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Введение. А- и В-формы Д Н К являются представителями двух обшир-
ных семейств форм двойной спирали: А- и В-семейств. Фор_мы А-се-
мейства устойчивы при низкой относительной влажности, а В-семейст-
ва — при высокой [1, 2]. Геометрические параметры двойной спирали 
в пределах каждого семейства меняются некооперативно при измене-
нии внешних условий (например, концентрации соли, температуры). 
В противоположность этому при межсемейственных переходах гео-
метрия спирали меняется резко (кооперативно) [3]. Важным свойст-
вом всех форм А-семейства является большое расстояние пар осно-
ваний от оси спирали: 0~4,5 А. В то же время пары оснований форм 
В-семейства как бы «нанизаны» на ось спирали: £) = 0-^2 А [3]. 

Гипотеза о роли А-формы Д Н К в транскрипции впервые была 
высказана Арноттом и др. в 1968 г. [1] вскоре после того, как стало 
известно, что комплементарные РНК и синтетические полирибонуклео-
тиды находятся в конформации А-семейства независимо от относите-
льной влажности. Это объясняется «лишним» 2'-гидроксилом рибозыг 
который испытывает стерические препятствия в тесном пространстве, 
отводимом для него в В-форме [1]. 

Основываясь на этих фактах и представлениях, мы при помощи 
молекулярных моделей построили детальную трехмерную схему функ-
ционирования РНК-полимеразы на стадии роста цепи Р Н К — элонга-
ции. Одним из главных элементов этой модели был переход участка 
Д Н К из В- в А-форму в некоторой области, захватывающей точку 
синтеза РНК [4]. 
_ Данный обзор посвящен современному состоянию вопроса о роли 
А-конформации в транскрипции и ее регуляции. При этом будут рас-
смотрены три аспекта: попытки непосредственного обнаружения В— 
А-перехода при работе РНК-полимеразы; исследования по физике 
В—А-перехода с целью получения энергетических характеристик п 
других свойств этого превращения (например, влияние нуклеотидной 
последовательности), которые могли бы служить указанием на воз-
можность активной роли В—А-перехода в процессах регуляции транс-
крипции; конформационная гипотеза о механизме работы активатора 
бактериальных оперонов — САР-белка. 

Присутствие А-формы на стадии элонгации 

Если А-форма появляется на какой-либо стадии транскрипции, то она 
может быть зарегистрирована методом кругового дихроизма (КД)„ 
который для данной задачи в настоящее время является весьма удоб-
ным: спектры КД для В- и А-форм различаются весьма сильно (рис. 1) 
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[3, 5]. Основная трудность в подобных экспериментах состоит в том, 
что места специфического связывания РНК-полимеразы — промото-
ры — расположены редко, и на фоне КД-спектра свободной Д Н К не-
легко заметить изменение на небольшом участке ДНК, где присутст-

Рис. 1. Спектры кругового дихроизма Д Н К тимуса (а) и М. luteus (б) в 78%-ном 
этанольном растворе, содержащем 2 - Ю - 4 М NaCl; рибо (Г — Ц)-сополимера в 0,1 М 
трис-буфере (в)\ комплементарной Р Н К вируса карликовости риса (RDV) в 0,01 М 
NaCl растворе (г). Пунктиром показаны спектры соответствующих В-форм в 0,1 М 
водном растворе NaCl. 
Fig. 1. Circular dichroism spectra of calf thymus DNA (a), M. luteus DNA (6) in 
7 8 % ethanol with 2-10~4 M NaCl, r(G-C) copolymer in 0.1 M tris buffer (в) and 
complementary RNA of the RDV virus (г) in 0.01 M NaCl solution. Broken lines are 
for the corresponding B-form spectra in 0.1 M NaCl water solutions. 

Длина 6слны} нм 

Рис. 2. Поглощение (а) и круговой дихроизм (б) комплексов РНК-полимеразы с ко-
роткими кусками ДНК, остающимися после действия ДНКазы («кубышки»). 1 — 
«Кубышка» (РНК-полимераза + Д Н К ) ; 2 — «кубышка» после синтеза РНК ( ~ 1 5 
звеньев); 3 — ДНК; 4 — Д Н К + РНК; 5 — РНК-полимераза. Заштрихованные облас-
ти показывают прирост поглощения и кругового дихроизма в результате синтеза РНК. 
Fig. 2. Absorption (a ) and circular dichroism (6) of RNA polymerase complexes with 
short pieces of DNA («the kegs»). The keg (DNA + RNA polymerase) (1)\ the keg af-
ter RNA synthesis ( - 1 5 links) (2)• DNA (3); DNA + RNA (4); RNA-polymerase (5). 
Shaded areas show an increase in absorption and CD due to the synthesis of RNA 
chain. 

вует РНК-полимераза. Нам удалось преодолеть эту трудность, при-
готовив образец, содержащий РНК-полимеразу в комплексе с неболь-
шим участком ДНК, остающимся после обработки ДНКазой. Такие 
комплексы (мы назвали их «кубышками») обладают способностью 
синтезировать короткую цепь Р Н К длиной около 15 звеньев, причем 
кинетику работы РНК-полимеразы можно наблюдать непосредственно 
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на самописце дихрографа. Образующийся КД-спектр свидетельству-
ет о появлении А-конформации (сравните рис. 1 и 2) [6]. Количество 
синтезированной РНК, определенное по радиоактивной метке, а так-
же по возрастанию поглощения в «кубышке», как показывает расчет, 
явно недостаточно, чтобы объяснить наблюдаемое изменение КД. 
Остается допустить, что какая-то часть матричной Д Н К тоже перехо-
дит в А-форму. Это может произойти либо в результате образования 
гибрида ДНК—РНК, либо из-за перехода в А-форму участка двуните-
вой ДНК. 

Недавно Ваксман и Энтони [7] тоже применили КД-метод для 
регистрации А-формы в ходе работы РНК-полимеразы, воспользовав-
шись тем, что РНК-полимераза в ходе синтеза РНК сдвигается со 
своего места, освобождая его для связывания следующей молекулы 
фермента. Таким образом вся длинная Д Н К может быть насыщена 
РНК-полимеразами. Авторы продемонстрировали, что в спектре КД 
препарата, обработанного РНКазой, остается значительная компонен-
та в А-конформации. Эти данные, наряду с нашими, свидетельствуют 
о наличии В—А-перехода в ходе синтеза РНК. Однако как в нашей 
работе, так и в цитируемой отмечено, что в бинарном комплексе РНК-
полимераза— Д Н К до стадии инициации А-конформация не регистри-
ровалась. Для ее появления, как минимум, необходимо образование 
первой межнуклеотидной связи [7]. 

Эти результаты убедительно свидетельствуют о появлении А-фор-
мы на стадии элонгации. Очень интересно было бы обнаружить А-
форму на предшествующих стадиях, так как это открывало бы возмож-
ность думать о регуляции транскрипции посредством индуцируемого 
белком-активатором В—А-перехода. Хотя данные КД не подтвержда-
ют наличия А-формы в бинарном комплексе, но и не отвергают такой 
возможности, поскольку А-форма могла бы возникать флуктуационно, 
фиксируясь лишь на стадии образования первой межнуклеотидной 
связи. В пользу более раннего, чем на стадии элонгации, появления 
А-формы говорят следующие факты. 

1. Раскручивание Д Н К молекулой РНК-полимеразы, измеренное 
на суперспиральных ДНК, равно 580±30° и одинаково на стадиях 
связывания, инициации и элонгации [8]. Хотя большую часть этой ве-
личины составляет раскручивание из-за раскрытия двойной спирали, 
на стадии элонгации в соответствии с данными КД должен быть вклад 
и от В—А-перехода (А-форма имеет меньшее спиральное вращение, 
чем B-форма). Одинаковое раскручивание независимо от стадии — до-
вод, что А-форма существует на всех стадиях. Возможно, что она 
стабилизируется суперспирализацией. Поэтому было бы очень 
важно повторить такие же опыты по измерению КД, как в работе [7], 
но на суперспиральной ДНК. 

2. Та же РНК-полимераза Е. coli может работать в присутствии 
Мп2+ на двунитевой РНК, т. е. на матрице в А-форме [9]. При этом 
оказалось, что а-фактор, ответственный за специфическое связывание 
РНК-полимеразы с промоторами, столь же необходим для двунитевой 
РНК вируса CPV [9]. Поскольку РНК не может перейти в В-форму, 
а структуры А- и B-форм очень различаются, то эти данные — сильный 
довод за появление (пусть мимолетное) А-формы в обычной Д Н К и 
на стадиях, предшествующих элонгации. 

3. Свободная а-субъединица РНК-полимеразы Е. coli и В. subtilis 
взаимодействует с суперспиральной Д Н К [10, 11], причем в случае 
разомкнутой Д Н К связывание гораздо слабее (В. subtilis) или отсут-
ствует совсем (Е. coli). В обоих случаях сродство к однонитевой 
Д Н К — наименьшее. 
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σ-Субъединица контактирует с промотором на участках «—35» и 
«—10» (бокс Прибнова) [12]. Увеличение сродства к суперспиральной 
Д Н К при отсутствии связывания с однонитевой Д Н К можно было бы 
понять, допустив, что σ индуцирует В—А-переход. 

Конечно, все эти результаты указывают лишь на возможность 
В—Α-перехода на стадиях, предшествующих элонгации. Получение 
прямых данных, доказывающих такую точку зрения или опровергаю-
щих ее, было бы крайне существенно для понимания молекулярного 
механизма транскрипции. Положительный ответ несомненно стимули-
ровал бы исследования по В—А- и другим переходам в пределах дву-
тяжевого состояния ДНК. 

Свойства В — Α-перехода в ДНК 

В—-А-переход в Д Н К известен с 1953 г., когда Франклин и Гослинг 
[13] обнаружили, что при относительной влажности волокон ДНК, 
большей 75 %, Α-форма ДНК, открытая ранее, переходит в другую 
структуру, названную В-формой. В 1964 г. Брамс и Моммертс обна-
ружили значительное изменение спектра КД Д Н К при переходе от 
водного раствора к раствору 80 %-ного этанола [5]. В дальнейшем бы-
ло доказано, что это изменение связано с В—А-переходом [3, 14], при-
чем роль этанола неспецифична и подобно изменению относительной 
влажности заключается в снижении активности воды в системе [15, 16]. 

В—А-переход — кооперативен. Это означает, что в интервале пе-
рехода длинная молекула Д Н К разбивается на чередующиеся отрез-
ки А- и В-конформаций. Длина такого отрезка в точке полуперехода 
а0 называется длиной кооперативное™ ν0. Длина кооперативности оп-
ределяется энергией границы между А- и В-сегментами, FAB, т. е. той 
дополнительной энергией, которую нужно затратить для того, чтобы 
внутри отрезка из В-формы создать отрезок из Α-формы или наоборот: 

v0^exp(FAB/2RT) [14]. (1) 

Теоретическая модель для В—Α-перехода строится подобно мо-
дели для перехода спираль — клубок на основе схемы Изинга [14]. Из 
теории следует, что v0 — обратно пропорциональна ширине перехо-
да Δα: 

v0 - 4Q/Aa, (2) 
где Q — коэффициент, характеризующий крутизну изменения свобод-
ной энергии FA—FB в интервале перехода: 

FA-FB=(a0-a)RT/Q. (3) 

Здесь а — меняющийся процент этанола или связанная с ним величи-
на активности воды в системе. Заметим, что Q в В—Α-переходе игра-
ет ту же роль, что и энтальпия в переходе спираль — клубок. Величину 
Q можно было бы назвать «спиртальпией». 

Длина кооперативности vo (и соответствующая ей энергия грани-
цы FAb), а также «спиртальпия» Q могут быть получены из экспери-
мента по сдвигу кривой В—Α-перехода в присутствии «скрепок», т. е. 
соединений, комплексирующихся предпочтительно с одной из двух кон-
формаций. Разработанная для перехода спираль—клубок теория пере-
хода со скрепками [17] была применена и к случаю В—А-перехода 
[14, 18, 19]. 

Интересным с биологической точки зрения примером такой скреп-
ки, стабилизирующей Α-форму, является природный полиамин спер-
мин (или спермидин). Используя данные по сдвигу кривой В—А-пере-
хода в присутствии спермина, мы получили [18] значение v o ^ l C ^ n a p 

8 БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА, 1985, т. 1, N1 7 



оснований ДНК. Полученные с другими скрепками значения л?0 лежат в 
пределах 10—20 пар оснований [14, 19], что соответствует РАВ =3— 
—4 ккал/моль. Недавно был найден более прямой способ определения 

длины кооперативное™ В—А-перехода. В нем используются наклоны 
ветвей в районе тройной точки экспериментально полученной фазовой 
диаграммы (А, В, клубок). Метод фазовой диаграммы дал то же зна-
чение \70 = 10—20 пар оснований [20—22]. 

С биологической точки зрения знание длины кооперативности ин-
тересно по следующей причине. Если, например, какой-нибудь белок, 
связываясь с ДНК, переводит участок связывания в А-форму, то дли-

6 

Рис. _3. Влияние ГЦ-содержания ДНК на 
В — А-переход в трифторэтаноловодных раст-
ворах: / — Д Н К из С. perfringens, 30% ГЦ; 
2 — Д Н К тимуса теленка, 42% ГЦ; 3 — Д Н К 
из М. lysodeikticus, 72 % ГЦ: G — доля 
звеньев в А-форме, полученная по данным кру-
гового дихроизма. Концентрация NaCl 
б - ю - 4 М. 
Fig. 3. Influence of DNA GC-content on the 
B-A transition in water / trifluoroethanol 
(TFE) solutions. C. perfringens DNA, 30 % 
GC (1); calf thymus DNA, 42% GC (2); 
M. lysodeikticus DNA, 72 % GC (3). 0 is the 
A form fraction. NaCl concentration is 
5-10- 4 M. 
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на кооперативности определяет максимальное расстояние, на которое 
А-конформация может распространиться за пределы участка связыва-
ния при условии, что РА—Рвж0 для свободной ДНК-

Оценка величины РА—Рв, экстраполированной к активности воды, 
равной 1 (т. е. к бесспиртовому раствору), дает для Д Н К значение 

ккал/моль на пару оснований [14]. Как показано в работах [14, 
23], точка полуперехода из В- в А-форму слабо зависит от ГЦ-содер-
жания ДНК, пока оно остается в пределах 42—72 %. Тем не менее 
специальное исследование, проведенное нами, показало, что неболь-
шая, но четкая зависимость существует [24, 25]. Рис. 3 свидетельству-
ет, что В—А-переход облегчается с увеличением ГЦ-содержания. Это 
было объяснено тем, что среди 10 типов контактов в комплементарной 
Д Н К два гомополимерных контакта — АА/ТТ и ГГ/ЦЦ, заметно от-
личаются от остальных величиной РА—Рв, причем в первом случае 
имеется явная предпочтительность к В-форме, а во втором — предпоч-
тительность к А-форме. А-фильность ГГ/ЦЦ-контактов подтвержда-
ется кристаллографическими данными: структура двуспиральных оли-
гонуклеотидов, содержащих ГГ/ЦЦ-«включения», соответствует А-по-
добной форме [26]. Недавно мы получили прямое доказательство их 
А-фильности при помощи синтетических дуплексов длиной 10 пар ос-
нований, содержащих различное число ГГ/ЦЦ-контактов. Переход из 
В- в А-форму в водно-трифторэтанольном растворе в этих дуплексах 
(регистрировали методом кругового дихроизма) существенно облег-
чался с ростом числа ГГ/ЦЦ-контактов [20]. Несомненно, нужны 
дальнейшие исследования олигонуклеотидов, чтобы получить точные 
значения РА—Рв для различных последовательностей. Пока лишь 
можно полагать, что при физиологических условиях для большинства 
контактов РА—Рвж\ ккал/моль, для Г Г / Ц Ц — заметно меньше этой 
величины, а для АА/ТТ — заметно больше. 

Существование А-фильных и В-фильных последовательностей ста-
вит интересный вопрос о биологической роли участков Д Н К с такими 
последовательностями [25]. 
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САР-белок и активация транскрипции 

САР-белок служит активатором ряда бактериальных оперонов: lac, 
ara, mal, gal и др. [27]. Комплексируясь с индуктором — цикло-АМФг 
САР приобретает способность связываться со специфическим участком 
Д Н К длиной около 26 пар оснований с левого конца промоторов, ак-
тивируя соответствующий ген. В большинстве САР-активируемых опе-
ронов (например, gal, cat) [27] участок для САР перекрывается с ло-
кусом «—35» промотора, нуклеотидная последовательность которого в 
данных случаях специфична для САР [27]. Поскольку участок «—35» 

Рис. 4. Часть нуклеотидной последовательности лактозного оперона, включающая 
участок связывания САР-белка (маркирован мутациями L8 и L29) и прилегающий 
участок промотора (участок «—35», маркирован мутациями Д303 и L241). 
Fig. 4. Par t of lactose operon sequence which includes the CAP-binding site (marked 
by the L8 and L29 mutations) and the nearest part of promoter («—35 site», marked 
by Д303 and L241 mutat ions) . 

используется а-субъединицей РНК-полимеразы [12], то, вероятно, САР-
белок частично берет на себя ее роль в инициации транскрипции. В 
случае lac и mal промоторов место САР расположено дальше и, види-
мо, не перекрывается с участком связывания РНК-полимеразы [28, 
29]. Одна из гипотез механизма активации с помощью САР-белка 
предполагает его контакт с РНК-полимеразой [30]. Однако это не до-
казано, и в качестве альтернативы можно предположить передачу 
воздействия по Д Н К [24, 25]. Рис. 4 демонстрирует, что между САР-
белком и левым краем 1ас-промотора имеется сегмент из 12 пар осно-
ваний, 8 из которых образуют А-фильные контакты ГГ/ЦЦ. Посколь-
ку длина этого сегмента совпадает с длиной кооперативное™ В—А-
перехода, то индуцируемая в участке связывания САР А-форма могла 
бы распространиться до места связывания РНК-полимеразы. Если для 
РНК-полимеразы на какой-нибудь стадии требуется А-форма (см. об-
суждение в первом разделе данного обзора), то САР-белок мог бы 
увеличить энергию связи РНК-полимеразы на такой стадии на вели-
чину энергии границы, т. е. ~ 3 ккал/моль [24]. Этого достаточно, что-
бы объяснить 50—100-кратную активацию транскрипции, известную 
для 1ас-оперона [24, 25]. 

Данные о структуре САР-белка [31] могут иметь отношение к на-
шей гипотезе. Действительно, наиболее удивительным структурным 
свойством САР, отличающим его от репрессоров его и с(1), является 
такое расположение узнающих Д Н К а-спиралей, которое заставила 
авторов [31] вписывать их в неизвестную левую В-форму Д Н К (рис. 
5, б). Положение стало совсем острым, когда прямыми опытами на 
суперспиральной плазмиде pBR322, содержащей либо lac-, либо gal-
оперон, было доказано отсутствие раскручивания требуемого моделью 
левой ДНК- Авторы сообщают, что наблюдаемое раскручивание, по 
крайней мере, в 20 раз меньше соответствующего модели с левой спи-
ралью, что совместимо разве лишь с В—А-переходом [32]. В попытке 
разрешить возникший парадокс Салемме предложил другую модель, со-
гласно которой каждая узнающая а-спираль взаимодействует с пра-
вой ДНК, но по участкам, удаленным далеко друг от друга, сводя их 
таким образом вместе [33]. Уязвимым пунктом такой модели является 
требование двух молекул САР, чтобы заполнить оба желобка Д Н К в 

С А Р А- ф ильная зона РНК-полам ера за. 
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специфическом участке. И действительно, скоро было показано в пря-
мом противоречии с такой гипотезой, что единственная димерная мо-
лекула САР достаточна для активации 1ас-промотора [34]. 

Принимая во внимание сказанное выше, можно предложить сле-
дующую модель, объясняющую все противоречия: каждая из узнаю-
щих а-спиралей единственной димерной молекулы САР-белка может 
быть встроена в обычную правозакрученную ДНК, если допустить 
возникновение двух изломов (кинков) по краям центральной части в 
противоположные стороны (рис. 5, в). Такие кинки не приводят к 
разрушению стэкинга оснований, если в местах контакта с а-спираля-

В-форма 

ТА/В-граница 

Рис. 5. Три модели взаимодействия САР-белка с Д Н К : а — свободная Д Н К в В-фор-
ме, показана ориентация спиральных желобков в правой спирали; б — модель Мак-
кея и Стейца с левой В-ДНК, ориентация а-спиралей совпадает с ориентацией же-
лобков левой Д Н К ; в — модель комплекса правой Д Н К с изломами — «кинками»; 
г — модель, предполагающая индуцируемый САР-белком В — А-переход по краям 
участка связывания. 
Fig. 5. Three models for CAP interaction with DNA: (a) free DNA in the В form; 
orientation of the helical grooves for the right-handed helix is shown; (6) the model 
of McKay and Steitz with left-hand B-DNA; (e)_a_model of right-handed B-DNA with 
two kinks; (г) a model with the CAP-induced B-A transition at the edges of the bin-
ding site. 

ми образуется, А-форма, как показано на рис. 5,2. Появление такого 
рода В/А-границ в комплексе с белком недавно было установлено 
группой Розенберга [35] при рентгеноструктурном анализе комплекса 
рестриктазы ЕсоШ со своим сайтом рестрикции. С другой стороны, 
методом электрофореза доказано появление излома в рестрикционном 
фрагменте при комплексировании САР-белка со своим участком [36]. 
Все это подтверждает гипотезу индуцируемого САР-белком перехода 
в А-форму и, тем самым, возможную роль В—А-перехода в актива-
ции транскрипции. Однако окончательное решение могут дать только 
будущие эксперименты. 

Заключение. Цель этого обзора — привлечь внимание молекуляр-
ных и клеточных биологов к бурно развивающемуся направлению, ко-
торое можно назвать конформационной механикой ДНК. В последнее 
время новый импульс этому направлению дали открытие левой формы 
Д Н К — 2-формы [37], установление сильно анизотропного характера 
гибкости двойной спирали [38], а также исследования суперспираль-
ных Д Н К [39]. В настоящее время накапливаются данные о биологи-
ческой роли разного рода конформационных перестроек ДНК. Напри-
мер, самое яркое последнее событие в этой области — доказательство 
образования 2-формы в ходе важнейшего биологического явления — 
кроссинговера [40]. 

Все говорит о том, что на наших глазах рождается новое направ-
ление— конформационная биология ДНК. 
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B-A TRANSITION IN DNA AND TRANSCRIPTION 

V. I. Ivatiov 

Institute of Molecular Biology, Academy of Sciences of the USSR, Moscow 

S u m m a r y 

The paper deals with the current progress in elucidation of the significance of the A 
form of DNA in transcription and its regulation. The three aspects are considered: (1) 
the B-A transition during RNA polymerase operation, (2) the studies on the physics 
of the B-A transition with the aim to obtain thermodynamic parameters of this t ransfor-
mation and such properties as sequence effect which might be indicative of the possi-
bility for an active role of the B-A transition in gene regulation, (3) a conformational 
hypothesis on the operation mechanism for the activator of bacterial operons, the CAP 
protein. 
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