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В последние годы метод спиновых меток (и зондов) широко исполь­
зуется для изучения конформационных переходов в белках и ферментах 
(1_3). Что касается нуклеиновых кислот, то в литературе имеется пока 
ограниченное число работ (2~'), хотя перспективность использования 
этого метода для анализа структурных переходов в таких сложных макро­
молекулах бесспорна.

В настоящей работе показана возможность использования сппн-мече- 
ного этиленимпна (смЭИ) (4(1в-Л'-этиленпмпно-прош1Онил)-оксп-2.2,6,0,

Рис. 1. Структурная 
формула спип-мече- 
ного этиленимпна и 
его спектры э.п.р. а — 
в ацетатном буфере 
pH 5,5; б — после при­
соединения к ДНК, 
выделенным из тиму­
са теленка и селезен­
ки крыс; в — после 
присоединения к 
ДНК, выделенной из 
опухоли селезенки 
крыс, зараженных 

эритромиелозом

70э

тетраметилпппсридпн-1-оксил) (5) для изучения конформационных пере­
ходов в ДНК, выделенной из различных органов и тканей. Были исполь­
зованы препараты ДНК № 1 (из тимуса теленка), ДНК № 2 (из опухоли 
селезенки крыс, зараженных эритромиелозом); ДНК № 3 (из селезенки 
здоровых крыс). Препараты ДНК выделяли по методу Зьюби и Доти с по­
следующей депротеинизацией по Кою (6). Приводим основные характери­
стики исходных препаратов соответственно для ДНК № 1, № 2, № 3:
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Реакцию присоединения смЭИ к ДНК проводили в 0,1о М ацетатном 
буфере pH 5,6 при 22° в течение 40 час.; остаток непрореагировавшей мет­
ки удаляли истощающим диализом; количество метки, связанной с ДНК, 
определяли сравнением спектров меченой ДНК, выдержанной в 
0,2 N NaOH, с эталонным спектром. Электронномикроскопические фото­
графии, показатель нативности, а также у.-ф. спектры поглощения спин- 
меченой ДНК соответствовали нативной ДНК. На ДНК после диализа 
оставалось 1—2% связанной метки. Спектры всех трех препаратов спин-ме- 
ченой ДНК в ацетатном буфере при 22° представляют собой слегка уши­
ренный триплет со временем корреляции Те

Рис. 2. Зависимость —lg тс от 1 / Т° К для спип-мечс- 
интервале температур 
100°

ной ДНК тимуса теленка в 
от —20 до

Рис. 3. Зависимость — lgtc от 1 / Т° К для спии- 
мечепых ДНК: а — тимуса теленка, б — опухоли 
селезенки крыс, зараженных эритромиелозом, 

в — селезенки крыс

= 4,5 • 10-10 сек. (рис. 1). Обра- 
ботка спектров проводи­
лась согласно (7). Оценка 
расстояния между метка­
ми, сделанная по (8), свиде­
тельствует об отсутствии 
взаимодействия между па­
рамагнитными центрами. 
Для ДНК № 1 была снята 
зависимость времени кор­
реляции метки (тс) от тем­
пературы в интервале тем­
ператур от 20 до 90°. 
Поведение метки при из­
мерении температуры мо­
жет быть описано уравне­
нием Аррениуса тс =
= то ехр (Яофф / RT), где
тс — время корреляции, 
То — предэкспоненциаль- 
ный множитель, ^эфф — 
эффективная энергия ак­
тивации. На рис. 2 приве­
дена зависимость — lg тс от 
1 / Т °К, которая позволяет 
выделить пять линейных 
участков. Энергии актива­
ции, вычисленные по ли­
нейным участкам /, II, III, 
IV, V, приведены в табл. 1; 
этим участкам соответст­
вуют 4 особые точки при 
-14°, -4°, +20°, +66°. 
Ошибка в измерении 
Еафф ± 0,5 ккал/моль-г.

Существенную роль в 
некоторых из этих перехо­
дов может играть вода,
структурно связанная с 

макромолекулой ДНК. В настоящем случае наличие фазовых переходов 
при —14 и —4°, по-видимому, можно связать именно с изменением физи­
ческих свойств воды. В пользу этого свидетельствуют работы Привалова 
(9), в которых эти переходы определены методом колориметрирования. 
Точка —4° приписывается образованию айсбергов раствора, а —14° —плав­
лению структурированной воды в гидрооболочке ДНК. Близкие по значе­
нию точки переходов обнаружены ранее методом спинового зонда в рабо­
тах ('*).

Изменения, наблюдаемые в интервале положительных температур, мо­
гут быть сопоставлены с границей функциональной активности ДНК. Из­



вестно, что с 20° ДНК начинает проявлять свою биологическую активность, 
а при температурах выше 60° начинается процесс «плавления» ДНК, при­
водящий к денатурации всей молекулы.

Было проведено сравнительное изучение структурных изменений мо­
лекулы ДНК различного происхождения в положительном температурном 
интервале от 10—90° (рис. 3). На кривой зависимости —lg тс от 1 / Т °К 
можно выделить три линейных участка с точками переходов, образующих 
низкотемпературную форму (участок III), область «биологически актив­
ной» молекулы (участок II), высокотемпературную форму молекулы ДНК

Таблица 1

ДНК
Вяфф (ккал/моль-г)

I II III IV V

№ 1 11,5 1 ,7 3,7 11,5 3,3
№ 2 19,8 2,1 13,8 —
№ 3 12,6 2,0 4,8 — —

(участок I). Точки пересечения прямых I—II и II—III для ДНК №№ 1 и 3 
равны соответственно 20 и 66°, а для ДНК № 2 26 и 72°.

Следует отметить наличие хорошо воспроизводимого перехода при 20°, 
для которого характерно скачкообразное замедление вращательной под­
вижности спин-метки.

Значение приведенное в табл. 1, показывает, что в области II, на­
званной нами областью «биологически активной» молекулы, реализуется 
минимальная эффективная энергия активации (1—2 ккал/моль), одинако­
вая для всех трех ДНК. Подобные энергии активации свидетельствуют 
о жесткой стабильной структуре, мало меняющей свою конформацию под 
действием температурного скачка. Именно в этом интервале, вероятно, 
могут происходить динамические процессы разрыва и восстановления во­
дородных связей.

Возрастание энергии активации при переходе в более высокую или низ­
кую температурную область свидетельствует о конформационных измене­
ниях в структуре ДНК. Эти переходы, по-видимому, могут быть связаны со 
скачкообразным изменением числа витков спирали, приходящегося на еди­
ницу длины молекулы ДНК; не исключено, что изменение молекулы, про­
исходящее при 20°, приводит к структурному соответствию ДНК и белка, 
необходимому для биологического функционирования нуклеопротеида. Пе­
реход при 66° можно связать с так называемыми предденатурационпыми 
изменениями структуры ДНК, которые отмечались в ряде работ (10, *).

Как видно из рис. 3 и табл. 1, наблюдается существенное отличие пове­
дения ДНК из опухолевой ткани (ДНК № 2) от ДНК из нормальных тка­
ней (ДНК №1, ДНК №3). ДНК № 2 отличается как более высокими зна­
чениями энергий активаций на участках I и III, так и более высокими тем­
пературами фазовых переходов (26 и 72°). Этот факт представляет само­
стоятельный интерес и будет дополнительно изучен и обсужден в даль­
нейшем.

Таким образом, использование метода спиновой метки позволило обна­
ружить 4 точки фазового перехода для ДНК, выделенной из нормальной 
ткани, и выявить некоторые различия в поведении молекул ДНК из нор­
мальных и опухолевой ткани при изменении температуры.

Авторы выражают искреннюю благодарность акад. Н. М. Эмануэлю за 
внимание и интерес к работе.
Институт химической физики Поступило
Академии наук СССР 20IV 1972
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