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С помощью метода диффенциальной сканирующей калориметрии определили термодинамические
параметры деконденсации внутриядерного хроматина клеток печени крысы, индуцированной по-
нижением концентрации ионов магния от 5 до 0 мМ. Процесс плавления хроматина в диапазоне
температур 70–100°С происходит в последовательности: плавление кор-гистонов, плавление релак-
сированной ДНК, плавление топологически напряженной ДНК. Было установлено, что Тпл и ΔН
отдельных пиков также зависят от концентрации ионов Mg2+ в буфере. В ядрах с конденсирован-
ным хроматином ионы Mg2+ в концентрации 5 мМ существенно в сравнении с развернутым хрома-
тином увеличивали Тпл кор-гистонов (на ~7°C), но при этом понижали Тпл ядерной ДНК как в ре-
лаксированном, так и в напряженном состоянии (на ~2.5°С и ~7.5°С соответственно). При этом в
присутствии ионов Mg2+ энтальпия плавления пиков существенно увеличивалась. В то же время
снижение полимерности внутриядерной ДНК нивелирует стабилизирующее кор-гистоны действие
ионов Mg2+. Повышение концентрации ионов Mg2+ выше 5 мМ вызывает появление нового пика с
Тпл выше 100°С, который, возможно, отражает термическое поведение неких Mg-индуцированных
агрегатов. Обсуждаются возможные механизмы, объясняющие особенности термического поведе-
ния хроматина внутри ядра.

Ключевые слова: ядро, хроматин, катионы Mg2+, дифференциальная сканирующая калориметрия,
термодинамика, торсионное напряжение ДНК.

DOI: 10.31857/S000630292302014X, EDN: CBBIGP 

Эукариотическая ДНК хранится и функцио-
нирует внутри ядра диаметром в несколько мкм в
виде динамического комплекса с гистонами и
кислыми белками – хроматина, чья структура до
сих пор остается главной интенсивно изучаемой,
но до сих пор плохо понятой проблемой молеку-
лярной биологии [1].

Структурной единицей хроматина служит
нуклеосома, где короткий отрезок ДНК (146 пар
оснований) делает 1.75 оборота левовращающей
спирали вокруг положительно заряженного окта-
мера гистоновых белков (кор-гистонов Н2А,
Н2В, Н3 и Н4) с отрезком линкерной ДНК пере-
менной длины в 20–80 пар оснований. Нукле-
осомные частицы, объединенные линкерной
ДНК, формируют отрицательно заряженную хро-

матиновую фибриллу толщиной 10 нм, известную
как «бусы на нитке». 

Установлено, что концентрация фосфатов
ДНК в клетке меняется по клеточному циклу от
50–300 мМ фосфатов в интерфазе до 340–600 мМ
фосфатов в митотической хромосоме [2]. Этот
процесс, известный как конденсация хроматина
(образование структур высшего порядка), чрез-
вычайно важен не только для эффективного хра-
нения и защиты генетического материала, но и,
как полагают, служит одним из способов регуля-
ции генной экспрессии [3], а также необходим
для выполнения других важных биологических
функций таких как репликация, репарация, ре-
комбинация и др. [4].

На сегодняшний день действующими являют-
ся две парадигмы структур высшего порядка в
хроматине – иерархические и полимерные [5–8].
Современные технологии исследования хромати-
на (криомикроскопия, 3С- и более высокие Hi-
C-методики и др.) дают все больше аргументов

Сокращения: ДСК – дифференциальная сканирующая ка-
лориметрия, ТЭА – триэтаноламин, NEM – N-этилмалеи-
мид.
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для жидкоподобной модели хроматина in vivo, ко-
торая предполагает, что 10-нм фибриллы конден-
сируются в нерегулярный и динамический поли-
морфный ансамбль и свидетельствуют в пользу
полимерной модели с «межпальцевой» укладкой
элементарных 10-нм фибрилл. В зависимости от
среды (эндогенных катионов, кроудинга, ионной
силы и т.д.) нерегулярная и динамичная 10-нм
фибрилла в ядре может формировать различные
структуры, включая растянутые, завернутые, пе-
ресекающиеся, петлеобразные, колончатые [8]. 

Точный физический механизм индуцируемых
катионами притяжений одноименно заряженных
полимеров, лежащий, как полагают, в основе фе-
номена компактизации, все еще остается неяс-
ным, хотя в последние годы этой проблеме уделя-
ется особенно много внимания [9]. Предложено
несколько электростатических моделей [10–12],
но ни одна из них не в состоянии полностью объ-
яснить весь накопленный экспериментальный
материал. 

В отличие от ДНК, чья индуцируемая полива-
лентными катионами конденсация in vitro интен-
сивно изучается многие годы [13], эксперименты
с хроматином и его составными структурами
(кор-частицами, нуклеосомами, выделенным и
реконструированным хроматином) относительно
немногочисленны [14–19], а исследований взаи-
модействия катионов с хроматином внутри ядра
почти нет из-за ограниченности адекватных ме-
тодов исследований и трудностей в интерпрета-
ции результатов [20, 21]. 

Вместе с тем известно, что высшая структура
хроматина может нарушаться при выделении его
из ядер [22], поэтому эксперименты in vitro на вы-
деленном хроматине не всегда могут отражать си-
туацию in vivo.

Магний и кальций – основные двувалентные
катионы, участвующие в конденсации хроматина
в клетке [23]. Эти ионы используются для выделе-
ния ядер с конденсированной структурой хрома-
тина, характерной для его состояния in situ [24].
Катионы Mg2+ влияют на механические свойства
ядер, изменяя их пластичность [25].

Причины компактного состояния ядерного
хроматина следует искать в особенностях его
структуры и окружения в ядре [26]. Хроматин в
ядре находится в ограниченном объеме и в высо-
кой концентрации, в условиях кроудинга и в сре-
де с полиаминами и катионами металлов, тоталь-
ная концентрация которых значительна (от 2 до
40 мМ) [27–29], и, как теперь показано, имеет
пластичную нуклеосомную структуру, обеспечи-
вающую его жидкокристаллическое поведение
[30]. 

В нашей работе мы приводим данные об изме-
нении энергетического состояния хроматиновых
доменов внутри ядер клеток печени крысы, ин-
дуцируемом ионами магния. Эксперименты бы-

ли выполнены методом дифференциальной ска-
нирующей калориметрии (ДСК) на суспензии
ядер клеток печени крысы, выделенных в присут-
ствии ионов Mg2+. Результаты дают возможность
предположить участие межфибриллярных взаи-
модействий, индуцируемых магнием, в ослабле-
нии внутрицепочечных взаимодействий ДНК.
Сообщается об увеличении магнием стабильно-
сти гистонового кора, коррелирующей с дестаби-
лизацией ДНК. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Клеточные ядра получали из печени самок бе-

лых крыс массой 100–150 г [31]. Гомогенизацию
печени и дальнейшие процедуры проводили в
растворе №1 следующего состава: 20 мМ ТЭА
(триэтаноламин)-HCl, рН 7.6, 30 мМ NaCl и
10 мМ MgCl2, содержащем 10% сахарозы, 0.2 мМ
фенилметилсульфонил фторида (Sigma, США) и
4 мМ N-этилмалеимида (NEM) (Sigma, США).
Гомогенат центрифугировали при 1000 g 10 мин,
осадок смешивали с раствором №2 следующего
состава: 20 мМ ТЭА-HCl, рН 7.6, 30 мМ NaCl и
5 мМ MgCl2, содержащим 2.5 М сахарозы, 0.2 мМ 
фенилметилсульфонил фторида и 4 мМ NEM до 
конечной концентрации сахарозы 2.1 М и цен-
трифугировали при 50000 g в течение 45 мин. 
Осадок ядер ресуспендировали в растворе №2 без 
сахарозы и без NEM и осаждали 5 мин при 1000 g. 
Выделенные и очищенные таким образом ядра 
хранили при –60°С в 60%-м глицерине. Перед 
использованием аликвоты ядер промывали 
раствором, содержащим 20 мМ ТЭА-HCl, рН 7.6, 
30 мМ NaCl и 5 мМ MgCl2, и ресуспендировали в 
соответствующих растворах для ДСК. 

Содержание ДНК и РНК в препаратах ядер
определяли спектрофотометрически на спектро-
фотометре Hitachi-124 (Япония) по методу, опи-
санному в работе [32]. Концентрацию ДНК выра-
жали в молях нуклеотидов, используя молекуляр-
ную массу одного нуклеотида 330 Да.

Электрофорез белков выполняли в 15%-м
SDS-полиакриламидном геле, электрофорез
ДНК проводили в 1%-м агарозном геле в борат-
ном буфере.

Дифференциальная сканирующая калориметрия
суспензии ядер. Cуспензию изолированных ядер
клеток печени крысы (0.5 мг ДНК на мл, или
1.5 мМ нуклеотидов) помещали в платиновую
ячейку микрокалориметра ДАСМ-4 (НПО «Био-
прибор», Пущино) и сканировали в температур-
ном диапазоне 25–130°C со скоростью 2°С в мин.
Суспензии ядер предварительно дегазировали.
Ячейку сравнения заполняли соответствующим
буфером. Обработку данных проводили в про-
грамме «Arina 2», разработанной в НИИ физико-
химической биологии им. А.Н. Белозерского
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МГУ. Программа записывала кривую зависимо-
сти избыточной теплоемкости образца от темпе-
ратуры. Из кривой вычиталась приборная базо-
вая линия теплопоглощения буфера и химиче-
ская базовая линия, которую вычисляли по
формуле (1 – α)·СН + α·СД, где СН и СД – тепло-
емкости нативного и денатурированного состоя-
ний, а α пропорциональна количеству денатури-
ровавшего вещества, т. е. α = S1/S, где S1 – пло-
щадь под пиком, ограниченная кривой сверху,
базовой линией снизу и данной температурой
справа, а S – общая площадь под пиком. Сигнал
(в мкВт) нормировали на концентрацию и
скорость прогрева и переводили в стандартные
для теплоемкости единицы измерения
(кДж/моль∙град) путем умножения на коэффици-
ент k = M·0.06/C·V·v, где v – скорость нагрева в
град/мин, V – объем ячейки в мл, C – концентра-
ция макромолекул в мг/мл, M – молекулярная
масса образца в кДа.

Деконволюцию термограмм проводили по
программе Origin 7.

Электронная микроскопия. Образцы фиксиро-
вали 1%-м глутаровым альдегидом в соответству-
ющем буфере (исходный 25%-й глутаральдегид
нейтрализовали до рН 7.0 добавлением NaOH)
при 4°С в течение 1.5 ч, а затем 1%-м OsO4 в тече-
ние 1 ч, дегидратировали и заключали в эпон.
Ультратонкие срезы получали на ультратоме LKB

III (LKB, Швеция), контрастировали цитратом
свинца и просматривали в электронном микро-
скопе JEM-1400 (Jeol, Япония) при ускоряющем
напряжении 100 кВ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для характеристики структуры хроматина в

выделенных ядрах использовали электронную
микроскопию. Выделенные и отмытые от глице-
рина ТЭА-буфером с 5 мМ MgCl2 ядра переводи-
ли в буфера с более низким содержанием ионов
Mg2+ (< 5 мМ) и после 15 мин выдерживания под-
вергали электронно-микроскопическому иссле-
дованию, показавшему, что если в диапазоне
концентраций 5–2 мМ Mg2+ ядерный хроматин
выглядит как скопление плотных гетерогенных
глобулярно-фибриллярных структур диаметром
100–200 нм без заметных морфологических отли-
чий, то при ~1 мМ Mg2+ он становится гомоген-
ным с диаметром фибрилл и глобул около 30 нм.
Далее при уменьшении концентрации магния до
0.1 мМ хроматин деконденсируется, демонстри-
руя фибриллы, диаметр которых около10 нм, и
мало отличается от диаметра фибрилл в буфере с
ЭДТА (рис. 1). 

Изменение конденсации хроматина было под-
тверждено данными оптических измерений при
λ = 630 нм (рис. 2). Известно, что мутность ядер-

Рис. 1. Электронные микрофотографии изолированных ядер клеток печени крысы в растворе 20 мМ ТЭА, рН 7.6,
содержащем 5 мМ MgCl2 (а), 1 мМ MgCl2 (б), 0.1 мМ MgCl2 (в), 1 мМ ЭДТА (г).
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ных суспензий коррелирует с их морфологией.
Поглощение, фиксируемое в длинноволновой
области (при длинах волн выше 300 нм), обуслов-
лено рядом эффектов [33], среди которых основ-
ной вклад вносит рассеяние внутриядерного хро-
матина. Как следует из рис. 2, наблюдаемое нор-
мированное поглощение суспензии ядер при
600 нм снижалось почти в четыре раза при умень-
шении концентрации ионов Mg2+ от 5 мМ до пе-
ревода их в буфер с ЭДТА. 

Электрофорез белков подтвердил неизменный
состав и соотношение фракций гистонов во всем
диапазоне используемых концентраций ионов
магния во всех изолированных ядрах.

Таким образом, исследуемые образцы ядер со-
держат разный по компактизации хроматин и мо-
гут быть использованы для решения поставлен-
ной задачи – термодинамического сравнения
плавления компактного и деконденсированного
хроматина внутри самого ядра в зависимости от
концентрации ионов магния. 

Из литературы известно, что профили терми-
ческого плавления изолированных ядер живот-
ных и человека являются многокомпонентными
(три-пять пиков), что соответствует плавлению
разных доменов ядерного хроматина [34, 35]. По-
казано также, что интенсивности пиков и их со-
отношение зависят от стадии клеточного цикла,
возраста, природы катионов в буфере и ионной
силы [36–39].

На рис. 3 представлены полученные нами экс-
периментальные зависимости избыточной мо-
лярной теплоемкости ΔСр ядер от t при разных
концентрациях ионов Mg2+. При 5 мМ на экспе-
риментальной термограмме видны только два пи-

ка – основной при Тпл ≈ 83°С и небольшой пик,
который выглядит как плечо основного пика при
температуре около 94°С. При снижении концен-
трации магния уже можно вычленить первый
пик, сначала как плечо слева от основного пика,
и в отсутствие магния в растворе (в присутствии
1 мМ ЭДТА) – как отдельный пик с Тпл около
74°С. На рис 3б приведены эти же термограммы с
деконволюцией на три пика.

По интерпретации, предложеной авторами ра-
боты [38], в порядке возрастания Тпл в хроматине
ядра последовательно плавятся белки кора нукле-
осом (пик I), релаксированная ДНК (пик II) и то-
пологически напряженная ДНК (пик III). Следу-
ет заметить, что продолжают существовать и дру-
гие интерпретации пиков [40–42], хотя для
идентификации этих пиков авторы подчас ис-
пользовали одни и те же биохимические подходы.
На основании того, что пик I исчезает под дей-
ствием протеазы [43] и, в отличие от пиков II и
III, не реагирует как ДНК при изменении ионной
силы [38], он определяется как пик плавления ма-
жорного белка, коим в ядрах являются гистоны.
Поскольку пик III разрушается при небольшом
действии нуклеазы [34, 41], а известно, что кон-
денсация хроматина в ядре не меняется из-за рас-
щепления ДНК, пик III не может быть связан с
конденсацией хроматина. В то же время величина
пика III связана с активностью клетки [37], и при
его уменьшении материал пика III переходит в
пик II, что может свидетельствовать о плавлении
в его составе ДНК в состоянии топологической
напряженности, которое чувствительно к дей-
ствию нуклеазы [34, 38]. Учитывая эти данные, а
также собственные результаты по взаимодей-
ствию ядер с антибиотиком дистамицином [44],
интерпретация, предложенная в работе [38],
представляется нам более предпочтительной. 

Из рис. 3 отчетливо видно, что в низкой ион-
ной силе при 5мМ MgCl2 имеет место практиче-
ское совмещение пиков I и II. Небольшой размер
пика III, по-видимому, связан с недостаточным
ингибированием нуклеаз в среде с ионами магния
(несмотря на использование NEM) в процессе
более длительного в нашем случае выделения
ядер по сравнению с более коротким выделением
с меньшей очисткой ядер или в присутствии
ЭДТА [34, 35, 40]. Вследствие этого часть тополо-
гически напряженной ДНК обычно большого
пика III переходит в пик II.

То же самое следует из анализа термограмм
ядер, полученных без NEM – ингибитора сери-
новых протеаз, активирующих эндонуклеазы. По
данным электрофореза выделенная в присут-
ствии NEM ядерная ДНК имела длину около 20–
50 т.п.н., а средняя длина ДНК в препаратах без
NEM составляла примерно 1–3 т.п.н. (рис. 4). 

Рис. 2. Нормированная зависимость поглощения при
λ = 600 нм ядерной суспензии от концентрации ионов
магния. Поглощение при 5 мМ MgCl2 принято за
единицу. Концентрация ДНК в суспензии составляла
~50 мкг/мл.
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На термограммах этих ядер полностью отсут-
ствовал пик III (рис. 5), пик II уменьшался и не-
много сдвигался в низкотемпературную область,
по-видимому, из-за существенного снижения

молекулярной массы ДНК. Снижение полимер-
ности ДНК сильно сказалось на пике I – он сме-
стился на 7°С в низкотемпературную область в
сравнении с контролем и проявился как отдель-

Рис. 3. Термограммы плавления ядер клеток печени крысы: (а) – в растворе 20 мМ ТЭА, рН 7.6, содержащем 5 мМ Mg-
Cl2 (кривая 1); 1 мМ MgCl2 (кривая 2); 0.1 мМ MgCl2 (кривая 3) или 1 мМ ЭДТА (кривая 4); (б) – деконволюция тех же
термограмм. Кривая, суммирующая компонентные кривые, накладывается на наблюдаемую кривую и почти не
видна.
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ный пик. Отметим, что его Тпл практически сов-
пала с Тпл пика I в ядрах с деконденсированным с
помощью ЭДТА хроматином (см. рис. 3). Таким
образом, можно заключить, что снижение моле-
кулярной массы внутриядерной ДНК нивелирует
стабилизирующее кор-гистоны действие ионов
Mg2+. Отсюда следует также, что стабилизация
кор-гистонов связана с ДНК-гистоновыми взаи-
модействиями.

Термодинамические параметры кривых плав-
ления на рис. 3 рассчитывали из термограмм по
модель-независящей системе ΔН = ∫Cp·dT,
ΔS = ∫(Cp/T)·dT, а изменение свободной энергии

рассчитывали по формуле ΔG = ΔH – TΔS. Сум-
марные величины этих параметров и значения
ΔН и Тпл для каждого пика в отдельности для раз-
ных концентраций ионов Mg2+ в буфере приведе-
ны в табл. 1. Из рис. 3 и табл. 1 видно, что Тпл
ДНК как релаксированной, так и напряженной,
увеличиваются с уменьшением концентрации
ионов Mg2+ в буфере, тогда как Тпл белкового пи-
ка уменьшается. Максимальные изменения Тпл
составили для ДНК в пиках II и III – 2.6 и 7.6°C
соответственно, тогда как Тпл белка в диапазоне
5–0 мМ MgCl2 снизилась на 7.3ºС по сравнению
с Тпл пика 1 в ядрах при 5 мМ MgCl2. Обращает на
себя внимание разница во влиянии магния на
плавление релаксированной и топологически на-
пряженной ДНК. Для последней оно существен-

Рис. 4. Электрофорез в 1%-м агарозном геле ДНК из
ядер клеток печени крысы в присутствии (дорожка 1) и
в отсутствие (дорожка 2) NEM в буфере выделения;
дорожка 3 – ДНК-маркеры. 

Рис. 5. Термограммы плавления ядер клеток печени
крысы: кривая 1 – в 20 мМ ТЭА, рН 7.6 и 5 мМ MgCl2,
ядра выделены с NEM; кривая 2 – ядра в том же
растворе, но выделены без NEM. 

Таблица 1. Термодинамические параметры плавления ядер в растворе 20 мМ ТЭА, рН 7.6 с разным содержанием
ионов магния и пиков плавления, полученные в результате деконволюции термограмм 

Суммарные параметры ΔH Тм

ΔH ΔS ΔG Пик 1 Пик 2 Пик 3 Пик 1 Пик 2 Пик 3

5 мМ MgCl2 36.6 99.8 6.9 7.4 23.1 5.5 81.5 84.3 92.6

1 мМ MgCl2 35.0 95.4 6.6 6.2 22.9 4.5 80.3 84.6 95.1

0.1 мМ MgCl2 30.3 82.6 5.7 5.5 22.3 2.5 78.4 85.4 96.5

1 мМ ЭДТА 24.2 66.0 4.5 4.8 16.5 1.2 74.2 86.9 100.2

Примечание. Показаны средние значения из двух-трех измерений с ошибкой, не превышающей 0.5°С для Тпл и 5% для ΔH 
(кДж/моль нуклеотидов), ΔS (Дж/моль нуклеотидов·град) и ΔG (кДж/моль нуклеотидов).
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но выше. Получается, что в связанных магнием
хроматиновых фибриллах напряженная ДНК
сильнее дестабилизируется. Повышенная Тпл на-
пряженной ДНК по сравнению с релаксирован-
ной может служить указанием на то, что напря-
женность ДНК в ядре определяется положитель-
ным торсиональным стрессом, связанным с
вращением оси спирали ДНК влево, сжимающим
комплементарные цепочки ДНК. В этом случае
эффект магния, растягивающий комплементар-
ные цепи ДНК (см. ниже), может сильнее влиять
на нестабильное напряженное состояние ДНК,
действуя аддитивно с силами, которые стремятся
вернуть ДНК в стабильное состояние. 

Из данных табл. 1 можно заключить, что инду-
цируемая понижением концентрации ионов
Mg2+ декомпактизация ядерного хроматина со-
провождается уменьшением суммарной энталь-
пии на ~12 кДж/моль нуклеотидов (сравни ядра в
5мМ MgCl2 и ядра в ЭДТА). Этот вывод не совпа-
дает со сделанным ранее заключением [40], что
индуцируемый понижением ионной силы про-
цесс декомпактизации хроматина атермичен и не
изменяет ΔН плавления ядерного хроматина.
Анализируя данные по плавлению отдельных пи-
ков можно видеть, что наибольшие изменения
энтальпии деконденсация вызывает в пике III.
Его интенсивность падает почти в пять раз, тогда
как наиболее представленный в термограмме пик
релаксированной ДНК уменьшается всего лишь в
полтора раза. Возможно, эти различия между пи-
ками II и III при разворачивании хроматина и
разбухании ядер вызваны потерей важных для
стабилизации напряженного состояния ДНК
контактов с матриксными структурами ядра. В
результате ДНК релаксирует и плавится уже в пи-
ке II. При этом соотношения ΔН пика белка и
двух пиков ДНК остаются практически неизмен-
ными.

Можно представить, что ионы Mg2+ взаимо-
действуют независимо с белком и ДНК хромати-
на, вызывая такие изменения в структуре каждого
из них, из-за которых меняется их стабильность.
Однако наблюдаемая отрицательная корреляция
в термическом поведении пиков I и II не исклю-
чает и возможность модуляции магнием воздей-
ствия одного компонента нуклеосомы на ста-
бильность другого, подобно тому, как это, напри-
мер, происходит при изменении ионной силы
[43] и, в частности, за счет изменения под дей-
ствием магния ДНК-гистоновых взаимодей-
ствий. 

О понижении Тпл основного пика ДНК в ядрах
в присутствии ионов Mg2+ сообщалось в работе

[45], где авторы плавили ядра в присутствии
ионов Mg2+ и этанола. Снижение Тпл ДНК ядер в
буфере с ионами Mg2+ можно заметить на экспе-
риментальных кривых в работе [40]. Оно отмече-
но на термограммах плавления хроматина в рабо-
те [46], хотя сами авторы не обсуждают причины
этого эффекта.

Известно, что щелочноземельный металл Мg
относится к категории бивалентных металлов,
взаимодействующих, главным образом, с фосфа-
тами ДНК и нейтрализующих их [47]. Поэтому
ионы Mg2+ в низких концентрациях обычно по-
вышают Тпл ДНК в растворе, хотя известны и
другие противоположные эффекты, зависящие от
концентрации как ДНК, так и Mg2+ [48, 49]. С
другой стороны, известно, что двухвалентные ка-
тионы Mg2+ и Ca2+ в физиологической концен-
трации не конденсируют чистую ДНК в растворе
[13], но могут конденсировать при достаточно
больших концентрациях катионов в пленках [50]
или в параллельных слоях в 2D-размерном про-
странстве [51]. 

Стабильность двухцепочечной ДНК определя-
ется стэкинг-взаимодействиями оснований, их
спариванием, свойствами гидратационной обо-
лочки, а дестабилизирует ДНК отталкивание от-
рицательно заряженных фосфатов. Понижение
Тпл ДНК означает ослабление некоторых стаби-
лизирующих ее внутрицепочечных взаимодей-
ствий и (или) возрастание сил дестабилизирую-
щих. 

Мы полагаем, что в ядре именно катион-инду-
цируемые межфибриллярные взаимодействия
вносят основной вклад в дестабилизацию внутри-
ядерной ДНК. Авторы работы [52] предложили
электростатическую zipper-модель конденсации-
агрегации одноименно заряженных полимеров.
Суть ее для ДНК заключается в zipper-подобном
выстраивании отрицательно заряженных фосфа-
тов сахарно-фосфатного остова одной молекулы
ДНК напротив положительно заряженных катио-
нов, связанных в бороздках ДНК другой молеку-
лы. С помощью предложенной спекулятивной
модели авторы объяснили повышение температу-
ры плавления в агрегатах гомологичной и пла-
стичной ДНК в экспериментах по их термиче-
ской денатурации [53] «идеализацией» структуры
ДНК, хотя не исключили возможности, что в
присутствии двувалентных катионов электроста-
тические силы и силы гидратации макромолекул
способны индуцировать и пока необъясненный
противоположный эффект. По мнению авторов,
модель является универсальной и может быть
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применима как к ДНК, так и к компактизации
фибрилл хроматина. Для хроматина по этой мо-
дели основой стабильности катион-индуцируе-
мой ассоциации на определенных расстояниях
может служить так называемая «структурная го-
мология» или «структурная комплементарность»
фибрилл хроматина [54]. В рамках этой теории,
учитывая современные данные о структуре фиб-
риллы хроматина, объяснить снижение Тпл в

присутствии ионов Mg2+ не представляется воз-
можным.

Поэтому наше объяснение сводится к следую-
щему. Уже в нуклеосомах ДНК образует два па-
раллельно расположенных супервитка ДНК, тес-
но сближенных за счет октамера гистонов,
подобно расположению ДНК в пленках [50] или в
параллельных слоях между положительно заря-
женными мембранами [51]. В ограниченном про-
странстве ядра при конденсации хроматина для
достижения высокой плотности упаковки ДНК
нуклеосомы вступают во взаимодействия «лицом
к лицу» с поверхностями ДНК, увеличивая коли-
чество параллельных тесно сближенных су-
первитков ДНК [30]. В присутствии ионов маг-
ния электростатические силы притяжения между
фибриллами формируют перпендикулярную оси
ДНК силу растяжения между двумя комплемен-
тарными цепочками ДНК, ослабляя их взаимо-
действие. В работе [56] приводится оценка силы
притяжения между молекулами ДНК в растворе
на расстоянии 29 Å при концентрации магния
~100 мМ. Она составила примерно –0.02 kT на па-
ру оснований, что существенно меньше мини-

мальной энергии денатурации ДНК (примерно –
2 kT). Видно, что сила притяжения очень слабая,
однако в случае хроматина в условиях ядра она
может возрасти за счет специфических особенно-
стей катионов магния: их малый размер, жесткая
координация и направленность связей, способ-
ность создавать прямые связи между фосфатами
соседних фибрилл способствуют возникновению
жесткой связи каждой из комплементарных це-
почек ДНК с соседней молекулой ДНК. Малая
растворимость солей фосфатов, образующихся
при прямом взаимодействии с магнием по срав-
нению с гидратированным магнием и их энерге-
тическая выгодность [56] увеличивают силу при-
тяжения между фибриллами, способствуя допол-
нительному растяжению комплементарных
цепей. Эффект растяжения может усиливаться
также взаимодействием гистонов и других белков
с одной из комплементарных цепочек ДНК. Тем
не менее, общий вклад силы притяжения между
молекулами в стабильность ДНК, по-видимому,
остается небольшим, о чем свидетельствует не-
значительное снижение Тпл. 

Особая роль магния подтверждается термиче-
ским поведением ядерного хроматина при фи-
зиологической ионной силе в отсутствии ионов
Mg2+ (рис. 6). Известно, что ионы натрия конку-
рируют с ионами магния, вытесняя последние, и
в физиологической концентрации сохраняют
определенную степень компактизации хромати-
на (до уровня 30 нм фибрилл). Если ядра, выде-
ленные в присутствии магния, перевести в рас-
твор 20 мМ ТЭА и 125 мМ NaCl, то Тпл ядерной
ДНК становится выше, чем в растворе с магнием.
Опять же, больше возрастает Тпл топологически
напряженной ДНК. При этом физиологическая
ионная сила подавляет взаимодействие гистонов
с ДНК, и пик гистонов резко теряет свою ста-
бильность, что выражается в значительном сни-
жении Тпл и энтальпии плавления.

Следует заметить, что в литературе рассматри-
ваются и другие механизмы понижения Тпл ДНК
в присутствии ионов Mg2+. Это, прежде всего,
возможное взаимодействие Mg2+ с остатками гу-
анина [48, 49], а также его пи-взаимодействия с
основаниями [57]. Понижение Тпл в присутствии
лиганда также обычно наблюдают, когда кон-
станта взаимодействия с денатурированной фор-
мой макромолекулы превышает ее значение для
нативной. Однако установлено, что в случае
ионов магния константа связывания с ДНК в на-
тивном состоянии выше, чем с ДНК в денатури-
рованном состоянии [58].

Интересная информация была получена нами
при повышенных концентрациях магния (>5 мМ)

Рис. 6. Термограммы плавления ядер клеток печени
крысы: кривая 1 – в 20 мМ ТЭА, рН 7.6 и 5 мМ MgCl2;
кривая 2 – перевод ядер из буфера с 5 мМ MgCl2 (1) в
буфер с 125 мМ NaCl.
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и нагревании компактных ядер до температуры
130°С. 

На термограмме (рис. 7) обнаруживался новый
высокотемпературный пик с Тпл больше 100°С.
Ранее было показано образование агрегатов дена-
турированной ДНК в присутствии магния в про-
цессе денатурации, но разваливающихся при до-
стижении Тпл или насыщающей концентрации
магния [59, 60]. Возможно и в нашем случае, что
это стабилизированная магнием денатурирован-
ная ДНК в составе хроматина, образующая спе-
цифические агрегаты с более высокой Тпл, подоб-
но описанным ранее при плавлении ДНК в при-
сутствии физиологической концентрации натрия
и высокой концентрации магния [49]. Однако
плавление этих агрегатов происходило до 100°С.
В то же время появление этого пика коррелирова-
ло с уменьшением интенсивности пика II, что
может служить указанием на их взаимосвязь. Та-
ким образом, не исключено, что это – предобра-
зовавшаяся при комнатной температуре некая
компактная конденсированная форма хромати-
на, возможно, ассоциирована и с денатурирован-
ной ДНК, которая кооперативно и с большей эн-
тальпией плавится при значительно более высо-
ких температурах. Ее разрушение при
дальнейшем увеличении концентрации магния и,
соответственно, ионной силы свидетельствует об
участии белка в формировании этой структуры
путем электростатического взаимодействия меж-
ду белком и ДНК. Работы в этом направлении
продолжаются.

Таким образом, в данной работе с помощью
метода ДСК, позволяющего работать с мутными
суспензиями ядер, получены термодинамические
данные по плавлению внутриядерного хроматина

в присутствии ионов магния. Их анализ позволил
предположить, что ионы магния в относительно
малых концентрациях в условиях ограниченного
пространства и высокой плотности внутриядер-
ного хроматина способны вызывать такие изме-
нения в балансе сил взаимодействия между со-
седними молекулами ДНК и межцепочечными
силами внутри ДНК, которые вызывают ее деста-
билизацию и снижение Тпл. При этом стабилиза-
ция октамера гистонов в присутствии магния свя-
зана с полимерным состоянием ДНК. Повышен-
ные концентрации магния в условиях кроудинга
в ядре, возможно, приводят к формированию
особо стабильных конденсатов нуклеопротеидов,
плавящихся с увеличенной энтальпией и Тпл. Из
наших результатов можно также заключить, что
магний, понижая Тпл и ослабляя взаимодействие
двух цепочек ДНК, способствует действию
ферментов типа полимераз. Известно, что поли-
меразы создают впереди себя положительное на-
пряжение (торсиональный стресс) в ДНК, пре-
пятствующее их движению. Магний, оказывая
свое действие на напряженную ДНК сильнее, чем
на релаксированную, тем более способствует
продвижению полимеразы. 
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Рис. 7. Изменение термограмм плавления ядер клеток печени крысы в буфере 20 мМ ТЭА, рН 7.6 при увеличении
концентрации MgCl2: кривая 1 – 5 мМ, кривая 2 – 10 мМ, кривая 3 – 20 мМ, кривая 4 – 40 мМ.
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КОЛОМИЙЦЕВА и др.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Все эксперименты на животных проводили в

соответствии с национальными и международ-
ными руководящими принципами по уходу и гу-
манному использованию животных.
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 Melting Calorimetry of Rat Liver Nuclei in the Presence of Magnesium Ions
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Differential scanning calorimetry was used to determine  thermodynamic parameters of decondensation of
intranuclear rat liver chromatin was induced by a decrease in the concentration of magnesium ions from
5 mM  to 0 mM. The process of chromatin melting in the temperature range of 70–100°C occurs in the fol-
lowing order: melting of core-histones, melting of relaxed DNA, and melting of topologically constrained
DNA. It was found that Tm and ΔH of individual peaks also depend on the concentration of Mg2+ ions in the
buffer. In nuclei with condensed chromatin, Mg2+ ions at a concentration of 5 mM increased significantly the
Tm of core histones (by ~7°C), as compared to that in unfolded chromatin but at the same time lowered the
Tm of nuclear DNA both in the relaxed and constrained state (by ~2.5°С and ~7.5°С, respectively). In the
presence of Mg2+ ions,  melting enthalpy for peaks increased significantly. At the same time, a decrease in
molecular weights of intranuclear DNA levels out a stabilizing effect of Mg2+ ions on core histones. A rise  in
the concentration of Mg2+ ions above 5 mM  leads to the appearance of a new peak with Tm above 100°С,
which probably reflects the thermal behavior of some Mg-induced aggregates. Possible mechanisms under-
lying thermal behavior of chromatin inside the nucleus are discussed.

Keywords: nucleus, chromatin, Mg2+ cations, differential scanning calorimetry, thermodynamics, DNA torsional
stress




