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* Несмотря на многолетние исследования линкер�
ных гистонов во многих лабораториях мира их био�
логическая роль и многие физико�химические ас�
пекты их взаимодействия с ДНК остаются непонят�
ными. Традиционно гистон H1 и его варианты
рассматривали, главным образом, как агенты, обес�
печивающие плотную упаковку хроматина и свя�
занную с этим регуляцию транскрипции (см. обзоры
[1, 2]). В настоящее время в результате применения
современных подходов выявлен высокодинамичный
характер поведения линкерных гистонов в ядре и их
участие в широком круге процессов, связанных с
функционированием генома (см. обзоры [3, 4]). Это
требует существенной переоценки молекулярных
активностей линкерных гистонов. 

Линкерные гистоны − сильные природные поли�
катионы и, следовательно, ДНК�конденсирующие
агенты. Информация о свойствах конденсирован�
ных форм ДНК необходима для понимания меха�
низмов функционирования генетического аппарата
клетки, так как конденсация ДНК важна, по�види�
мому, не только для упаковки и хранения генетиче�
ской информации, но и способствует действию
многих ферментов, участвующих в метаболизме
ДНК [5−8]. У исследования конденсатов ДНК есть и
прикладной аспект. Так, например, комплексы ДНК
с линкерными гистонами рассматривают как пер�
спективные носители для доставки чужеродной
ДНК в клетку [9, 10]. 

Полагают, что главную роль во взаимодействии
поликатионов с ДНК играют электростатические
силы [11]. При достаточной степени насыщения
связанные катионы компенсируют электростатиче�
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ский заряд ДНК, что способствует ее осаждению.
Однако такое осаждение происходит только в огра�
ниченном диапазоне концентраций поликатиона,
выше которого комплексы снова становятся раство�
римыми. Этот эффект описан в нескольких работах
[12, 13] и может быть объяснен инверсией заряда
комплекса при связывании избытка положительно
заряженного лиганда [12]. Интересно отметить, что
осадки комплексов ДНК с низкомолекулятными
поликатионами − спермидином и спермином − мо�
гут образовывать структурно упорядоченные фазы
[12, 14−16].

Агрегаты комплексов ДНК с линкерными гисто�
нами охарактеризованы менее детально, хотя и для
них имеются указания на существование структурно
упорядоченных форм [17]. Связь этих агрегатов со
структурной функцией линкерных гистонов в хро�
матине остается невыясненной. Их образование мо�
жет отражать структурную роль гистона в хромати�
не, где он связывает две нити двуцепочечной ДНК
на входе и выходе нуклеосомы [18]. По данным
электронной микроскопии комплексы линкерных
гистонов с природными ДНК в зависимости от от�
ношения белок/ДНК образуют ряд характерных аг�
регационных форм, таких как кабель�подобные
структуры, тороиды и т.п. (см. например [9, 18]). В
работе [19], в частности, наблюдали агрегаты с раз�
ными коэффициентами седиментации при весовых
отношениях гистон/ДНК приблизительно 0.8 и 2.0.
В этих агрегатах нити нуклеобелковых филаментов,
по�видимому, уложены регулярным образом, хотя
эта регулярность, скорее всего, определена ограни�
ченной гибкостью молекул ДНК, так как сходные
формы возникают и при агрегации комплексов
ДНК с другими поликатионами [11].
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Вопрос о степени и природе структурирования
конденсатов требует детального изучения комплек�
сов гистонов с короткими фрагментами ДНК или
олигонуклеотидами, когда жесткость молекул ДНК
не играет роли, однако, до настоящего времени в ли�
тературе представлены только единичные работы,
посвященные таким комплексам. Так, в работе [13]
изучены комплексы фрагментов ДНК длиной при�
мерно 150 п.н. с линкерным гистоном и протами�
ном. Показано, что осаждение таких комплексов, в
отличие от осаждения комплексов с низкомолеку�
лярными катионами, происходит только в очень уз�
ком диапазоне отношений белок/ДНК. 

В настоящей работе охарактеризованы агрегаци�
онные свойства комплексов линкерных гистонов с
короткими олигонуклеотидами. Хотя общий харак�
тер полученных изотерм растворимости согласуется
с описанным ранее [13], в нашей системе они имеют
более сложную форму, которая не может быть объ�
яснена в рамках предположения о чисто электроста�
тическом характере взаимодействия линкерных ги�
стонов с ДНК. Существенно меньшая длина фраг�
ментов ДНК, использованных в данной работе, как
мы предполагаем, может способствовать образова�
нию конденсатов комплексов с упорядоченной
структурой и влиять на эффективность их осаждения.

В работе использовали лиофилизованный препа�
рат гистона H1 из тимуса теленка (“Calbiochem”,
США). Его растворяли в воде и пропускали через
гель�фильтрационную колонку с Sephadex G�25.
Концентрацию гистона определяли спектрофото�
метрически, используя коэффициент экстинкции

41000 М–1 см–1 при 230 нм [20]. Двунитевые олиго�
нуклеотиды получали отжигом флуоресцентно ме�
ченного 21�членника AATGTAAAACAACGGC�
CAGTC с комплементарным немеченым, как опи�
сано нами ранее [21].

Связывание гистона с олигонуклеотидами, оса�
ждение и электрофорез их комплексов проводили в
буфере: 40 мM Трис�ацетата, pH 7.4, 2 мM CaCl2.

Комплексы составляли при комнатной температуре
и после короткой инкубации наносили на гель 1.5%�
ной агарозы, либо подвергали центрифугированию
(16000 g, 3 мин). Объем образца при центрифугиро�
вании составлял 30 мкл. После центрифугирования
отбирали 15 мкл супернатанта, затем к отобранной и
оставшейся в пробирке фракциям добавляли доде�
цилсульфат натрия до концентрации 0.2%, чтобы
растворить осадок. По 10 мкл этих растворов пере�
носили в микропланшеты для иммунологических
реакций, которые сканировали на фосфо/флуоро�
имаджере Storm 840 (“Amersham Bioscience”, США).
По отношению количества флуоресцирующего ма�
териала в верхней и нижней фракциях вычисляли
долю растворимого комплекса.

На рис. 1 представлены изотермы растворимости
комплексов олигонуклеотидов с гистоном H1. Вид�
но, что эффективное осаждение комплексов проис�
ходит в ограниченном диапазоне отношений бе�
лок/ДНК, и кривая титрования имеет бимодальный
характер. С максимальной эффективностью оса�
ждение происходит при двух значениях весового от�
ношения гистон/ДНК w/w − 1.3 и 2.5. Кривые тит�
рования отражают зависимость растворимости от
отношения гистон/ДНК, а не общей концентрации
гистона в растворе, так как двукратное увеличение
концентрации олигонуклеотида не приводит к су�
щественному изменению формы изотермы раство�
римости, нормированной на отношение ги�
стон/ДНК (рис. 1б). 

На рис. 2 представлены результаты электрофоре�
за комплексов гистона H1 с олигонуклеотидами при
весовых отношениях гистон/ДНК, соответствую�
щих особенностям на изотермах растворимости.
Полное связывание олигонуклеотида белком про�
исходит при w/w = 1.3, соответствующем первому
минимуму растворимости комплекса, и сохраняется

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0 1 2 3 4 5 6

Р
ас

тв
о

р
и

м
ая

 ф
р

ак
ц

и
я

w/w

а

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0 1 2 3 4 5 6

б

Рис. 1. Осаждение комплексов гистона H1 с олиго�
нуклеотидами центрифугированием. Концентрация
ДНК в растворе − 6 мкг/мл (а) и 12 мкг/мл (б). w/w −
Весовое отношение гистон/ДНК.
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Рис. 2. Электрофорез комплексов гистона H1 с олигонук�
леотидами. Концентрация ДНК в растворе − 6 мкг/мл.
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при более высоких отношениях. Комплексы олиго�
нуклеотидов с гистоном не входят в гель, а собирают�
ся на границах лунок. Причем, если весовое отноше�
ние меньше 2.5, они собраны на границе, ближней к
аноду (дорожки 2–5), т.е. сохраняют направление
миграции, характерное для свободной ДНК. При
увеличении весового отношения комплексы меняют
направление миграции, и их задержка происходит на
границе лунки, ближней к катоду (дорожка 7), что
указывает на смену знака заряда комплексов при
высоких весовых отношениях гистон/ДНК. Изме�
нение направления миграции происходит при
w/w = 2.5, что соответствует одному из минимумов
на изотерме растворимости (см. рис. 1а). Это свиде�
тельствует о близости комплексов к точке электро�
нейтральности. Таким образом, эффективная кон�
денсация комплексов в этих условиях может быть
объяснена компенсацией электростатических заря�
дов гистона и ДНК. В то же время, существование
еще одного минимума растворимости комплексов
(w/w = 1.3) указывает на то, что эффективное оса�
ждение комплексов возможно и в точке, довольно
далекой от их электронейтральности.

Возможны два объяснения этого явления, не ис�
ключающие друг друга. Одно из них − существова�
ние разных типов укладок комплексов в конденса�
тах в зависимости от отношения белок/ДНК. О та�
кой возможности свидетельствуют данные по
фазовоконтрастной микроскопии конденсатов
комплексов ДНК со спермидином [12, 14, 15], кото�
рые указывают на существование упорядоченных
конденсатов, по крайней мере, двух типов. Оптиму�
мы осаждения комплексов гистона H1 с ДНК в этом
случае могут соответствовать образованию конден�
сатов разной структуры. Второе объяснение − бива�
лентный характер связывания линкерных гистонов
с ДНК. В пользу этой возможности говорит крат�
ность двум весовых отношений гистон/ДНК, при
которых существуют минимумы на изотерме рас�
творимости. Способность молекулы гистона к одно�
временному связыванию двух молекул двунитевой
ДНК показана в ряде работ [22, 23]. Бимодальность
изотерм растворимости комплексов гистонов с оли�
гонуклеотидами можно объяснить последователь�
ным заполнением этих двух центров связывания при
повышении степени насыщения белка олигонуклео�
тидом. Разумно предположить, что агрегация ком�
плексов гистон�ДНК требует их гомогенности, кото�
рой можно достичь либо полным насыщением обоих
центров связывания ДНК на молекуле гистона оли�
гонуклеотидом, либо “полунасыщением”, когда каж�
дая молекула гистона связывает олигонуклеотид
только в одном из своих центров. При промежуточ�
ных весовых отношениях гистон/ДНК в растворе со�
существуют комплексы с разными степенями запол�
нения молекул гистона олигонуклеотидами, что мо�
жет быть неблагоприятным для образования
конденсатов с упорядоченной структурой. 

Наш вывод о близости к электронейтральности
комплексов с весовым отношением w/w = 2.5 согла�
суется с данными работы [13], в которой осаждение
комплексов наблюдали в диапазоне w/w − 2.0−2.6. В
этом же диапазоне расположена и точка электро�
нейтральности комплексов. В то же время, авторы
работы [13], в отличие от нас, наблюдали только
один минимум растворимости. Вероятно, комплек�
сы с более длинными фрагментами ДНК менее эф�
фективно образуют конденсаты с регулярной струк�
турой, и в этом случае процесс происходит только в
условиях, при которых ему способствует компенса�
ция заряда ДНК. 

Способность молекулы гистона связывать две
двунитевые молекулы ДНК, по�видимому, не обу�
словлена чисто электростатическими эффектами,
так как такой способностью обладают и слабозаря�
женные глобулярные домены линкерных гистонов
[22, 24]. С другой стороны, простой компенсацией
электростатических зарядов сложно объяснить на�
личие двух минимумов на изотерме растворимости.
Таким образом, бимодальный характер изотермы
растворимости комплексов гистона с олигонуклеот�
дами может быть следствием ситуации, когда в агре�
гации этих комплексов играют роль как электроста�
тические эффекты, так и структурные факторы.

Работа поддержана Российским фондом фунда�
ментальных исследований (10�04�01057).
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