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Работа посвящена исследованию механизмов взаимодействия с ДНК негистонового белка HMGB1 и линкер	
ного гистона Н1 – белков хроматина, расположенных в его межнуклеосомных участках. Методами кругового
дихроизма и абсорбционной спектроскопии в УФ	области спектра показано, что свойства образующихся
ДНК	белковых комплексов зависят от содержания в них белкового компонента и не являются результатом
простого суммирования эффектов, возникающих при взаимодействии с ДНК каждого из этих белков в от	
дельности. Связывание белка HMGB1 и гистона Н1 с ДНК не носит конкурентный характер, а напротив, об	
ладает признаками кооперативного взаимодействия. Богатый лизином гистон Н1 облегчает связывание
HMGB1 с ДНК, предположительно путем экранирования отрицательно заряженных групп сахаро	фосфат	
ного остова ДНК и остатков дикарбоновых аминокислот в С	концевом домене белка HMGB1. Совместное
действие белков HMGB1 и Н1 стимулирует конденсацию ДНК с образованием анизотропных ДНК	белко	
вых комплексов, характеризующихся ψ	типом спектра КД ДНК. Структурная организация этих комплексов
зависит не только от характера ДНК	белковых взаимодействий, но в значительной степени также и от взаи	
модействия связанных с ДНК молекул белка HMGB1 и Н1 между собой. Ионы марганца существенно моди	
фицируют характер взаимодействия компонентов в сложном тройном комплексе ДНК	HMGB1	Н1. Связы	
вание ионов Mn2+ приводит к ослаблению ДНК	белковых взаимодействий, но сопровождается усилением бе	
лок	белковых взаимодействий, способствующих конденсации ДНК и образованию ассоциатов.

Ключевые слова: ДНК, ДНК	белковые взаимодействия, ионы марганца, круговой дихроизм, линкер	
ный гистон Н1, негистоновый белок HMGB1.
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boxylic amino	acid residues in the C	terminal domain of the HMGB1 protein. The observed joint action of the HMGB1
and Н1 proteins stimulates DNA condensation with formation of the anisotropic DNA	protein complexes with typical
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ВВЕДЕНИЕ

Работа посвящена изучению механизмов взаи>
модействия ДНК с такими ключевыми белками хро>
матина как линкерный гистон Н1 и негистоновый
хромосомный белок HMGB1. Эти белки располо>
жены в межнуклеосомных участках хроматина. Од>
нако структурные и функциональные отношения
между ними до сих пор неизвестны.

Белок HMGB1, принадлежащий к негистоно>
вым белкам хроматина с высокой электрофоретиче>
ской подвижностью (High Mobility Group protein
B1), присутствует в ядрах клеток высших эукариот в
значительных количествах (1 молекула на каждые
8–10 нуклеосом). Он имеет молекулярную массу
26.5 кДа и обладает четко выраженной доменной ор>
ганизацией. Белок HMGB1 состоит из трех главных
элементов: двух гомологичных ДНК>связывающих
участков (HMGB>доменов) и С>концевого отрица>
тельно заряженного участка, который несет непре>
рывную последовательность из 30 остатков аспара>
гиновой и глютаминовой кислот [1]. Отличительная
особенность HMGB1 – присутствие в его составе
характерного структурного мотива – ДНК>связыва>
ющего HMGB>домена. Этот структурный элемент,
дважды повторяющийся в белке HMGB1, также об>
наружен во многих важных регуляторных белках [2].
Белок HMGB1, связываясь с нативной ДНК по ее
узкой бороздке, может индуцировать в ней значи>
тельные изгибы [3–5]. Детали этого взаимодействия
и его специфичность до сих пор до конца не изуче>
ны. Хотя биологическая роль белка HMGB1 в хро>
матине пока неизвестна, предполагают, что он мо>
жет играть роль “архитектурного” фактора тран>
скрипции, осуществляющего свои функции путем
сборки на ДНК транскрипционно>активного мно>
гокомпонентного ДНК>белкового комплекса [4].
Присутствие гистона Н1 может препятствовать об>
разованию такого комплекса. 

Богатый лизином гистон Н1 имеет молекуляр>
ную массу около 21 кДа. Его центральный глобуляр>
ный домен фланкирован коротким N>концевым и
длинным С>концевым доменами. В среднем одна
молекула гистона Н1 приходится на одну нуклеосо>
му в хроматине. Связываясь своим глобулярным до>
меном с линкерной ДНК на входе/выходе из нукле>
осомной частицы, гистон Н1 стабилизирует нукле>
осому и определяет характер конденсации хроматина
в клеточном ядре [5, 6]. 

Гистон Н1 и белок HMGB1 расположены на про>
тивоположных концах нуклеосомы [7]. Тем не ме>
нее, возможно частичное перекрывание сайтов вза>
имодействия этих белков в межнуклеосомных
участках хроматина, что может найти отражение в
конкурентном характере взаимодействия этих бел>
ков с ДНК. Результаты настоящей работы, однако,
показывают, что связывание с ДНК белков HMGB1
и Н1 не носит конкурентный характер, а скорее про>
являет черты кооперативного взаимодействия. 

Известно, что многие процессы в клетке прохо>
дят при непосредственном участии двухвалентных
катионов, в том числе и ионов марганца. Присут>
ствие ионов марганца необходимо для функциони>
рования многих ферментных систем [8–13] и реали>
зации сложных ДНК>белковых взаимодействий [11,
12], проходящих и при участии HMGB>доменных
белков. К ним относят, например, некоторые про>
цессы рекомбинации в клетках иммунной системы
[14–16]. 

Ранее нами показано, что ионы двухвалентных
металлов Ca2+ и Mn2+ оказывают существенное вли>
яние на ход взаимодействия белка HMGB1 с ДНК
[17, 18]. Несмотря на различный характер взаимо>
действия этих ионов с компонентами комплекса, их
действие в целом вызывает локальные изменения
структуры ДНК>белковых комплексов и приводит к
изменению характера кооперативных взаимодей>
ствий между молекулами HMGB1. При взаимодей>
ствии с ДНК ионы марганца оказывают заметное
влияние на ее структуру, изменяя свойства участков
связывания с белком HMGB1. Присутствие ионов
Mn2+ препятствует сборке конденсированных струк>
тур в комплексе ДНК с HMGB1. Полученные в на>
стоящей работе результаты показывают, что ионы
марганца существенно модифицируют характер вза>
имодействия компонентов также и в сложном трой>
ном комплексе ДНК–HMGB1–Н1. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Линкерный гистон Н1 (Мr = 21 кДа) и негистоно>
вый хромосомный белок HMGB1 (Мr = 26.5 кДа)
получены ранее описанными методами [19, 20].
Чтобы получить ДНК>белковые комплексы, приго>
товлен препарат, состоящий из смеси гистона H1 и
негистонового белка HMGB1 тимуса теленка в весо>
вом соотношении 3 : 1. Концентрация белков рассчи>
тана по коэффициентам экстинкции: для Н1 ε230 =
= 41000 М–1 см–1 и для HMGB1 ε280 = 33000 М–1 см–1

[21].

ДНК	белковые комплексы. Использована высо>
комолекулярная ДНК тимуса теленка (“Sigma”).
Искусственные комплексы готовили методом мед>
ленного прямого смешивания равных объемов рас>
творов ДНК и смеси белков Н1 и HMGB1 в растворе
15 мМ NaCl. Концентрация ДНК в растворе ком>
плекса составляла 300 мкг/мл. ДНК>белковые ком>
плексы получали, исходя из весового соотношения
белок/ДНК (r) в растворе 0–2.0. После образования
комплекса в систему добавляли раствор хлорида
марганца в необходимой концентрации. Поведение
комплексов ДНК–HMGB1–H1 в присутствии
ионов марганца изучали в диапазоне концентраций
MnCl2 от 0.1–10 мМ, что соответствует изменению
молярного соотношения ионов Mn2+ к фосфатам
ДНК [Mn]/[P] в интервале 0.1–11. 
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ЧИХИРЖИНА и др.

Спектры кругового дихроизма (КД) представлены
в виде эллиптичности θ [мград]. Измерения прово>
дили в круглых кварцевых кюветах с длиной оптиче>
ского пути 1 мм на спектрополяриметре “Jasco J>715”
(Япония) в интервале 190–320 нм. При обработке
спектров использовали стандартное программное
обеспечение, поставляемое с прибором.

Применяли спектрально чистые препараты не>
органических солей. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При исследовании взаимодействия ДНК с лин>
керным гистоном Н1 и негистоновым хромосом>
ным белком HMGB1 мы использовали метод круго>
вого дихроизма в УФ>области спектра, который чув>
ствителен к конформации макромолекул и дает
возможность фиксировать структурные изменения
белков и ДНК при их взаимодействии. Этот метод
особенно удобен для изучения белково>нуклеино>
вых комплексов, поскольку характерные спектры
оптической активности белков и нуклеиновых кис>
лот имеют различный вид и практически не пере>
крываются, что позволяет одновременно судить о
структурных изменениях каждого компонента в от>
дельности. 

Структурные изменения в полученных нами
комплексах с белками HMGB1 и Н1 изучали в
15 мМ растворе NaCl в зависимости от весового со>
отношения белок/ДНК r, одновременно регистри>
руя круговой дихроизм и УФ>поглощение в интер>
вале 190–320 нм. Концентрацию ионов марганца
изменяли в диапазоне 0.1–10 мМ.

Ионы марганца не вызывают заметных измене>
ний спектров кругового дихроизма в растворах ис>
следованных белков. Согласно полученным нами
данным оптическая активность белка HMGB1 [17] и
гистона Н1 (данные не представлены) постоянна во
всем исследованном диапазоне концентраций
ионов Mn2+. Это означает, что взаимодействие
ионов марганца с белками HMGB1 и Н1 не приво>
дит к заметному изменению структуры этих белков. 

Взаимодействие ионов марганца с ДНК, напро>
тив, вызывает существенные изменения ее оптиче>
ской активности в области 260–290 нм, что было по>
дробно исследовано нами ранее [22, 23]. Интенсив>
ность положительной полосы КД ДНК с максимумом
около 275 нм постепенно падает с ростом концентра>
ции ионов Mn2+, что сопровождается небольшим
сдвигом максимума до 283 нм. Отрицательная поло>
са спектра КД ДНК с минимумом при 245 нм не
проявляет заметных спектральных изменений. Не
обнаружены также изменения в коротковолновой
области спектра при 205–230 нм.

Характерные спектры КД и спектры УФ>погло>
щения растворов комплексов ДНК с белками
HMGB1 и Н1 в присутствии 0.1 мМ MnCl2 представ>
лены на рис. 1. Более низкие концентрации ионов
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Рис. 1. Спектры КД (а, б) и спектры поглощения (врезка
на а) комплексов ДНК с белками Н1 и HMGB1 в рас>
творе 15 мМ NaCl в присутствии 0.1 мМ MnCl2 в
зависимости от весового соотношения r белок/ДНК
(указано на рисунке). а – 0.008 ≤ r ≤ 0.08, б – 0.08 ≤ r ≤ 1.0.
Значения поглощения указаны в условных единицах.
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Mn2+ не оказывают влияния на спектры КД ДНК>
белковых комплексов. В зависимости от весового
соотношения между белками и ДНК в комплексах
(рис. 1) спектры КД и спектры УФ>поглощения мож>
но разделить на две группы. Первая группа (рис. 1а)
включает спектры комплексов с низким содержани>
ем белка (0.008 ≤ r ≤ 0.08), вторая группа (рис. 1б) – с
более высоким (0.08 ≤ r ≤ 1.0). 

С ростом содержания белка в ДНК>белковых
комплексах до r = 0.08 в присутствии 0.1 мМ MnCl2
происходит лишь незначительное уменьшение ин>
тенсивности положительной полосы КД ДНК с
максимумом при 275 нм (рис. 1а). При этом практи>
чески не изменяются и спектры УФ>поглощения
ДНК в комплексах с белками (рис. 1а, врезка). В то
же время, в области длин волн меньше 225 нм с уве>
личением количества белка в ДНК>белковых ком>
плексах монотонно возрастает интенсивность отри>
цательной полосы КД, отражающей конформаци>
онное состояние присутствующих в комплексе
белков HMGB1 и Н1, связанное в определенной ме>
ре с увеличением их α>спиральности при взаимо>
действии с ДНК (рис. 1а). По мере дальнейшего воз>
растания содержания белка в комплексах до r = 0.15
(рис. 1б) обнаружены существенные структурные
изменения ДНК, проявляющиеся в постепенном
снижении интенсивности положительной полосы
КД ДНК при 275 нм и смещении ее максимума в
длинноволновую сторону до 285 нм. Уменьшается
также интенсивность отрицательной полосы КД
ДНК в области 240–245 нм и происходит ее расши>
рение в коротковолновую сторону. При этом длин>
новолновая часть этой полосы продолжает соответ>
ствовать оптической активности ДНК, в то время
как ее коротковолновая часть в интервале 215–
235 нм представляет собой комбинацию КД ДНК и
белков HMGB1 и Н1 и отражает их взаимодействие
между собой и с ДНК в комплексе.

Можно отметить, что принципиально подобные
спектральные изменения с ростом содержания бел>
кового компонента в ДНК>белковых комплексах
наблюдаются в растворах с более высокой концен>
трацией ионов марганца: в 0.8 мМ Mn2+ (рис. 2а) и
даже в 10 мМ Mn2+ (рис. 3), но, однако, при значи>
тельно меньших значениях r.

Изменения спектра КД ДНК в области положи>
тельной полосы около 275–280 нм обычно связыва>
ют с изменением распределения электронной плот>
ности в азотистых основаниях ДНК. Эти изменения
подобны затрагивающим N7 гуанина при его взаи>
модействии с различными лигандами [22, 23]. По>
скольку N7 гуанина, как известно, экспонирован в
большую бороздку двойной спирали ДНК, получен>
ные нами данные позволяют сделать вывод о суще>
ственных структурных преобразованиях со стороны
большой бороздки, которые претерпевает двойная
спираль ДНК при образовании комплексов с белка>
ми HMGB1 и Н1 (при r ≥ 0.08). Известно, что гистон

Н1, как показано ранее, взаимодействует с ДНК
своим глобулярным доменом именно по большой
бороздке [24]. Это означает, что гистон Н1 в наших
комплексах при небольших значениях r способен
взаимодействовать не только с сахаро>фосфатным
остовом, но и с азотистыми основаниями ДНК, ока>
зывая влияние на распределение электронной плот>
ности в азотистых основаниях двойной спирали
ДНК даже в присутствии белка HMGB1. Следова>
тельно, гистон Н1 не входит в конкурентные отно>
шения с белком HMGB1. Более того, белок
HMGB1, связываясь с ДНК по узкой бороздке [25],
изгибает двойную спираль ДНК, изменяя геомет>
рию большой бороздки, и тем самым может способ>
ствовать взаимодействию Н1 с ДНК. Действитель>
но, указанные выше изменения положительной по>
лосы КД ДНК в нашем случае вызваны увеличением
содержания белка в исследуемом нами тройном
комплексе в интервале r 0.08–0.15 (рис. 1б), в то вре>
мя как подобные же изменения в комплексах ДНК–
Н1 возникают только при значительно большем со>
держании белка (при отношении Н1/ДНК = 0.5)
[19].

Существенные изменения спектральных свойств
ДНК>белковых комплексов происходят при даль>
нейшем увеличении в них содержания белка (рис. 1б),
когда система приближается к критическому состо>
янию (r > 0.15), проявляющемуся в переходе к спек>
тру КД ДНК ψ>типа (от англ. PSI – Polymer and Salt
Induced). Такой спектр КД, характеризующийся на>
личием глубокой отрицательной полосы в области
260–300 нм, впервые получен при исследовании
ДНК в растворах нейтрального полимера полиэти>
леноксида в присутствии соли [26, 27]. Позднее по>
казано, что спектр КД ψ>типа, обусловленный спе>
цифическим эффектом рассеяния, возникающим в
полосе поглощения ДНК в результате формирова>
ния конденсированных анизотропных структур,
возникает также при взаимодействии ДНК с кати>
онными полипептидами и линкерными гистонами
[19, 28–30]. В то же время вторичная структура ДНК
в целом при таких преобразованиях остается неиз>
менной – ДНК продолжает находиться в В>форме,
как это следует из данных по рентгеновскому рассе>
янию [31].

Сравнительно небольшое увеличение содержа>
ния белков HMGB1 и Н1 от r = 0.15 до r = 0.19 ведет
к резкому переходу их комплексов с ДНК в состоя>
ние, характеризующееся ψ>типом спектра КД
(рис. 1б) с глубокой отрицательной полосой в обла>
сти 250–300 нм, смещающейся в длинноволновую
сторону с увеличением количества белка в комплек>
се. При этом происходит инверсия отрицательной
полосы КД ДНК с минимумом при 240–245 нм: она
преобразуется в полосу, продолжающую лежать в
области отрицательных значений эллиптичности,
но с максимумом при 235–245 нм (рис. 1б). Умень>
шается также отрицательный круговой дихроизм в
коротковолновой белковой полосе при 200–215 нм в
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комплексах с r > 0.19, что указывает на изменение ха>
рактера ДНК>белковых и особенно белок>белковых
взаимодействий при образовании конденсирован>
ных анизотропных ДНК>белковых структур ψ>типа.

Мы предполагаем, что при низких соотношениях
белок/ДНК молекулы белка HMGB1 и гистона Н1
связаны с ДНК относительно независимо по малой
и большой бороздке ДНК соответственно, вызывая
характерные для каждого из этих белков локальные
нарушения структуры ДНК [25, 32]. По мере увели>
чения содержания белка в комплексе происходит
накопление точечных деформаций двойной спира>
ли ДНК, увеличивающих ее гибкость, и усиливают>
ся кооперативные белок>белковые взаимодействия
между фиксированными на ДНК белковыми моле>
кулами, что способствует конденсации ДНК с обра>
зованием склонных к агрегации анизотропных
ДНК>белковых структур, которые проявляются при
исследовании КД в виде ψ>формы ДНК.

Следует отметить, что в этом отношении иссле>
дуемые нами комплексы ДНК с белками HMGB1 и
Н1 существенно отличны от комплексов ДНК, по>
лученных с каждым из этих белков в отдельности.

Спектры ψ>типа в комплексах ДНК с гистоном Н1
можно получить только в присутствии физиологи>
ческой концентрации соли (150 мМ NaCl) и при бо>
лее высоком содержании белка. В наших условиях,
т. е. при низкой концентрации соли (15 мМ NaCl),
как показано нами ранее [29], комплексы ДНК с ги>
стоном Н1 не переходят в ψ>форму даже при высо>
ком содержании белка. Следовательно, присутствие
белка HMGB1 в исследуемых нами тройных ком>
плексах ДНК с гистоном Н1 и белком HMGB1 сти>
мулирует образование анизотропных конденсиро>
ванных ДНК>белковых структур, характеризую>
щихся ψ>типом спектра КД. В то же время сам белок
HMGB1 при взаимодействии с ДНК образует ком>
плексы, которые с повышением содержания белка
не переходят в ψ>форму ни при каких исследован>
ных нами условиях. Однако они при этом образуют
упорядоченные надмолекулярные комплексы дру>
гого типа, для которых характерно аномальное пове>
дение оптической активности, проявляющееся в
резком увеличении интенсивности положительной
полосы КД ДНК в интервале 260–300 нм со сдвигом
максимума этой широкой полосы в коротковолно>
вую сторону до 273 нм [19, 33].
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Гистон H1 в исследованных нами тройных ком>
плексах подавляет сборку таких надмолекулярных
ДНК>белковых структур, характерных для комплек>
сов ДНК с белком HMGB1, облегчая связывание
HMGB1 с ДНК предположительно путем экраниро>
вания своими лизиновыми остатками отрицательно
заряженных остатков дикарбоновых аминокислот в
С>концевом домене белка HMGB1.

Таким образом, совместное влияние белка
HMGB1 и гистона Н1 на структуру образующихся
комплексов с ДНК не ограничено простым сумми>
рованием эффектов, возникающих от присутствия в
комплексе каждого из этих белков в отдельности, и
не является следствием конкурентных отношений
между этими белками, а вызвано их взаимно обу>
словленными кооперативными взаимодействиями с
ДНК и между собой, облегчающими связывание
каждого их этих белков с ДНК. 

Ионы марганца существенно модифицируют ха>
рактер взаимодействия компонентов в этом слож>
ном тройном комплексе ДНК с белками HMGB1 и
Н1, хотя основные тенденции, определяющие осо>
бенности взаимодействия этих белков с ДНК, со>
храняются. Повышение концентрации ионов Mn2+

оказывает заметное влияние на структуру образую>
щихся комплексов, что находит отражение в изме>
нении их оптических свойств – спектров КД и УФ>
поглощения (рис. 2 и 3). 

В присутствии 0.8 мМ MnCl2 (рис. 2а и б) в корот>
коволновой области спектра ДНК>белковых ком>
плексов с увеличением содержания белка интенсив>
ность отрицательной (белковой) полосы КД при
205–215 нм сначала возрастает, а затем при r > 0.19
(рис. 2б) начинает падать при переходе к ψ>типу
спектра КД, как это наблюдали также в растворах
0.1 мМ MnCl2 (рис. 1б). Этот результат означает, что
взаимодействие с ионами марганца не оказывает за>
метного влияния на конформационное состояние
не только свободных [17], но и связанных с ДНК
белков HMGB1 и Н1. 

Однако ионы Mn2+ оказывают сильное влияние
на структуру ДНК в комплексах с белками HMGB1
и Н1. Это влияние ощутимо уже в коротковолновой
части спектра КД комплексов при 215–230 нм, где
имеет место суперпозиция КД ДНК и белков. В при>
сутствии 0.1 мМ MnCl2 с увеличением количества
белка r в комплексах постепенно уменьшается вы>
сота коротковолновой полосы КД ДНК при 220–
230 нм от 0.008 до 0.08 (рис. 1а). В растворах 0.8 мМ
MnCl2 увеличение содержания белка r от 0.024 до
0.07 не вызывает соответствующие изменения КД:
высота коротковолновой полосы c максимумом при
223 нм остается неизменной (рис. 2а), что можно
объяснить компенсацией отрицательного КД белков
повышающимся положительным КД ДНК в этой
части спектра. 

В присутствии 0.8 мМ MnCl2 (рис. 2а) интенсив>
ность положительной полосы КД ДНК с максиму>
мом на 275 нм в комплексах с очень низким содер>
жанием белка (r = 0.0018) меньше на одну треть и ее
максимум смещен в длинноволновую сторону до
285 нм. Подобные изменения происходят также в
ДНК>белковых комплексах в присутствии 0.1 мМ
MnCl2, как при низком (рис. 1а), так и при более вы>
соком содержании белка в интервале 0.08 ≤ r ≤ 0.15
(рис. 1б). Это обстоятельство свидетельствует, как
указано выше, о существенном вкладе связывающе>
гося по большой бороздке ДНК гистона Н1 в изме>
нение конформации ДНК при образовании ДНК>
белковых комплексов. Дальнейшее увеличение
содержания белка r в комплексах от 0.024 до 0.07
(рис. 2а) в присутствии 0.8 мМ MnCl2 приводит к
структурным изменениям ДНК иного типа (увели>
чение интенсивности отрицательной полосы КД
ДНК в области 240–250 нм и рост оптической ак>
тивности положительной полосы КД ДНК со сме>
щением ее максимума в длинноволновую сторону).
Эти спектральные изменения в значительной степе>
ни определены ассоциацией образующихся ком>
плексов: в положительной области спектра КД ДНК
при 300–320 нм. При этом формируется длинновол>
новый “хвост”, соответствующий появлению диф>
ференциальной круговой экстинкции за пределами
полосы поглощения ДНК, что свидетельствует об
образовании в этих условиях рассеивающих частиц
(рис. 2а). Параллельно несколько возрастает УФ>
поглощение соответствующих ДНК>белковых ком>
плексов, что также указывает на тенденцию к увели>
чению агрегации комплексов с ростом в них содер>
жания белка в присутствии 0.8 мМ MnCl2 (рис. 2а,
врезка).

При дальнейшем увеличении содержания белка в
комплексах в присутствии 0.8 мМ MnCl2 спектр КД
ДНК искажается – происходит сдвиг всей полосы
КД в длинноволновую сторону с уменьшением по>
ложительной составляющей в спектре КД ДНК в
области 275–300 нм, которая полностью исчезает
при r = 0.19 (рис. 2б). Растет также интенсивность
КД в интервале 300–320 нм, связанная с ростом све>
торассеяния и агрегацией при переходе из этого
промежуточного состояния к образованию анизо>
тропных конденсированных ДНК>белковых струк>
тур со спектром КД ДНК ψ>типа (рис. 2б).

Увеличение концентрации ионов Mn2+ способ>
ствует переходу ДНК>белковых комплексов в кри>
тическое состояние, связанное с образованием та>
ких анизотропных конденсированных ДНК>белко>
вых структур, характеризующихся ψ>типом спектра
КД ДНК. Если в растворах 0.1 мМ MnCl2 комплексы
переходят в ψ>форму, начиная с r = 0.19, то в присут>
ствии 0.8 мМ MnCl2

 переход к ψ>форме происходит
уже для комплекса с r = 0.15 (рис. 2б). 

Описанные выше особенности ψ>типа спектров
КД ДНК для ДНК>белковых комплексов в раство>
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рах 0.1 мМ MnCl2 видны в полной мере при увеличе>
нии концентрации ионов марганца. В присутствии
0.8 мМ MnCl2 увеличение содержания белка в ком>
плексах выше r = 0.08 ведет к значительному возрас>
танию интенсивности отрицательных полос КД, ха>
рактерных для ψ>формы ДНК (рис. 2б). В то же вре>
мя многократно возрастает интенсивность
отрицательной белковой полосы в коротковолновой
части спектра при 200–215 нм, что является важным
свидетельством, указывающим на участие связан>
ных с ДНК белков, гистона Н1 и белка HMGB1, в
образовании конденсированных анизотропных
структур, определяющих спектр КД ДНК ψ>типа. 

Эти характерные спектральные черты ψ>формы
ДНК особенно ярко выражены в комплексах, обра>
зующихся при еще более высокой концентрации
MnCl2 (до 10 мМ). При этом в состояние, характери>
зующееся сильным светорассеянием и ψ>типом
спектра КД ДНК, переходят комплексы даже с
очень низким содержанием белка (r = 0.01) (рис. 3).

В этих условиях с увеличением содержания белка
существенно возрастает УФ>поглощение образую>
щихся комплексов как в полосе поглощения ДНК,
так и в длинноволновой области при 290–300 нм,
что свидетельствует о формировании сильно рассе>
ивающих частиц (рис. 3, врезка). Увеличение кон>
центрации ионов марганца не только способствует
образованию анизотропных ассоциатов, определя>
ющих возникновение ψ>формы ДНК, но и стиму>
лирует их агрегацию. 

Таким образом, ионы марганца оказывают суще>
ственное влияние на процесс образования комплек>
сов ДНК с белком HMGB1 и гистоном Н1, их струк>
туру и свойства. Как указано выше, присутствие
ионов марганца не вызывает заметных изменений
структуры белка HMGB1 и гистона Н1, поэтому
можно ожидать, что ДНК>связывающие свойства
основных функциональных доменов этих белков в
присутствии ионов Mn2+ не затронуты, и оба белка,
HMGB1 и гистон Н1, по>прежнему способны изме>
нять специфическим для каждого из них образом
структуру двойной спирали ДНК в местах их связы>
вания. Однако присутствие избытка двухвалентных
катионов Mn2+ в растворе неизбежно будет оказы>
вать влияние на состояние С>концевого домена бел>
ка HMGB1, обогащенного дикарбоновыми амино>
кислотами, снижая эффективность суммарного от>
рицательного заряда белка. Возможность такого
рода взаимодействий ионов марганца показана при
исследовании их участия в механизме действия не>
которых ДНК>узнающих белков, в ходе которых об>
наружено, что ионы Mn2+ легко образуют хелатные
связи с остатками аспарагиновой и глютаминовой
кислоты [13, 17, 34]. Поэтому они могут эффективно
взаимодействовать с С>концевым доменом белка
HMGB1, состоящим из непрерывной последова>
тельности аспарагиновой и глютаминовой амино>
кислот, снижая его суммарный отрицательный за>

ряд и тем самым, способствуя взаимодействию бел>
ка HMGB1 с ДНК. 

Проведенное нами ранее исследование взаимо>
действия ионов марганца с ДНК методами абсорб>
ционной спектроскопии и КД в УФ> и ИК>диапазо>
нах показало, что характер взаимодействия суще>
ственно зависит от концентрации ионов марганца
[22, 23]. При сравнительно небольшой концентра>
ции ионы марганца, прежде всего, связываются с
фосфатными группами ДНК, частично экранируя
их отрицательный заряд и тем самым стабилизируя
двуспиральную структуру ДНК. 

С повышением концентрации ионов Mn2+ до
0.5–1 мМ начинает проявляться их взаимодействие
также с азотистыми основаниями ДНК. При этом
возможна координация иона марганца одновремен>
но к атому кислорода фосфатной группы и к сосед>
нему по цепи основанию ДНК. Ионы Mn2+ преиму>
щественно связаны с N7 гуанина, который обладает
высоким сродством к ионам металла и легко досту>
пен в большой бороздке двойной спирали ДНК.
Возникающие при этом локальные нарушения
структуры двойной спирали ДНК, как показали на>
ши исследования комплексов ДНК с белком
HMGB1 в присутствии ионов марганца [17], спо>
собствуют связыванию белка HMGB1, который
проявляет повышенное сродство к отличающимся
необычной конформацией участкам ДНК. 

Как указано выше, в исследуемых нами комплек>
сах ДНК с белком HMGB1 и гистоном Н1 при низ>
ких значениях r гистон Н1 может взаимодействовать
своим глобулярным доменом с азотистыми основа>
ниями по большой бороздке двойной спирали ДНК.
Однако ионы марганца, проникая в большую бо>
роздку и связываясь с N7 гуанина, могут вступить в
конкурентные отношения с гистоном Н1, вытесняя
его глобулярный домен на периферию двойной спи>
рали ДНК. С увеличением концентрации ионов
Mn2+ эта тенденция усиливается, что может приве>
сти к ослаблению взаимодействий гистона Н1 с
ДНК и, напротив, к усилению белок>белковых кон>
тактов в комплексе, способствующих компактиза>
ции ДНК. Одновременно многократно возрастают
межмолекулярные белок>белковые взаимодей>
ствия, сопровождающиеся ассоциацией комплек>
сов с образованием надмолекулярных анизотроп>
ных ДНК>белковых структур с ψ>типом спектра КД
ДНК и сильной агрегацией образующихся в этих
условиях комплексов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Структурные изменения ДНК, полученные нами
методом КД в УФ>области спектра, при взаимодей>
ствии с негистоновым хромосомным белком
HMGB1 и линкерным гистоном Н1 отличны от вы>
званных каждым из этих белков в отдельности.
Свойства образующихся ДНК>белковых комплек>

11*
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сов в существенной степени зависят от содержания в
них белкового компонента и не являются результа>
том простого суммирования эффектов, возникаю>
щих от присутствия этих белков, или следствием
конкурентных отношений между ними. Напротив,
гистон Н1 способствует связыванию белка HMGB1
с ДНК путем экранирования отрицательно заря>
женных групп сахаро>фосфатного остова ДНК и
остатков дикарбоновых аминокислот в С>концевом
домене белка HMGB1. С другой стороны, белок
HMGB1, взаимодействуя с двойной спиралью ДНК
по ее малой бороздке, изгибает ДНК и несколько
расширяет ее большую бороздку, способствуя связы>
ванию гистона Н1. Совместное действие HMGB1 и
Н1 стимулирует конденсацию ДНК с образованием
анизотропных ДНК>белковых структур, характери>
зующихся ψ>типом спектра КД ДНК. Структурная
организация этих комплексов зависит не только от
характера ДНК>белковых взаимодействий, но и в
значительной степени также от взаимодействий
связанных с ДНК молекул белка HMGB1 и гистона
Н1 между собой. Некоторые авторы считают, что
спектр КД ДНК ψ>типа, возникающий при компак>
тизации ДНК с образованием анизотропных струк>
тур, отвечает конденсированному состоянию ДНК в
хромосоме [26, 27, 31].

Ионы марганца существенно модифицируют ха>
рактер взаимодействия компонентов в сложном
тройном комплексе ДНК–HMGB1–Н1. Повыше>
ние концентрации ионов Mn2+ оказывает заметное
влияние на структуру образующихся комплексов,
способствуя их компактизации и образованию меж>
молекулярных анизотропных конденсированных
ДНК>белковых структур, характеризующихся ψ>ти>
пом спектра КД ДНК. Можно предположить, что
этот эффект в существенной степени зависит от свя>
зывания ионов марганца с N7 гуанина в большой бо>
роздке ДНК с последующим вытеснением оттуда
глобулярного домена гистона Н1. Это может быть
причиной активизации интенсивного образования
межмолекулярных ассоциатов. Возникновение
сильного светорассеяния при образовании тройных
комплексов ДНК с белком HMGB1 и гистоном Н1,
проявляющегося с увеличением содержания белков
в комплексе, и особенно в присутствии ионов мар>
ганца, искажает вид спектров КД в УФ>области и де>
лает их неинформативными и мало пригодными для
структурной интерпретации. Преодолеть это прин>
ципиальное затруднение можно с помощью спек>
троскопии в ИК>области спектра, поскольку рас>
творы, рассеивающие свет в УФ> и видимом спек>
тральном диапазоне, оказываются прозрачными для
длинноволнового излучения в ИК>области. Резуль>
татам исследования комплексов ДНК с белками
HMGB1 и гистоном Н1 в присутствии ионов марган>
ца методами абсорбционной спектроскопии и КД в
ИК>области будет посвящена отдельная статья.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова>
ний (10>04>00092 и 09>08>01119), грантов Прави>
тельства Санкт>Петербурга. Часть работ проводили
в рамках реализации ФЦП “Научные и научно>пе>
дагогические кадры инновационной России” на
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