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В — Z-ПЕРЕХОД В ДНК 
С НЕРЕГУЛЯРНОЙ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬЮ ОСНОВАНИЙ * 

С. М. Миркин, В. И. Лямичев, В. П. Кумарев, 
В. Ф. Кобзев, В. В. Носиков, А. В. Вологодский 

Введение. В последние годы стало ясно, что левоспиральная Z-форма 
Д Н К способна образовываться не только в регулярных пурин-пири-
мидиновых областях типа d ( G C ) п · d ( G C ) п или d(AC)n-d(GT)rt , но мо-
жет включать в себя участки с любой последовательностью. Так, было 
показано, что Z-форма образуется при смешивании однонитевых комп-
лементарных кольцевых Д Н К (форма V) [1, 2]. Из-за топологических 
ограничений такие молекулы не могут образовывать В-формы по всей 
длине колец, и правая закрутка комплементарных цепей в В-спирали 
компенсируется левой закруткой в Z-спирали. При этом в Z-форме 
оказывается около 30 % всей Д Н К [1], хотя ее последовательность не 
содержит заметного количества регулярных пурин-пиримидиновых бло-
ков. Недавно Рич и др. показали [3], что кристаллическая структура 
гексануклеотида d(CGATCG) соответствует Z-спирали. С другой сто-
роны, не вызывает сомнений влияние последовательности оснований 
на то, при каких условиях происходит В — Z-переход. Поэтому акту-
альным является выяснение вопросов о том, какие именно участки в 
Д Н К с определенной последовательностью оснований и при каких 
условиях будут прежде всего переходить в Z-форму. Ответы на них 
важны для анализа возможной биологической роли Z-структуры. 

Количественный анализ В — Z-перехода в Д Н К с произвольной 
последовательностью оснований возможен лишь на основе последова-
тельного статистико-механического рассмотрения. Модель для опи-
сания этого перехода была предложена ранее [4]. Использование 
этой модели, однако, было невозможным до последнего времени, так 
как она содержит шесть энергетических параметров, значения большей 
части которых оставались неизвестными. Часть параметров, характери-
зующая В — Z-переход в регулярных последовательностях, была най-
дена в работах [5—7]. Совсем недавно Эллисон и др. предприняли 
попытку определения параметров перехода для Д Н К с нерегулярными 
последовательностями [8]. К началу нашей работы из шести парамет-
ров неопределенными оставались два. Мы поставили задачу найти 
значения этих двух параметров и проверить адекватность модели В —• 
Z-перестроек в нерегулярных последовательностях Д Н К , предложен-
ной в работе [4]. 

Важнейшим фактором, способствующим образованию Z-формы 
двойной спирали, является отрицательная сверхспирализация, харак-
терная для кольцевых Д Н К . Именно под влиянием сверхспирализации 
Z-спираль может возникать в условиях, близких к физиологическим 
[9, 10], когда ее образование в линейных Д Н К термодинамически не-
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выгодно. Ниже будет проанализирован В — Z-переход в кольцевых 
Д Н К , хотя статистико-механическая модель, предложенная в [4] и 
кратко изложенная в настоящей работе, в одинаковой степени приме-
нима и к линейным молекулам. 

С т а т и с т и к о - м е х а н и ч е с к а я м о д е л ь В — Z - n e p e x o -
д а. С точки зрения статистико-механического описания важнейшей 
особенностью Z - Д Н К является тот факт, что каждая пара оснований 
в Z-форме может находиться в одном из двух энергетически неэквива-
лентных состояний [4, 11]. Первое (I) характеризуется с/ш-конфор-
мацией пурина и аята-конформацией пиримидина, является энергети-
чески более выгодным и реализуется в регулярных пурин-пиримидино-
вых последовательностях. Второе состояние (II) отвечает син-копфор-
мации пиримидина и аяш-конформации пурина. Хотя это состояние ха-
рактеризуется более высокой свободной энергией, оно может реализо-
ваться в некоторых последовательностях, так как регулярная струк-
тура Z-спирали требует строгого чередования сан- и аяга-конформаций 
нуклеотидов в каждой цепи [3]. Таким образом, свободная энергия 
перехода пары в Z-форму AF должна зависеть не только от сорта 
пары, но и от ее конформации в Z-спирали (I или I I ) . Дополнительная 
свободная энергия как обычно, отвечает границе между двумя 
структурными формами. В Z-форме может, однако, возникать еще один 
тип границ, Ζ—Z-границы, которые отвечают сбою регулярного че-
редования сан- и анга-конформаций оснований в цепи Д Н К (поскольку 
последовательность и конформация нуклеотидов в одной цепи пол-
ностью определяют последовательность и конформацию в другой цепи, 
ниже мы всюду будем рассматривать одну, произвольно выбранную 
цепь). Этой границе, которую можно рассматривать как «смену фазы» 
в Z-форме, отвечает свободная энергия F j z z . Проиллюстрируем вычис-
ление свободной энергии участка, находящегося в Z-форме, на примере. 
Пусть Z-спираль образована последовательностью GCGGTCC и окру-
жена участками, находящимися в В-форме. Д л я конформации звеньев, 
изображенной ниже (обозначения конформаций Za и Zs соответствуют 
ант и- и гая-конформациям нуклеотидов в выбранной цепи Д Н К в 

Более формальное описание этой модели, основанное на матрич-
ном представлении статсуммы, а также алгоритм для вычисления це-
почки вероятностей нахождения і-го звена молекулы в определенной 
конформации описаны в работе [4]. 

Как мы видим, модель содержит шесть параметров, AFQC> Δ F Λ Τ , AFGC* 
AFAJJ F f z и F f z . Такой вариант описания В — Z-равновесия в Д Н К с 
произвольной последовательностью является, безусловно, простейшим, 
так как он не учитывает возможной зависимости энергии пар в Z-фор-
ме от типа ближайших соседей. Аналогичное приближение оказывает-
ся очень хорошим для статистико-механического описания перехода 
спираль — клубок в Д Н К [12, 13], но может, вообще говоря, ока-
заться неудовлетворительным для В — Z-перехода. Поэтому необходи-
мо, кроме определения параметров теории, провести проверку ее при-
менимости на модельных системах. 
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Поскольку все экспериментальные данные, о которых будет идти 
речь ниже, касаются В — Z-перехода в кольцевых Д Н К , нам нужно 
включить в выражение для свободной энергии дополнительный член, 
учитывающий изменение свободной энергии сверхспирализации при 
В — Z-переходе, который имеет вид [4, 7] 

\ 2 

(2) 

где Ν — п о л н о е число пар оснований в молекуле; σ — п л о т н о с т ь сверх-
витков; κ — константа, характеризующая изменение угла спирального 
вращения при В — Z-переходе и равная 1,8 [5, 7]; т — число пар 
оснований в данном микросостоянии в Z-форме; R — газовая постоян-
ная; Τ — а б с о л ю т н а я температура. Как отмечено в работе [5], лучшее 
согласие с экспериментальными данными получается при включении 
в выражение (2) дополнительного члена, отвечающего изменению 
свободной энергии сверхспирализации за счет образования В — Z-rpa-
ниц. В этом случае выражение для AG приобретает вид [5] 

f . т І 8 \ 2 2І σ + κ " Τ Γ - + т г — σ (3) 

Приводимые ниже результаты расчетов основаны на использовании 
формулы (3). Отметим, что при использовании выражения (2) полу-
чается тот ж е набор параметров, за исключением значения FjBZ

y ко-
торое уменьшается в этом случае на 2 ккал/моль. 

Д л я вычисления статистико-механических характеристик В — Z-
перехода с учетом энергии сверхспирализации использовали алгоритм, 
аналогичный описанному в работе [14]. Близкие результаты получа-
ются при расчетах методом последовательных приближений, опи-
санном в [4]. 

О п р е д е л е н и е п а р а м е т р о в т е о р и и . Д л я количествен-
ного анализа экспериментальных данных по В — Z-переходу необходи-
мо точно знать, в каком именно участке последовательности Д Н К 
происходит переход и как зависит степень перехода от значения фак-
торов, влияющих на В — Z-равновесие. В случае кольцевых Д Н К па-
раметром, определяющим В — Z-равновесие, является плотность сверх-
витков в кольцевой Д Н К σ, и для определения зависимости степени 
перехода от σ наиболее адекватным экспериментальным методом яв-
ляется техника двухмерного электрофореза в геле [10, 15]. При этом, 
однако, Д Н К должна содержать выделенный участок, в котором 
В— Z-переход происходит существенно раньше всех других конфор-
мационных перестроек. Такие участки приходится, как правило, син-
тезировать искусственно и затем встраивать в кольцевую Д Н К генно-
инженерными методами. 

Этот подход был использован в первых работах по определению па-
раметров В — Z-перехода для регулярных вставок d (GC)n-d (GC)n и 
d (АС)Д -d (GT)n [5 — 7], что позволило определить энергию В — Z-границ 
F f z и энергию AFgc (в таких вставках с регулярным чередованием пури-
нов и пиримидинов в каждой из цепей реализуется лишь I конформация 
пар в Z-форме). Свободная энергия В — Z-перехода для АТ-пар, А^дт, 
могла бы быть найдена из сопоставления данных для вставок d (GC)n χ 
xd(GC)7? и d (AC)n-d (GT)n, однако работы [5,6] были выполнены при раз-
личной ионной силе раствора. В то же время имеются многочисленные 
данные [5, 9, 11, 16], свидетельствующие о зависимости плотности 
сверхвитков, при которой происходит В — Z-переход в данной вставке, 
от ионной силы раствора и типа противоионов. Поэтому все экспери-
менты по определению параметров должны быть выполнены при одних 
и тех же ионных условиях. 

Энергии AFGC и AFAT были определены в работе Эллисона и др. [8], 
которые использовали для этой цели вставки d (GC)n-d (GC)7l с одной-дву-
мя нуклеотидными заменами. Эти замены приводили к кластерам из 
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трех стоящих подряд пуринов (пиримидинов) в центральной части 
вставок: GGG или GAG. Д а н н а я работа была выполнена в тех ж е 
ионных условиях, что и исследование Пекка и Уонга [5]. 

Таким образом, к началу нашей работы для условий [5] были извест-
ны четыре параметра: AFqc> AFqc, AFat и f f z . Мы встроили в кольцевые 
Д Н К последовательности, необходимые для нахождения параметров 
AFAT И Ffz, и исследовали В — Z-переход в этих вставках, происходящий 
при увеличении плотности сверхвитков. 

Материалы и методы. Ш т а м м ы и Д Н К . П л а з м и д а pRr33 получена встраива-
нием ВатНІ-ІііпсІІІІ-фрагмета спейсерного участка рибосомальных генов крысы [17] 

Рис . 1. О п р е д е л е н и е нуклеотидной последовательности вставки в п л а з м и д е pVK45 по 
методу М а к с а м а — Гилберта 
F i g . 1. The M a x a m - G i l b e r t l adde r a n d the sequence fo r the inser ted r eg ion in the c a s e 
of p l a smid pVK45 

Рис. 2. Д в у х м е р н ы й э л е к т р о ф о р е з смеси топоизомеров п л а з м и д ы pVK84. Ц и ф р а м и по-
к а з а н ы п о р я д к о в ы е номера топоизомеров τ*. Ч и с л о сверхвитков в к а ж д о м т о п о и з о м е р е 
р а в н о τ*—0,3 
F ig . 2. The t w o - d i m e n s i o n a l gel e l ec t rophores i s p a t t e r n for p l a smid pVK84. A spec ia l ly 
p r e p a r e d m i x t u r e of t o p o i s o m e r s w a s f i r s t d ivided f r o m top to b o t t o m in the T B E b u f f e r . 
In the second d i rec t ion ( f r o m le f t to r i g h t ) the e l ec t rophores i s w a s p e r f o r m e d in t h e 
p r e s e n c e of ch lo roqu ine 

р а з м е р о м 242 пары н у к л е о т и д о в в полилинкер вектора pUC19 [18]. Э т о т ф р а г м е н т со-
д е р ж и т п р о т я ж е н н ы й участок с ч е р е д у ю щ и м и с я пуриновыми и пиримидиновыми осно-
в а н и я м и d ( A C ) i 8 - d ( C T ) i з [17] . 

П л а з м и д ы pVK84, pVK64 и pVK45 были получены в с т р а и в а н и е м искусственно син-
т е з и р о в а н н ы х ф р а г м е н т о в двунитево й Д Н К в полилинкер вектора pUC19 м е ж д у сайта -
ми BatnHI и EcoRI. Синтез ф р а г м е н т о в о с у щ е с т в л я л и по методике , описанной в р а б о т е 
[19] . П о с л е д о в а т е л ь н о с т ь в с т а в о к после их в с т р а и в а н и я в п л а з м и д у о п р е д е л я л и по ме-

т о д у М а к с а м а — Гилберта [20] (рис. 1): 
PVK84... C G C G C G T A C G T G T G T A C G C G T G . . . . 
pVK64... C G C G C G T A C G C G C A C G C G C A . . . . 
pVK45... C G C G C G C A C G C C G C A C G C G C G . . . . 

230 БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА.—1987,—Т. 3, N° о 



Приведена последовательность только одной нити в направлении от В а т Н І 
до EcoRL 

Д л я трансформации использован штамм Е. coli JM83. 
Плазмидную Д Н К выделяли щелочным методом [21] с последующим центрифу-

гированием в градиенте плотности CsCl. 
Препараты Д Н К с широким распределением по топоизомеразам получали обра-

боткой Д Н К топоизомеразой типа I из асцитной карциномы мыши в присутствии бро-
мистого этидия [22]. 

Д в у х м е р н ы й э л е к т р о ф о р е з . Двухмерный электрофорез топоизомеров 
Д Н К в 1,5 %-ном агарозном геле («Sigma», США, тип II) проводили, как описано ранее 
[23]. При его проведении в первом направлении (вертикальном) использовали буфер 

Рис. 3. Зависимость изменения осевой закрутки — Δ T w , происходящего в результате 
В — Z-перехода, от числа сверхвитков в Д Н К pRr33 (α), pVK84 (б), pVK64 (β). Точки 
соответствуют экспериментальным данным, кривые отвечают теоретическому расчету. 
Из принципа наилучшего согласия теории с экспериментом был найден параметр A F \ c , 
который определяли независимо по каждой из экспериментальных кривых 
Fig. 3. The change of twisting-Aroy as a result of the B-Z transi t ion as a funct ion of 
the l inking difference for pRr33 (a), pVK84 (6) and pVK64 (β) DNA. The points are 
experimental data, the curves are theoretical calculations. The АЯдт value was obtained 
from the best fit of the theory to the experiment for each of DNA 

TBE (90 мМ трис-борат, pH 8,3, 2,5 мМ Ыа 2ЭДТА). Разделение осуществляли при ком-
натной температуре, напряженности электрического поля 2 В/см в течение 40 ч. Перед 
проведением электрофореза во втором направлении гель насыщали в течение 4 ч бу-
фером ТАЕ (40 мМ трис-ацетат, рН 7,8, 2 мМ Ы а 2 Э Д Т А ) , содержащем хлорохин в 
концентрации 3—4 мкг/мл. Топоизомеры разделяли при комнатной температуре, напря-
женности электрического поля 2 В/см в течение 20 ч. При электрофорезе как в первом, 
так и во втором направлениях электродный буфер непрерывно перекачивали между 
анодной и катодной камерами. 

Результаты и обсуждение. Д л я нахождения параметра AF1
Aτ м ы 

использовали плазмиды pRr33, pVK84 и pVK64, содержащие вставки 
с регулярным чередованием пуринов и пиримидинов в каждой из цепей 
d (AC) is, d ((CG3TACG (TG) 2 TA(CG) 2 TC) и d( (CG) 3 TA(CG) 2 CA 
(CG) 2CA) (приведена последовательность в одной цепи) соответ-
ственно. В — Z-переход в этих вставках, происходящий при увеличении 
отрицательной сверхспирализации, регистрировали методом двухмер-
ного электрофореза. Электрофореграмма для плазмиды pVK84 при-
ведена на рис. 2, а на рис. 3 показана зависимость уменьшения вели-
чины — Δ T w в результате В — Z-перехода от плотности сверхвитков 
для трех использованных плазмид (см. [5 ] ) . Отметим, что в векторной 
плазмиде pUC19y не содержащей вставок, в этой области сверхспира-
лизации никаких конформационных переходов не происходило. Пара-
метр Δ F λ τ определялся подгонкой теоретических кривых перехода к 
экспериментальным. 

При этом значения параметров AFGс, F f z , а также зависимость сво-
бодной энергии сверхспирализации от числа пар в Z-форме брались в со-
ответствии с работой [5] (таблица и формула (3)). Наилучшие теоретичес-
кие кривые показаны на рис. 3 вместе с экспериментальными данными. 
В принципе для определения ΔF1ατ достаточно данных по В — Z-nepexo-
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ду в одной из использованных вставок. Мы использовали три вставки 
для того, чтобы проверить основное предположение теории — неза-
висимость величин AF от типа соседних пар. Важно подчеркнуть, что 
если в первой вставке АТ-пары контактировали только с GC-парами, 
то во второй и третьей более половины АТ-пар входило в виде кла-
стеров по две. 

Подобранное по экспериментальным данным значение ΔF1
AT составило 

1,15 ккал/моль для всех трех использованных плазмид (рис. 3). Этот ре-
зультат показывает, что в хорошем приближении значения AFL

GC и AF1
AT 

не зависят от типа соседних пар. 
Значение параметра FZZ, соответствующего энергии «смены фазы» в 

Z-спирали, определяли из данных по В —Z-переходу вставки 
d ( ( C G ) 3 C A C G C C G C A ( C G ) 3 ) , встроенной в плазмиду pVK45. Эта 
вставка состоит из двух пурин-пиримидиновых блоков по 11 и 10 пар 

соответственно, при соединении кото-
рых возникает кластер из двух стоя-
щих рядом цитозинов (гуанинов) в 
одной цепи. Поэтому при образовании 
Z-формы этой вставкой неизбежно 

Значения параметров B—Z-nepexoda 
The values of parameters of the B—-Z transition 
in the TBE buffer 

Рис. 4. З а в и с и м о с т ь изменения осе-
вой з а к р у т к и — ATw, происходя-
щего в р е з у л ь т а т е В — Z-перехо-
да, от числа сверхвитков в Д Н К 
pVK45. Точки соответствуют экс-
п е р и м е н т а л ь н ы м д а н н ы м , к р и в а я — 
теоретическому расчету, в котором 
в а р ь и р о в а л с я п а р а м е т р F j z z 

Fig. 4. The s a m e as in F i g . 3 fo r 
D Ν Α ρ VK45. The cu rve is t he bes t -
fit t heore t i ca l d e p e n d e n c e ob t a ined 
by v a r y i n g the F j z z v a l u e which 
co r r e sponds to Fjzz = 4.0 kca l /mol 

должна возникать Ζ—Z-граница, т. е. смена фазы в чередовании син-
и аиги-конформаций оснований в Z-спирали. Кривая В—Z-перехода в 
этой вставке приведена на рис. 4. 

На этом же рисунке приведена теоретическая кривая, полученная с 
одним подгоночным параметром Ffz. Значения параметров AFGC и Fj " 
были такими же, как и в предыдущем расчете, величина AFAT полагалась 
равной 1,15 ккал/моль. Наилучшее соответствие с экспериментальными 
данными получилось для FZZ, равном 4 ккал/моль (рис. 4). Точность оп-
ределения параметров AFat и Ffz составляет 5 — 10 % их значений. 

Полный набор значений параметров В — Z-перехода приведен в 
таблице. Знание этих параметров позволяет теперь на основе статисти-
ко-механической теории [4] рассчитывать вероятность и локализацию 
Z-формы для Д Н К с произвольной последовательностью оснований. 
Такие данные представляют несомненный интерес для анализа воз-
можной биологической роли Z-ДНК. Расчеты такого рода будут опуб-
ликованы в ближайшее время. Здесь можно отметить, что полученные 
результаты объясняют, почему последовательность d(AT)w в кольцевых 
Д Н К чаще образует крестообразную структуру под влиянием сверх-
спирализации, чем Z-спираль [22]: энергия В — Z-перехода AF1

AT ока-
зывается слишком высокой. 

Авторы выражают благодарность М. Д. Франк-Каменецкому и 
Ю. С. Лазуркину за полезные обсуждения. 
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den t of the n e i g h b o u r i n g base pa i r s . 
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ИССЛЕДОВАНИЕ КОМПЛЕКСООБРАЗОВАНИЯ 
БРОМИСТОГО ЭТИДИЯ С ДНК ВО ВЛАЖНЫХ ПЛЕНКАХ 
МЕТОДОМ ИНФРАКРАСНОЙ СПЕКТРОСКОПИИ * 

М. А. Семенов, Т. В. Больбух 

Введение. Изучение методом инфракрасной (ИК) спектроскопии влаж-
ных пленок полинуклеотидов и Д Н К позволило получить сведения об 
их конформационном состоянии, о местах связывания молекул воды 
и влиянии гидратации на устойчивость спиральных структур [1—4]. 
Спектральные параметры ИК-полос поглощения (частоты, интенсив-
ности, полуширины) нуклеиновых кислот и воды весьма чувствительны 
к внутри- и межмолекулярным взаимодействиям. Это обстоятельство 
позволило использовать метод ИК-спектроскопии для изучения кон-
формации и структуры гидратной оболочки нуклеиновой кислоты в 
комплексе биомолекула — краситель, что необходимо для понимания 
механизмов взаимодействия и функционирования гидратной воды нук-
леиновых кислот с биологически активными веществами. 

В данной работе было проведено исследование комплексообразо-
вания бромистого этидия с Д Н К в пленках при различных относитель-
ных влажностях (ОВ) методом ИК-спектроскопии. 

Известно, что бромистый этидий образует с Д Н К довольно устой-
чивый комплекс [5—8]. В настоящее время особенно после рентгено-
структурного изучения с атомным разрешением кристаллов комплексов 
динуклеозидфосфатов А — У и Г — Ц с бромистым этидием [9, 10] 
считается, что фенантридиновое кольцо бромистого этидия интеркали-
рует между плоскостями оснований, изменяя при этом гликозидные 
углы, конформацию дезоксирибозы, межплоскостные расстояния и дру-
гие структурные параметры Д Н К [5, 11]. При этом, по-видимому, 
должно претерпеть изменение водно-ионное окружение, особенно в 
местах интеркалирования фенантридинового кольца. Иначе говоря, 
свойства гидратно активных групп азотистых оснований должны 
существенно измениться. Однако такие сведения почти отсутствуют, 
что затрудняет построение достаточно реальных моделей гидратного 
комплекса бромистый этидий — Д Н К . Кроме того, до сих пор не вы-
яснен вопрос о существовании в данном комплексе внекольцевых взаи-
модействий колебательных моментов перехода, которые были обнару-
жены в спиральных полинуклеотидах [12] и нативной Д Н К (нДНК) 
[13]. По-видимому, эти взаимодействия в местах интеркалирования 
бромистого этидия должны существенно измениться. 

* П р е д с т а в л е н а членом редколлегии В. И . Д а н и л о в ы м 
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