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Рис. 1. Зависимость растворимо­
сти ЦТА-ДНК от концентрации 
NaCl в кристаллизационном рас­
творе. Молярное отношение 
ЦТА-Вг к фосфатным остаткам, 
ДНК составляет: 7-1/4: 2 — 1/2;

3-1

Как известно (*), молекулы ДНК в фагах и в хромосомах имеют 
форму более компактную, чем молекулы ДНК, находящиеся в растворе. 
Однако, фаги и хромосомы представляют собой сравнительно сложные 
объекты и их исследование связано со значительными трудностями. Имен­
но этим объясняется тот факт, что имеющиеся в настоящее время данные 
о вторичной и третичной структуре ДНК in vivo во многом противоречивы. 
Один из подходов к решепию этой пробле­
мы состоит в изучении модельных систем 
(2~4), в которых ДНК имеет различную 
пространственную структуру, поскольку 
изучение вторичной и третичной структу­
ры ДНК в таких системах может дать ин­
формацию о копформационпых возможно­
стях двойной спирали in vivo. Наиболее 
прямым и надежным методом исследова­
ния структуры является, как известно, 
метод реитгепоструктурного анализа моно­
кристаллов. Однако в настоящее время но 
существует способа получения стабильных, 
хорошо упорядоченных монокристаллов 
ДНК, имеющих размеры достаточно боль­
шие для проведения рентгеноструктурных 
исследований. В работе (5) описано полу­
чение кристаллов ДНК с молекулярным 
весом 250 000—500 000, путем осаждения 
ее из разбавленных растворов этанолом. 
Однако размер полученных таким методом 
кристаллов не превышал 40 мкм (6). Кроме того, как показывает опыт (7), 
использование летучих осаждающих агентов не обеспечивает возможно­
сти получения достаточно устойчивых кристаллов.

В данной работе для кристаллизации ДНК мы использовали цетавлон — 
цетилтриметиламмоний-бромид (ЦТА-Вг), поскольку известпо, что раство­
римость цетавлоновых солей полиапионов (и, в частности, цетавлоновой 
соли ДНК — ДТА-ДНК) можно значительно понизить, уменьшая концен­
трацию одновалентных катионов в растворе. Ранее использование цетав­
лона позволило получить кристаллы ряда индивидуальных тРНК (“).

Для кристаллизации использовали ДНК тимуса телепка, выделенную 
по модифицированному методу (9) и фрагментированную до молекуляр­
ного веса 300 000—500 000. Кристаллы выращивали в пробирках или в кап­
лях на силиконизированных предметных стеклах, помещенных в гермети­
чески закрывающиеся прозрачные камеры при температуре 23—27°. Кри­
сталлизационный раствор содержал следующие компоненты: 
ДНК (100 о.е./мл); 0,01 М MgCl2; 0,001 М СоС12; 0,01 М трис-НС1-буфер, 
pH 7—7,5; ЦТА-Вг и NaCl в концентрации, достаточной для растворения
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Рис. 4. Кривая малоуглового рассея­
ния поликристаллического образца 
ЦТА-ДНК. позучепная после введения 

псславк:: н?. селевую коллимацию

ЦТА-ДНК (см. ниже). На дно камер наливали раствор NaGl, концентра­
цию которого выбирали, исходя из кривых растворимости соли ЦТА-ДНК 
в кристаллизационном растворе. Кривые растворимости (рис. 1) были по­
лучены при различном молярном соотношении между ЦТА-Вг и фосфат­
ными остатками ДНК (1 : 4, 1 : 2, 1 : 1). Вследствие диффузии паров воды 
концентрация NaCl в каплях (пробирках) постепенно понижалась, в ре­
зультате чего начиналась кристаллизация ЦТА-ДНК. Максимальный раз­

мер кристаллов ДНК, которые нам 
удалось получить при помощи этого 
метода, достигал 1 мм. Кристаллы 
были достаточно стабильны и не раз­
рушались как в процессе приготов­
ления образцов для рентгеновских 
исследований, так и под действием 
рентгеновского излучения в течение 
нескольких суток. В зависимости от 
состава кристаллизационного раство­
ра и режима осаждения могут быть 
получены кристаллы ДНК различно­
го типа (сферолиты, дендриты и дру­
гие формы вплоть до ограненных кри­
сталлов). На рис. 2, в качестве при­
мера, приведена фотография кристал­
лов ДНК, выращенных в течение 
1 мес. в режиме медленного осажде­
ния. Следует отметить, что денатури­
рованные теплом молекулы ДНК в 
аналогичных условиях осаждались в 
виде аморфного осадка, не образуя 
кристаллов (рис. 2 и 3 см. вкл. к

ылс проведено сравнение свойств исходного препарата ДНК и препа­
рата ДНК. полученного из кристаллов путем их отделения от маточного 
рглтьсра. тастворения и отмывки ДНК от цетавлона. Электронно-микро- 
скоппче::-;д-: фотографии этих двух препаратов оказались идентичными. 
Онп плавились практически при одинаковой температуре, причем для пре­
парата ДНК, полученного пз кристаллов, величина гиперхромного эффекта 
была обычно несколько большей, чем для исходного препарата, а интервал 
плавления несколько уже. Не исключено, что наблюдаемые различия обус­
ловлены тем, что в процесс кристаллизации вовлекаются преимущественно 
молекулы близкого молекулярного веса, а резко отличающиеся по молеку­
лярному весу и частично денатурированные молекулы ДНК остаются в 
растворе.

Рентгеноструктурный анализ кристаллов ДНК проводили при помощи 
специальной рентгеновской камеры, позволяющей получать рентгенограм­
мы одновременно в больших и малых углах (!0). а также малоугловой ус­
тановки типа «Амур» со щелевой коллимацией. Поликристаллические об­
разцы представляли собой плотные осадки кристаллов ДНК, выделенные 
в результате центрифугирования их концентрированной взвеси непосред­
ственно в капиллярах. Использовали рентгеновские кварцевые капилляры 
с диаметром 0,3—1 мм.

На рис. 3 в качестве примера приведена рентгенограмма, полученная 
от кристаллов, показанных на рис. 2, при съемке под малыми углами. 
Видны два наиболее отчетливых рефлекса с периодами d,=45 А и Д>=26 А, 
два слабых кольца с периодами cZ3=54 А и d4=30 А, а также размытая 
полоса, границы которой соответствуют периодам 150 А и 80 А. Поскольку 
отношение df/d2=V3, можно предположить, что эти два рефлекса характе­
ризуют плоскую гексагональную решетку с параметром n=2d2=52 А. Воз-
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можно, что молекулы (или группы молекул) ДНК расположены парал­
лельно друг другу в узлах такой решетки. На рентгенограмме, снятой при 
больших углах, видны размытые кольца, соответствующие периодам 3,3 А. 
4.1 А и 7,5 А. Кривая малоуглового рассеяния, полученная на том же об­
разце, приведена на рис. 4. Наблюдаемые максимумы с периодами dj= 
=47,6 А, d2,=27,2 A, tZ3z=53,4 А и d/=30,8 А аналогичны соответствую­
щим рефлексам на малоугловой рентгенограмме (рис. 3). Интерпретация 
всех остальных максимумов в настоящее время не является однозначной.

Для сравнения с рентгенограммой от кристаллов ДНК была получена 
также рентгенограмма ориентированного волокна соли ЦТА-ДНК при от­
носительной влажности 95—98%. Для комплекса ЦТА-ДНК в области ма­
лых углов характерен лишь рефлекс с периодом 5'1 А. Небольшая эквато­
риальная ориентация этого рефлекса позволяет предположить, что он яв­
ляется упаковочным и характеризует расстояние между молекулами комп­
лекса ЦТА-ДНК в экваториальной плоскости.

Приведенные в настоящей работе результаты свидетельствуют о том, 
что в полученных нами кристаллах ДНК имеется хорошая упорядочен­
ность в расположении молекул (более высокая, чем в ориентированном 
волокне), что открывает возможность рентгеноструктурного дсс.делованпя 
отдельных монокристаллов и определения способа упаковкп молекул ДНК 
в кристалле.
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