить совпадение кон-
формаций противоположных цепей Na-поли (dG) :поли(гіС) в А-форме 
[29], где молекулярные диады являются элементами кристаллографи-
ческой симметрии (пространственная группа С2). 

Модель, базирующаяся на фиксированной посадке одновалентных 
ионов, может неадекватно описывать ситуацию в растворе. Однако рас-
стояние от N7A до ближайшего фосфатного кислорода в Na-поли (dA) : 
поли(гіТ) (0,52 нм) допускает образование между ними и просто вод-
ного мостика (1 молекула H 2 O ) . Это также приводит к стабилизации 
найденной структуры. Не исключено, что в растворе существует дина-
мическое равновесие между двумя описанными взаимодействиями, при-
водящими к одинаковому структурному эффекту. 

При построении количественных моделей, например, модели изги-
бания Д Н К на границах dA n : dTn-участков с другими последователь-
ностями, необходимо знать координаты атомов в этих участках с точ-
ностью до нескольких сотых нанометра. Существующая совокупность 
экспериментальных данных для растворов не позволяет строить столь 
точных моделей. Основой количественного моделирования остаются 
детальные структуры, полученные рентгеноструктурным методом в кон-
денсированном состоянии (таблица) . Недавно в работах [30, 31] ис-
следованы монокристаллы двух олигонуклеотидов — соответственно 
CG С A AA A A A G С G и CGCAAATTTGCG. Главные черты структуры их 
А : Т-участков хорошо согласуются с приведенными результатами для 
поли (dА) : п о л и ( d Т ) . Это структура В-типа с близкими конформация-
ми противоположных цепей, имеющая зауженный (0,91—0,99 нм) гли-
козидный желобок. Здесь также наблюдаются изломы в А—Т-парах. 
Авторы считают, что важный вклад в формирование аномальной струк-
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туры вносят возможные трехцентровые водородные связи между 
аминогруппой каждого аденина и атомами 0 4 соседних тиминов [30, 
31]. Однако экспериментальные наблюдения для полинуклеотидов по-
зволяют поставить это утверждение под сомнение, поскольку структура 
Ш-поли(сіА) : поли(сІТ) практически идентична структуре Na-поли 
(dAI) :поли(dСТ) [6], но в последнем случае образование трехцентро-
вых водородных связей невозможно. Определяющая роль в формиро-
вании описанных деталей пространственной структуры должна принад-
лежать, с нашей точки зрения, взаимодействию с молекулами раство-
рителя. Дальнейшее накопление экспериментальных данных покажет, 
какая из обсуждаемых структур лучше характеризует ситуацию в 
растворе. Однако уже сейчас понятно, что возможность излома А—T-
пары у поли(dА) :поли(dТ) необходимо учитывать при любом коли-
чественном рассмотрении. 

По нашему мнению, структура поли(dА) : поли(dТ) с ее столь ха-
рактерными отличиями от обычной Β-формы заслуживает нового, соб-
ственного, обозначения Bh, которое подразумевает, что эта структура 
В-типа имеет гетерономную (heteronomous) предысторию и что она в 
значительной степени стабилизируется водным (hydrat ion) хребтом, не 
имеющим аналогов в других случаях. 

BUCKLE OF THE A-T PAIR IN THE Bh-FORM OF POLY(dA):POLY(dT) 

A. A. Lipanov, D. B. Beglov, D. G. Alexeev, I. Ya. Skuratovsky 

S u m m a r y 

The structures of calcium and sodium salts of poly(dA): poly(dT) have been refined on 
the basis of X-ray diffraction in fibres using two parameter flexible sugar, and allowing 
for the possible A-T buckle. The bases of one chain, probably thymines, are tilted in the 
Na-poly(dA) :poly(dT) structure at an angle of about —13°, while the tilt of the other 
chain bases is negligible. A number of unique features warrant a special designation, 
Bh, to distinguish poly(dA) : poly(dT) structure from other B-type structures. The refined 
structural parameters may be significant for the interpretation of data on DNA bends 
containing sufficiently long dAn:dTn tracts. 
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РОЛЬ М Е Ж Н У К Л Е О Т И Д Н Ы Х ФОСФАТОВ 
И В Л И Я Н И Е Н Е К О М П Л Е М Е Н Т А Р Н Ы Х ЗАМЕН 
В ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫХ СУБСТРАТАХ 
НА ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ С ДНК-МЕТИЛАЗОЙ ECODAM 

В. В. Зиновьев, Н. И. Речкунова, 
Ю. А. Горбунов, Я. И. Бурьянов, Э. Г. Малыгин 

Введение. Адениновая ДНК-метилаза Ecodam в присутствии S-адено-
зилметпонина переносит две метальные группы в участок узнавания 

G A T С ^ 
q g/, образуя два остатка Ы6-метиладенина [1, 2] . Фер-

мент был выделен в гомогенном состоянии, что позволило провести 
изучение некоторых его физических и каталитических характеристик 
[1, 3]. Метил аза Ecodam из клеток Escherichia colt В834 является мо-
номерным белком и имеет молекулярную массу 23 ООО [3]. 
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