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Предисловие редактора перевода 

Строение и функционирование живых организмов определяются струк

турной информацией, самовоспроизводящимся носителем которой 
является молекула ДНК. В ДНК же накапливаются разнообразные му

тационные изменения, которые приводят к изменчивости организмов 

и подлежат естественному отбору. Информация, закодированная 

в ДНК, передается РНК-посреднику и далее воплощается в структуре 
белков - носителей всех жизненных функций. 

На чало великой славе ДНК было положено сравнительно недавно, 
в 1953 r., когда Джеймс Уотсон и Френсис Крик построили свою знаме
нитую модель. Мощная интуиция, романтизм в научном поиске позво

лили этим исследователям собрать в единое целое накопленные к тому 

времени факты и идеи относительно структуры ДНК. Это -сразу на
шедшие свое место правила Чаргаффа о равенстве количеств аденина 
и тимина, а также гуанина и цитозина в ДНК. Это - выдвинутые Л. По
лингом идеи о спиральности цепных биомолекул, получившие блестя

щее подтверждение в его знаменитой сх.-спирали. Это - развитые к тому 

времени строгие кристаллохимические представления о взаимном рас

положении атомов и связях между ними в органических соединениях. 

Основой при построении любой модели, а также при проверке ее 
справедливости является эксперимент; в данном случае решающую 

роль сыграл рентгеновский структурный эксперимент. Как раз в то вре

мя Розалинде Франклин и Морису Уилкинсу впервые удалось получить 
хорошие рентгенограммы ДНК, из которых однозначно следовало, что 

основания в ДНК уложены одно над другим, как в стопке монет. Отка

завшись от предположения о том, что сахарофосфатный остов ДНК на

ходится на оси цепной молекулы и поместив его на периферии, Уотсон 

и Крик пришли к гениальной догадке о комплементарности А-Т 
и G-C, стабилизируемой водородными связями. Тем самым они дали 
принцип самокомплементарного воспроизведения генетического мате

риала, вытекающий из сам.ой его структуры. 

Открытие структуры ДНК явилось по сути дела началом бурного 
развития молекулярной биологии в ее современном понимании. Другим 

краеугольным камнем этой науки стали быстро последовавшие за ним 

рентгеновские расшифровки структуры глобулярных белков. Предста-
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влялось чрезвычайно заманчивым не только узнать, как построены био
молекулы, но и выяснить механизм их функционирования и взаимодей

ствия на молекулярном уровне, т. е. проникнуть в самую основу 

жизненных процессов. Теперь на наших глазах совершается переход 

к следующему этапу-от познания этих проuессов к сознательному вме

шательству в них методами генной инженерии. 

В ходе развития молекулярной биологии выявилось много новых 

функций нуклеиновых кислот. Стала все больше проясняться сложная 

сеть взаимоотношений между различными нуклеиновыми кислотами 

и белками. Несмотря на всю красоту модели Уотсона-Крика, простоту 
заложенных в ней принципов и вытекающих из нее следствий, сами ав

торы понимали, что нужны гораздо более прямые и строгие доказа

тельства, и спокойно вздохнули лишь спустя 28 .JLт, когда все принци

пиальные черты исходной модели получили прямое подтверждение. 

Решающую роль здесь сыграл полный рентгеноструктурный анализ мо

нокристаллов коротких синтетических олигомеров с заданной нуклео

тидной последовательностью. 

Вместе с тем тот же рентгеноструктурный анализ, наряду с другими 

методами, как экспериментальными, так и теоретическими, продемон

стрировал конформационное многообразие нуклеиновых кислот. Это 
многообразие прослеживается на всех уровнях организации, включая 

низкомолекулярные компоненты ДНК и РНК (основания, нуклеозиды, 

нуклеотиды), одно- и многоцепочечные полимерные системы и. наконец, 

комплексы нуклеиновых кислот со специфическими белками. 
В книге В. Зенгера, которую мы предлагаем вниманию читателя, 

впервые подробно и систематически излагаются весьма обширные све

дения о структуре нуклеиновых кислот, накопленные к настояшему 

времени. Главное место в книге уделено данным рентгеноструктурного 

анализа, включая данные по рентгеновской дифракции на волокнах 
и монокристаллах. Привлекаются также данные, полученные с по

мощью спектроскопических методов, в особенности ЯМР, и результаты 

теоретических расчетов. 

Автору книги удалось собрать воедино весь имеющийся материал 

по конформационным характеристикам нуклеиновых кислот-все эти 
сведения представлены в многочисленных таблицах и проанализиро- \ 
ваны в тексте. При этом конформационные параметры полимерных мо-

лекул и комплексов оказываются как бы логическим развитием мате-

риала по различного рода взаимодействиям между отдельными 

элементами структуры. В книге подробно обсуждаются наиболее яркие 

и значительные достижения последних лет: открытие Z-формы ДНК, 

анализ сверхспиральной организации, данные по структуре нуклеиново

белковых комплексов, в том числе по структуре нуклеосом. Все это де-

лает книгу В. Зенгера единственной в своем роде - все ранее написанные 
монографии, в которых в той или иной степени обсуждается структура 
нуклеиновых кислот, уже явно не соответствуют сегодняшнему уровню 

развития этой области. 
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Таким образом, данная книга, перевод которой на русский язык вы

полнен квалифицированными специалистами, будет чрезвычайно полез

на всем, кто интересуется структурой важнейшего класса биологических 

макромолекул. 

Несколько замечаний по терминологии. Мы отказались от принятой 

прежде номенклатуры желобков двойной спирали (большой и малый, 

широкая и узкая бороздка) и называем эти желобки главным и ми

норным. Мы сочли удачным введенные В. Б. Журкиным названия кон
формационных параметров спирали: угол наклона (0т) и угол крена 
(0R ). Несколько смущает принятая автором система нумерации атомов 
в виде подстрочных индексов (N 3, 0 2 и т. д), что напоминает символику 

химических формул, имеющую совсем другой смысл. Однако во всех 

случаях контекст устраняет какие бы то ни было неоднозначности. 

Разумеется, в книге, посвященной столь обширной области, трудно 

было рассчитывать на одинаково полный охват всей проблематики. 
Так, весьма сжато изложен материал по комплексам ДНК с антибиоти

ками, мало внимания уделено структуре нуклеиновых кислот в составе 

вирусов, не обсуждаются данные по строению рибосом. Необходимо 

отметить, однако, что все это является следствием многочисленных 

белых пятен в наших сегодняшних знаниях о структуре нуклеиновых 

кислот в различных системах. 

Остается выразить надежду, что данная книга будет полезна в том 
числе и тем читателям, которые в дальнейшем примут активное участие 

в исследованиях, направленных на устранение этих белых пятен. 

Б. К. Вайнштейн 



Барбаре и Николь Йорr 

Dl!ll\o/>J J"oit т1в5 
8'1' АВ TULP 

Воспроизведено из статьи Campbell А. М. (1978), Straightening out the supercoiL 
Trends Biochem. Sci., 104- 108. 
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Основой для этой монографии послужил обзор, посвященный структур
ной организации полинуклеотидов. Я написал его в 1976 г. для книги, 
которая так и не вышла в свет. Рукопись лежала в столе, пока издатель

ство Springer-Verlag не предложило опубликовать ее как один из томов 
серии ''Springer Advanced Texts in Chemistry". Когда я просмотрел 
рукопись в 1980 г., то обнаружил, что она безнадежно устарела. Прежде 
всего была открыта левая спираль ДНК, и это заставило отказаться от 
представления, что в природе существуют только правые двойные спи

рали. Фактически все надо было переписывать заново. 

Когда я работал над рукописью, мне часто казалось, что я пытаюсь 

догнать уходящий поезд-такое множество открытий было сделано за 
последние два года. В настоящее время в структурных исследованиях 

ДНК наблюдается бум, вызванный, в частности, возможностью полу

чать синтетические олигонуклеотиды любой последовательности. Их 

можно кристаллизировать либо per se, либо в комплексе с определенны
ми ионами металлов, антибиотиками и белками. В изучении белков так
же открылись новые горизонты. Сейчас мы знаем пространственную 

структуру целого ряда белков, связывающихся с ДНК и РНК. Иссле
дуются более сложные системы, включающие соответствующие ком

плексы, что стало возможным благодаря дальнейшему развитию мето

дов кристаллографии. 

Я не могу завершить это короткое предисловие, не поблагодарив 

тех, кто способствовал поЯвлению моей книги. Это прежде всего Мейн
хард Хейдрих и Манфред Штейфа, которые работали с Кембриджским 
банком данных, извлекая из него нужные наборы координат атомов. 

Большинство приведенных в книге рисунков, изображающих структуры 

различных молекул, вычерчено с помощью программ SCHAKAL [1376] 
и ORTEP [1377]. Иллюстрации, которые нельзя было нарисовать на 
компьютере, сделал Людвиг Кольб по моим грубым наброскам. 

Когда пишешь книгу, трудно обойтись без хорошей библиотеки 

и помощи ее персонала. Лучшая из библиотек, которые мне доводилось 

видеть, это библиотека Института экспериментальной медицины Обще

ства Макса Планка. Благодаря помощи ее сотрудников М. Хеншель, 
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Б. Кюттнер и В. Геллерта я смог получить даже самые экзотические 
журналы. Перепечатыванием многочисленных вариантов рукописи при
шлось заниматься секретарям Шанталь Челли, Дженни Глиссмейер 
и Петре Гроссе. 

И наконец, я хотел бы поблагодарить своего учителя и научного ру
ководителя профессора Фридриха Крамера за руководство и поддержку 
в течение последних 18 лет. 

Геттинген, август 1983. Вольфрам Зенгер 

( 

' 



ГЛАВА 1 
Почему мы изучаем струкrуру 
нуклеотидов и нуклеиновых 

кислот? 

Прежде чем приступить к описанию структуры нуклеотидов и нуклеи
новых кислот, следует рассмотреть биологическую значимость этого 

класса молекул и определить цели изучения основ их структурной орга

низации на атомном уровне. 

Нуклеотиды выполняют множество функций в живых организмах. На

следственный материал - дезоксирибонуклеиновая кислота (ДНК)-пред
ставляет собой линейный полимер, мономерными единицами которого 

являются нуклеотиды. Но даже если бы нуклеотиды не были составной 

частью ДНК, их все равно следовало бы отнести к разряду наиболее 

важных биологических молекул. 
Нуклеотид состоит из трех компонентов: сахара, гетероциклического 

основания и фосфата. Сахар (рибоза или дезоксирибоза) присутствует 
в виде фуранозного кольца, которое соединяется с одним из четырех ге

тероциклических оснований посредством lЗ-гликозидной связи с образо
ванием четырех природных нуклеозидов: аденозина, гуанозина, цити

дина и тимидина [уридина в рибонуклеиновой кислоте (РНК)]. 
Нуклеотид образуется в результате фосфорилирования 3'- или 5'-ги

дроксильной группы сахара в составе нуклеозида. Нуклеотид-это не 
только «кирпичию> для строительства полинуклеотидных цепей ДНК 

и РНК; он выполняет и другие, независимые функции. 
На рис. 1.1 представлены производные аденозина, которые в зависи

мости от химической модификации выполняют в живой клетке совер
шенно разные биологические функции. В форме ди- и трифосфата аде
нозин является источником энергии для множества ферментативных 
реакций и процессов мышечного сокращения. Роль аденозинтрифосфата 

иллюстрирует тот факт, что скорость его оборота в живых организмах 
очень высока: для человека она примерно равна массе тела в сутки. Ци

клический 3'- и 5'-аденозинфосфат играет роль так называемого «второ
го посредника», опосредуя действие пептидных гормонов. В составе пу

ромицина аденозин является мощным ингибитором синтеза белка, а как 

арабино- или 8-азапроизводное проявляет свойства антибиотика. Адено

зиндифосфат, связанный через концевой фосфат с определенными био
логическими молекулами, входит в состав двух :коферментов: кофермен-
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Рис. 1.1. Незначительные химические модификации могут приводить к сущест
венным изменениям свойств биологических молекул. На этой схеме представ

лены аденозин (в центре) и некоторые из его производных, выполняющие совер

шенно разные биологические функции. 

та А и NAD +, которые необходимы для функционирования специфиче
ских ферментов. 

Чтобы понять биологическую роль нуклеотидов, нужно знать их 
структуJИlые особенности. Химическая структура и функции про

изводных аденозина, о которых говорилось выше. известны. Но почему 

они функционируют именно таким образом и каков механизм их дей
ствия? Почему, например, 8-азааденозин проявляет свойства антибиоти-

\ 
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ка, в то время как с химической точки зрения замещение СИ-группы на 
азагруппу в восьмом положении практически не влияет на электронную 

структуру соединения? Объяснение в данном случае нужно искать в из
менении не электронной структуры нуклеозида, а его трехмерной 

структуры, т. е. конформации, которая и объясняет функциональные 

особенности 8-азааденозина. 

Нуклеозиды и нуклеотиды взаимодействуют с белками на всех ста

диях их метаболизма и в процессах регуляции, характер которых тре

бует специфического узнавания двух (или большего числа) реагентов. 
Это предполагает, что взаимодействующие соединения имеют строго 

детерминированную пространственную структуру. Следовательно, толь

ко установив ее на атомном уровне, можно на атомном же уровне по

нять механизм функционирования. 
Структуру нуклеотидов можно изучать различными методами. Наибо

лее мощным среди них является рентгеновская кристаллография. Пио
нером рентгеновских исследований нуклеозидов был Фурберг, который 

в 1951 г. опубликовал данные о кристаллической структуре цитидина 
[1] (рис. 1.2). В те дни карты электронной плотности, построенные по 
многим тысячам отражений, рассчитывались вручную, поэтому ос

новным фактором, лимитирующим определение кристаллической струк
туры, было время. Для установления структуры даже таких малых мо

лекул, как нуклеозиды, требовались годы. Благодаря современной 

технике теперь на это уходят не годы, а дни, и к настоящему времени 

установлена кристаллическая структура более 600 нуклеозидов, нуклео
тидов, олигонуклеотидов и их составлящих. Этот огромный материал 

вместе со спектроскопическими данными и результатами теоретических 

расчетов позволяет с большой определенностью говорить о струк

турных особенностях нуклеотидов на атомном уровне. 

От нуклеотидов к двойной спирали ДНК. ПринЦJm струк~урной орга
низации, совершивший революцию в биохимии. В 1951 г., когда Фурберг 

опубликовал работу о молекулярной структуре первого нуклеозида, 

строение ДНК было еще неизвестно. Что является основой наследствен

ности? Каким образом наследственный материал-ДНК - воспроизво

дится от поколения к поколению? Как осуществляется биосинтез белка 
и по какой системе устанавливается соответствие между нуклеотидной 

последовательностью в ДНК и последовательностью аминокислот 

в белке? Даже принимая во внимание полученные в лаборатории Тодда 

данные о том, что линейная полимерная молекула ДНК состоит из ну
клеотидов, связанных друг с другом 3',5'-фосфодиэфирными связями 
[2], ответить на эти вопросы, опираясь только на химические данные, 
было невозможно. 

Необходимая для этого дополнительная информация была получена 
Чаргаффом с сотрудниками, которые показали, что в ДНК с самым 

различным нуклеотидным составом отношения А/Т ~ G/C всегда равны 
единице [3]. На первых рентгенограммах волокон ДНК Астбери обна
ружил очень сильный ·меридиональный рефлекс, соответствующий рас-
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стоянию 3,4 А [ 4]; это означало, что основания уложены одно над дру
гим. Исходя из данных по электрохимическому титрованию, Галланд 
[5] заключил, что основания связаны друг с другом водородными свя
зями. Новые рентгеновские данные, полученные в лаборатории, где ра

ботал Уилкинс, указывали на спиралъное строение моnекуnы ДНК, ко

торая способна принимать разные конформации в зависимости от 

относительной влажности среды и наличия противоионов (6]. 
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Рис. 1.2. Проекция структуры цитидина на плоскость, перпендикулярную крис
таллографической оси с, полученная в резу ль та те анализа кристаллической 
структуры. Длины связей выражены в ангстремах; водородные связи обозна

чены пунктиром. Обратите внимание на то, что атомы С4 и 0 5 • (по новой но
менклатуре атомы С6 и 0 5. ) достаточно близко подходят друг к другу; этот 

факт был вновь обнаружен лишь много лет спустя (разд. 4.9) после выхода ра
боты, из которой взят этот рисунок [ 1]. 
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Рис. 1.3. Схематическое изображение 
двойной спирали ДНК (10]. Сахаро
фосфатные цепи расположены по пе
риферии молекулы и направлены ан

типараллельно друг другу. Пары осно

ваний (АТ и GC), изображенные в виде 
жердочек между цепями. расположены 

друг над другом в центре спирали. 

15 

Все части этой головоломки были собраны воедино Уотсоном 
и Криком [7. 8]. Они предложили модель молекулы ДНК, в которой 
аденин специфически соединяется с тимином, а rуанин - с цитозином 
с помощью водородных связей; эта модель полностью объясняла 
данные Чаргаффа и Галланда. Исходя из рентгеновских данных Астбе

ри и Уилкинса, Уотсон и Крик сделали вывод, что пары оснований уло

жены наподобие стопки монет на расстоянии 3,4 А друr от друга. При 
этом соседние пары повернуты на угол 36°, в результате чеrо образует
ся правая двойная спираль с десятью парами оснований на виток 

(рис. 1.3). Исходя из фурберrовской структуры цитидина, Уотсон 
и Крик приписали каждому нуклеотиду определенные размеры и форму 

и построили модель спирали, в которой основания расположены вдоль 

оси спирали, а два сахарофосфатных остова - по периферии и закручены 
антипараллельно друr на друга. 

Это открытие, удостоенное Нобелевской премии в 1962 г. и описан
ное в занимательной книге Уотсона «Двойная спираль» ([9]; дополне
ние 1.1), ответило на многие вопросы, выдвинуло ряд новых проблем 
и привело к бурному развитию целого ряда областей биохимии и гене

тики. Подчеркнем, что все это стало возможным лишь после того, как 

была определена структура генетического материала - молекулы ДНК. 
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От двойной спирали к хромосоме: несколько впечатляющих цифр. 

у становление структуры ДНК не исчерпало, однако, всех проблем. 
В клетке молекула ДНК характеризуется более высоким уровнем орга
низации. Суммарная длина ДНК в классах организмов, стоящих на раз

ных ступенях эволюционной лестницы. варьирует от нескольких микро

метров до нескольких сантиметров (рис. 1.4). ДНК бывает локализова
на в вирусных частицах, в клетках прокариот и в ядре эукариотических 

клеток. В соматических клетках человека находится 46 хромосом, ка
ждая из которых содержит по одной двух.цепочечной молекуле ДНК 
длиной примерно 4 см. Если все молекулы ДНК, заключенные в сома
тической клетке, соединить друг с другом, получится цепочка длиной 

Относителыюе содержВ№tе ДНК, % 

0,01 0,1 1,0 10,0 

Костиста.1е рыб~.1 8 

BИPVClll 
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Оболочниt<и 8 

Кишечнополостные 

Одно1<леточные водоросли 

Гриб~.1 

Бактерии 8 

Число ную\е0тиднь1х пар ДНК в 1<лет1<е (rаnломдный набор) 

105 106 107 108 

1 1 1 1 1111\ 1 11111 ! 1 1 1 1111 ! 1 1 1 1 11111 

10МКМ 100 мкм 1 мм 1см 

Суммарная АЛИна ДНК, содержащейся в 1<nет1<е 

109 

1 1 1 1111! 

10 см 

100 

1 1 1) 
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Рис. 1.4. Количество ДНК в клетках орrанизмов, стоящих на разных уровнях 
орrанизации. Длина ДНК определялась по числу нуклеотидных пар в клетке, 

при условии что расстояние между соседними парами оснований равно 3,4 'А. 
Ось ординат не проведена, поэтому точная форма кривой может быть иной; 
представленная кривая показывает лишь, что с усложнением организма увеличи

вается содержание ДНК 
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Рис. 1.5. Электронная микрофотография хромосомы из клеток Hela, у которой 
удалены гистоны, на стадии метафазы [11]. Видны Х-образный контур белково
rо каркаса и часть окружающей его ДНК 

примерно 2 м. С помощью небольших белков гистонов, содержащих 
много основных аминокислот, такая двухметровая uепочка упаковы

вается в ядре диаметром 0,5 мкм. Это соответствует упаковке нити диа
метром О, 1 мм и длиной НЮ км внутри сферы диаметром 25 см. В ядре 
помещаются еще и гистоны, которые упорядочивают и удерживают 

вместе молекулы ДНК. Если удалить rистоны и рассмотреть хромосо
му под электронным микроскопом, можно увидеть переплетенные цепи 

ДНК, которые окружают белковый каркас (рис. 1.5~ 

2- 509 

,- ._ tJ r i:.KA 
м. r. У. 
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Вох 1.1 
Shortened Version oJ J. D. Watson's Book «The DоиЫе Helix» 

Hear the song of how the spiral 
Complex, twisted, douЫe, chiral 
Was discovered. Its construction 
Following some shrewd deductuon 
Was accomplished. From all sides 
''Oh tell it as it was" they cried so 
Then he took his pen and paper 
And composed the helix caper 
Writing of the Cambridge popsy 
Turned the world of science 

topsy 
Turvy like had not Ьefore been 
Done. Тhе story is no more than 
How the structure was 

discovered 
Secret of the gепе uilcovered 
Biological prediction 
Вetter than а work of fiction 
Stylistically breezy 
Everything appeared made easy 
And it was. The bases, pairing 
Found at last-a small red 

herring 
Notwithstanding. How he found 

them 
And the hydrogens that Ьound 

them 
Was а stroke more accidenta] 
Тhan а work experimental 
Chemistry was not his calling 
Не had read опе book Ьу Pauling 
Models of the Ьases he'd made 
With them on his desk top he'd 

played 
Shuffiing them and pulling like 

with 
Like he made no lucky strike 

with 
Guanine, thymine, adenine. А 
Letter came from Pasadena 

Horrors: then the day was won 
for 

Pauling's model was quite done 
for 

Extra atoms he had set in 
Where no atoms should Ье let in 
With some phrases less than 

modest 
Pauling's model's called the 

oddest 
Back now to the basic pairing 
How's the structure building 

faring? 
Faster, faster goes the race, then 
Everything falls into place when 
Tautomers which nature chooses 
Are the ones our author uses 
Two chains (but here we can't Ье 

sure) 
Plus this extra structure feature : 
Pauling's outside bases inside 
Pauling's inside phosphates 

outside 
Now they all were quite ecstatic 
Soon Ьесаmе they quite dogmatic 
Having nature's secret later 
Checked against the x-ray data 
This was difficult, f or Rosie 
Found our scientist rather nosey 
Bragg compares the Ьооk with 

Pepys. Is 
This the verdict of Maurice? His 
Thoughts alas we cannot gainsay 
Trumpet Ыowing's not his forte 
Tales like this do have а moral 
Whether printed whether oral 
Find the right man to advise you 
Тhen you'll get а Nobel pnze too. 

J . Field 

From: Journal of IrreproduciЫe Results, 17, р. 53 (1968). 
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Дополнение 1.1 
Стихотворная версия книги Дж. Уотсона «Двойная спираль» 

Слушай песню, как спиральный, 

Скрученный, двойной, хиральный 

Комплекс был открыт. Конструкции 

После тщательной дедукции 

Дали жизнь. Со всех сторон: «0! 
Правду, правду!» - исступленно 
Люд кричал. Строчил в скрижаль 

Автор хохму про спираль-

Как из Кембриджа милашка ми

р научный кверх тормашками 
И вверх дном перевернула вмиг, 

Как не снилось никому. Возник
ла повесть эта, как структура 

Родилась и почему ра-

згадать загадку гена 

Смог ученый вдохновенно. 

Предсказание без мистики 
Лучше всякой беллетристики. 

В рамках ветреного стиля 

Тайны сами в руки плыли

Так и было. Оснований 

Пары Яснились в тумане, 

Всем помехам вопреки. 

Мановением руки 

Пары он открыл-и сходу 

Связь посредством водорода. 
Взрыв, снискав аплодисменты, 
Все затмил эксперименты. 
Как его ни ставь высоко, 
В химии он не был дока, 
Но прочел-не ставь в вину! -
Книгу Полинга-одну. 
Оснований взял модели, 
Тасовал их (шли недели), 
Клал их так и клал их эдак, 
Ворошил их напоследок. 
Но не слушались тимин, 
Аденин и гуанин. 
Нощно он корпел и денно, 

2• 

Тут письмо из Пасадены 

Подоспело: Что творится! 
Полинга модель годится 

Для тех атомов добавочных, 
Что во всех пособьях справочных 

Слыли лишними. Он бурно 
(а, быть может, нецензурно) 
Отозвался о модели 

Полинга. И стал на деле 

Основания увязывать. 
Что же дальше вам рассказывать? 

Гонка пауз не дает-

Но на место все встает 
В миг, когда, устав без меры, 

Автор наш туатомеры 
Выбирает для исхода 

Те, что выбрала природа. 

Две цепочки (врем едва ли) 

Плюс такие вот детали: 

Там снаружи все фосфаты, 
А совсем не внутрь упрята-

ны, а основанья нужные, 

Что по Полингу наружные, 
Все внутри. Народ в истерике 

И в Европе, и в Америке. 

Все вопят: «Он это смог!» Мы 

Поспешили статус догмы 

Дать открытью, постепенно 

Сверив с данными рентгена. 

Было трудно: Села Рози 
На рефлексы в гордой позе. 

Книгу Брэгг назвал скрижалью. 

А Морис? С большой печалью 
Скажем: был он разозлен, 

В трубы дуть он не силен. 

Без морали быль невнятна 

(Коль не устной, так печатной): 

Не теряй напрасно время - и 
Ты при Нобелевской премии. 

Дж. Филд 

Перевод А. Парина 

\ 
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Как организована ДНК в хромосоме? Каким образом осуществляет
ся ее экспрессия? Хотя многие детали этих процессов нам все еще не

известны, отметим, что физические и химические свойства нуклеиновых 

кислот и их составляющих тесно связаны с трехмерной структурой этих 
полимерных молекул. Поэтому на вопрос, поставленный в этой главе, 
можно ответить следующим образом: принципы структурной организа

ции нуклеотидов и нуклеиновых кислот изучают для того. чтобы по

нять, как функционируют эти биологические молекулы на а rомном 

уровне. , 



ГЛАВА 2 
Термины, необходимые для описания 

структуры нуклеиновых 

кислот 

Фундаментальное значение в структурной химии имеет строгое опреде

ление терминов. описывающих геометрию молекул. В этой главе мы 
коснемся тех соглашений и номенклатуры, которые приняты для описа

ния нуклеотидов и нуклеиновых кислот. Хотя в работах по исследова

нию нуклеиновых кислот употребляются схемы нумерации атомов 

и сокращения, рекомендованные комиссией Международного союза об

щей и прикладной химии (IUPAC) и Международным союзом биохими
ков (IUB) [12-14], разногласия в терминологии затрудняли и до сих пор 
затрудняют определение таких понятий, как длина связи, валентные 

и торсионные углы [15-18]. Недавно подкомиссия IUPAC-IUB вырабо
тала единые стандартные определения [19]. В этой главе мы поясним 
их и в дальнейшем будем использовать в тексте. 

Z.l. ОСНОВАНИЯ, НУКЛЕОЗИДЫ, НУКЛЕОТИДЫ 
И НУКЛЕИНОВЫЕ КИСЛОТЫ: НОМЕНКЛАТУРА 

и символы 

Основной повторяющейся единицей в молекулах дезоксирибонуклеино
вой (ДНК) и рибонуклеиновой (РНК) кислот является нуклеотид 

(рис. 2.1). Нуклеотид состоит из фосфорилированного по 51-положению 
сахара в виде фуранозного кольца (13-D-рибоза в РНК или 13-D-2'-дезо
ксирибоза в ДНК), в котором С11-атом связан с одним из четырех гете

роциклических оснований посредством 13-гликозидной связи C1·- N . Ге
тероциклическими основаниями являются пурины аденин и гуанин 

и пиримидины цитозин и урацил. Последний присутствует только 
в РНК, а в ДНК он заменен функционально эквивалентным тимином 
(5-метилурацил) (рис. 22; табл. 2.1). 

Свободные основания -аденин (Ade~ гуанин (Guo1 цитозин (Cyt), 
урацил (Ura) и тимин (Тhу)-содержат атом водорода в девятом (пу
рины) и первом (пиримидины) положениях, который в составе нуклеози

да замещается остатком сахара (рис. 2.2; табл. 2.1). Кроме основных 
нуклеозидов-аденозина (Ado или А), гуанозина (Guo или G~ цитидина 
(Cyd или С), уридина (Urd или U) и тимидина (dThd или dT) [12]-суще-
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ствует множество других природных, синтетических и модифициро
ванных нуклеозидов. Многие из них проявляют свойства антибиотиков. 
Среди них можно выделить важный класс арабинозилов-нуклеозидов, 
у которых Р-D-рибоза заменена Р-D-арабинозой (рис. 2.2) [20, 21]. 

Нуклеотид -это нуклеозид, в котором фосфорилирован один из ги

дроксилов сахара. Фосфорилирование нуклеозида может осуществлять
ся по трем положениям: 2', 3' или 5'. Например, в адениловой кисло
те - аденозин-5' -монофосфа те( 5' -АМР), называемом также аденилатом, 

фосфорилирование произошло по положению 5', а в уридин-3'-монофос
фате (3-'UMP)-no 3'. С помощью фосфатных групп могут обр~овы
ваться также циклические диэфиры нуклеозидов путем формирования 
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О--,,Р-01 
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Рис. 2.1. Участок молекулы рибонуклеиновой кислоты (РНК), в которой нуклео
зиды аденозин (А), гуанозин (G1 уридин (U), цитидин (С) связаны друг с другом 
3',5'-фосфодизфирными связями. Направление цепи (5' -+ 3') отмечено стрелкой. 
Для нуклеотида 5' -GMP указана система нумерации атомов. В случае аденозина 
представлены все водородные атомы, а для остальных нуклеотидов только 

функциональные. Краткое обозначение данного фрагмента таково : pApGpUpCp 
или pAGUCp. В дезоксирибонуклеиновой кислоте (ДНК) вместо rnдроксильной 
группы, связанной с атомом С2., находится атом водорода, а вместо урацила

тимин. (Формулы для G и С содержат ошибки : связи C6 - N 1 в гуанине 

и N 1- C2 в цитозине одинарные.) 



Таблиц а 2.1. Сокращения и символы, используемые для обозначения оснований, нуклеозидов и нуклеотидов [38) 

Основание 

Наз
вание 

Символ Название 

Нуклеотид 

Символ 

1. Рибонуклео3uды и рибонуклеотиды 

Урацил Ura Уридин Urd или U 

Цито- Cyt Цитидин Cyd или С 
зин 

Аденин Ade Аденозин Ado или А 

Гуанин Gua Гуанозин Guo или G 

2. Дезоксирибонуклеозиды и дезоксирибонуклеотиды11 

Тимин Thy Дезокситимидин dThd или dT 

Цито- Cyt Дезоксицитидин dCyd или dC 
ЗИН 

Аденин Ade Дезоксиаденозин dAdo или dA 

Гуанин Gua Дезоксиrуанозин dGuo или dG 

Название 

Уридиловая 

кислота 

Цитидиловая 
кислота 

Адениловая 
кислота 

Гуаниловая 
кислота 

Дезокситимиди-
ловая кислота 

Дезоксицитиди-
ловая кислота 

Дезоксиаденило-
вая кислота 

Дезоксиrуанило-
вая кислота 

1
> Символы, использующиеся для обозначения 2-дезоксирибонуклеозидов и 

нуклеозидов и рибонуклеотидов толыо наличием приставки d. 

Нуклеозид 

Символ 

5'-UMP или 
pU 
51-СМР или 

рС 

5'-АМР или 

рА 

5'-GMP или 
pG 

5'-dTMP или 
pdT 

5'-dCMP или 
pdC 

5'-dAMP или 
pdA 

5'-dGMP или 
pdG 

Другие названия и обозначения 

Уридин-2'-моиофосфат (2'-UMP) 
Уридин-3'-монофосфат (3'-UMP, Up) 
Цитидиндифосфат (CDP, ррС) 
Цитидилил-(3',5')-уридин (CpU) 

Аденозинтрифосфат (А ТР, рррА) 

Гуанозин-2' ,З' -циклофосфат (2' ,З' -
GMP, G > р, cGMP) 

Полиадениловая кислота [poly (А)]; 
сополимер с чередующейся пос
ледовательностью dA и dT, poly 
(дезоксиаденилат-дезо.кситими
дилат), poly d (А-Т) или poly (dA
-dT) или (dA-dT) или d (А-Т)11 ; 
для случайного сополимера dA, 
dT вместо дефиса между симво
лами ставится запятая poly d (А,Т) 
и т. д. Комплекс между poly (А) 
и poly (U) обозначается poly(A) · 
· poly(U). 

Аланин-специфичная транспортная 
РНК из Е. coli ( тРНКдtа (Е. coli)]. 

2-дезокснрибонуклеотидов, отличаются от таковых для рибо-
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Аденин 

Ade 

Н03- 01'"! 
Уридин 
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НОз• Н2, 

Дезоксиа.денозин 
dAdo, dA 

Арабиноцитмдин 

araCyd. 1r1C 

Рис. 22 Структурные формулы некоторых оснований, нуклеозидов, нуклеоти
дов и кофермента NAD + . 

фосфодиэфирных связей между 2' - и З' -гидроксилами или между З' -
и 5'-гидроксилами в рибонуклеотидах и между З'- и 5'-гидроксилами 

в дезоксирибонуклеотидах. Одним из таких диэфиров является адено

зин-3',5'-циклофосфат (З',5'-АМР, сАМР, А> р), который играет важную 
роль так называемого «второго посредника». В богатых энергией ди

и трифосфатах олигофосфатный остаток присоединяется к сахару по 
5' -nоложению; в результате образуется, например, аденозинтрифосфат 
(АТР, рррА, Ado-5'PPP). В зависимости от степени гидролиза аденозин
трифосфата могут образоваться аденозиндифосфат (ADP, ррА) или аде
нозинмонофосфат-адениловая кислота (5'-АМР). Аналогичным обра
зом образуются олигофосфаты других нуклеотидов. Все они играют 
важную роль в биосинтезе полинуклеотидов. Особое место · занимает 
кофермент никотинамидадениндинуклеотид (NAD + ), состоящий из раз
деленных пирофосфатной группировкой Ado и никотинамидрибозида 
(Nir): Ado-5'PP5'-Nir (12] (рис. 2.2). 

Нуклеотиды в составе олиго- и полинуклеотидов соединяются друг 

с другом З',5' -фосфодиэфирной связью. Тринуклеозиддифосфат с после
довательностью G- C- U называют гуанилил-З'-5'-цитидилил-З',5'-ури
дином и обозначают GpCpU или просто GCU; при этом 5' -концевьfм 
нуклеотидом является G, а З'-концевым-U. 2',5'-Фосфодиэфирная связь 

между нуклеотидами может существовать только в полимерах рибонук

леотидов. В nрироде такие соединения не обнаружены, они могут быть 
синтезированы только искусственно. В последнее время интерес к синте-

\ 
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тическим шrnгорибонуклеотидам заметно возрос, поскольку оказалось, 
что они стимулируют активность интерферона. 

Полинуклеотиды типа роlу(уридилат), роlу(дезоксиаденилат) или, 
короче. poly (U), poly ( dA) и т. д. называют синтетическими гомополи

мерами. Poly (дезоксиаденилат-дезокситимидилат)-ро1у (dA-dT)-на
зывают гетерополимером с чередующейся последовательностью_ Ес

ли dA и dT распределены вдоль цепи случайным образом, то 
в обозначении полимера дефис заменяется запятой-ро1у(dА, dТ). 
Poly (U) и poly (А) могут образовывать комплексы в соотношении 1 : 1 
или 2 : 1. В обозначениях таких комплексов на это указывает точка ме
жду символами, отвечающими отдельным цепям: poly (А)- 2 poly (U). 
В обозначении различных тРНК, например тРНКРhе (дрожжи), верхний 
символ указывает на специфичность тРНК к определенной аминокисло
те, а в скобки заключено название источника, откуда выделена данная 
тРНК (табл_ 21). 
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2.2. СИСТЕМА НУМЕРАЦИИ АТОМОВ 

На рис. 2.1-2.З представлена принятая для нуклеотидов система нуме
рации атомов. Символы, обозначающие атомы сахара, отличаются от 
таковых для атомов оснований значком «штрих». Остов полинуклеоти

да описывают в направлении Р-+ 0 5·-+ С5· -+ С4·-+ С3·-+ 0 3·-+ Р. 
В сахарном кольце нумерация такова: С1·-+ С2·-+ С3· -+ С4·-+ 0 4· -+ 
-+ С5• (обратите внимание, что ранее принятое обозначение 0 1• замене

но на 0 4 • [19]). 
Двум атомам водорода при атоме С5• и при атоме С2• в дезоксири- ' 

бозе, а также двум свободным атомам кислорода при атомах фосфора 
приписываются номера L и 2, причем это делается следующим образом: 
если смотреть вдоль цепи в направлении 0 5·-+ С51, то, двигаясь по ча

совой стрелке, мы будем последовательно проходить атомы С4·, Н5•1 , 

Н5•2. Аналогично если смотреть вдоль цепи в направлении 0 3· -+ Р-+ 
-+ 0 5·, то при движении по часовой стрелке мы будем последовательно 
проходить атомы 0 5., Ор1 , Ор2 (рис. 2.3). 

-..... 
1 

..s 

-.-
+ s 

Направление 
цепи 

2 

1 

1 

~ 
х~ ~~уриныl 

'j(.... -с2 (nиримидинь1t 

Рис. 2.3. Система нумерации атомов и определение торсионных углов для поли
рибонуклеотидной цепи. Порядковый номер нуклеотида увеличивается сверху 
вниз, т. е. в направлении 0 5 • ~ 0 3 •• Индексы 1 и 2 приписываются атомам водо
рода при атоме С5• и атомам кислорода при атоме Р согласно правилу, указан
ному в тексте. В дезоксирибозе атому водорода, замещающему атом 0 2., при

писывается индекс 1, а второму атому водорода-индекс 2. Полно~ описание 
торсионных углов дается в табл. 22 
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2.3. ТОРСИОННЫЕ УГЛЫ (УГЛЫ ВРАЩЕНИЯ) И ИНТЕРВАЛЫ 
ИХ ЗНАЧЕНИЙ 
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Трехмерную структуру молекул обычно описывают посредством длин 

связей, валентных углов и углов вращения групп атомов вокруг связей 

(торсионных углов). Торсионные углы, описывающие вращение вокруг 
связи В-С, задаются последовательностью четырех атомов 

A-B-C- D. Торситтый угол (или угол вращения) е на рис. 2.4-это 
угол между проекциями связей А-В и C- D на плоскость, перпендику
лярную связи В-С. Торсионный угол, равный нулю, соответствует на

ложению связей А-В и C-D друг на друга при проецировании (ком
планарная, или цис-конформация). Торсионный угол считается положи
тельным, если дальняя от наблюдателя, смотрящего вдоль связи В-С, 
связь повернута по часовой стрелке относительно ближней связи. Значе

ния торсионных углов обычно указывают либо в интервале 0-360°, либо 
в интервале - 180 7 + 180° [19, 22]. 

Торсионный угол может быть определен и как угол между двумя 
плоскостями, в которых лежат атомы А, В, С и В, С, D соответственно. 

Б 

А 

в г 

в.с 

----\i] 
1 

1 
1 

Рис. 2.4. Определение торсионных и двугранных углов. А. Торсионный угол 
0 (A- B- C-D), описывающий ориентацию связей А-В 11 C- D относительно 
центральной связи В-С. Б. Вид вдоль связи В-+ С. 0-это торсионный угол, 

равный углу между проекциями связей А-В и C- D на плоскость, перпендику
лярную связи В-С; дополнительный ему угол ф называется двугранным углом. 
Если связи А-В и C- D цис-планарны (совпадают при проецировании), то угол 
0 равен 0°, а ф- 180° ; если дальняя связь C- D повернута относительно ближней 
связи А-В по часовой стрелке, то углы считаются положительными. В. 0 опре
деляется как угол между плоскостями А-В-С и B- C- D. Г. Двугранный угол 

Ф-это угол между нормалями к этим плоскостям. 
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цис 

син 

180° 

анrи 

Рис. 2.5. Связь между системой обозначений торсионных углов, используемой 
в спектроскопии (цис, транс, + гош, - гош), и системой, введенной Клайном 
и Прелогом (син, или синперипланарный, анти, или антиперипланарный, 
+синклинальный, - синклинальный, +антиклинальный, - антиклинальный). 

Последняя рекомендована комиссией IUPAC-IUB по номенклатуре нуклеотидов 
[19] и используется в данной книге. Интервалы значений син, анти имеют осо
бое значение в стереохимии нуклеотидов (см. рис. 2.10). 

Для определения торсионного угла может быть использован и угол 
между нормалями к этим плоскостям. Этот двугранный угол ф есть не 
что иное, как угол, дополнительный к торсионному. В лwпературе тор

сионный и двугранный углы часто используют как синонимы, тем не ме-

1lее путать их друг с другом 1le следует. 
Молекулы со свободным вращением вокруг одинарных связей при

нимают не все возможные конформации, а предпочитают только неко
торые из них, стерически разрешенные. Поэтому часто бывает удобно 

\ 
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описывать структуру молекул интервалами значе1Шй торсионных уrлов. 

В органической химии обычно используют разбиение, предложенное 

Клайном и Прелогом: син (,...,Оп), анти ("' 180°~ + синклинальный 
(,...., + 60°) и +антиклинальный (,...., + 120°) [23, 24]. В работах по спек
троскопии и кристаллографии чаще всего используют такие обозначе
ния: цис (,...., 0°), транс (,...., 180°), + гош ( _, + 60°). Обе эти системы 
представлены на рис. 2.5. Мы будем придерживаться системы Клайна
Прелога, поскольку именно она рекомендована подкомиссией IUPAC
IUB по номенклатуре нуклеотидов. 

2.4. ОПРЕдЕЛЕНИЕ ТОРСИОННЫХ УГЛОВ 
В НУКЛЕОТИДАХ 

Конформация сахарофосфатного остова в направлении Р-+ 0 5,-+ 

-+ С5• -+ С4, и т. д. описывается торсионными углами а. JЗ, у, ь, Е, ~ в ал
фавиrnом порядке, причем а определяет вращение вокруг связи Р-+ 0 5, 

(см. табл. 2.2 и рис. 2.3). Пять эндоциклических торсионных углов саха
ра обозначаются через v с нижними индексами от О до 4; угол, опреде
ляющий ориентацию основания относительно сахарного кольца, обо
значается через Х· Заметим, что v3 и ь описывают ориентацию 

относительно одной и той же связи : С3·--С4•• v3 определяет ориента
цию в кольце сахара, а ь-вне кольца. Связь между этими углами де
тально описана в гл. 4. 

Таблица 2.2. Определение торсионных углов в 
нуклеотидах [16)1> 

Торсионный 
угол 

сх 

J3 
у 

о 
Е 

~ 
х 

Vo 
V1 
Vz 
Vз 

V4 

Атомы, образующие этот угол 

(n _ 1) 03·-Р-О5,-С5, 
Р-О5.-С5.-С4• 

Os·-Cs·-C4·-Cз· 
С~-С4.-С3.-О3. 
С4.-С3.-03.-Р 

C3.-0 3 .- P- 0 5·<n + t> 
0 4.-C 1.- N 1 - C2 (пиримидины) 

0 4 .- C 1,- N 9- C4 (пурины) 
С4.-О4.-С1 .-с2• 

О4.-С1.-с2.-С3• 

с 1 .-с2,-с3.-с4• 

С2.-С3.-С4.-04. 

Сз·-С4•-О4·-С1 . 

•) Атомы с индексами (n - 1) и (n + 1) принадлежат 
соседним нуклеотидам. 
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2.5. КОНФОРМАЦИЯ САХАРНОГО КОЛЬЦА. 

ЦИКЛ ПСЕВДОВРАЩЕНИЯ 

Пят11членное фуранозное кольцо обычно непланарно. Оно может при

нимать конформацию, подобную конверту (Е, от англ. envelope~ в кото
рой четыре атома из пяти находятся 0В одной плоскости, а один атом 
выходит из нее на расстояние до 0,5 А, либо изгонутую твист-конфор
мацию (Т, от англ. twist), в которой любые два соседних атома сме
шены в разные стороны от плоскости, построенной по трем оставшим

ся аrомам сахарного кольца [25] (рис. 2.6). В обоих случаях атомы, 
выходящие из плоскости в ту же сторону, что и атом С5·, называют эн

до-атомами, а атомы, смещенные в противоположную сторону, экзо

атомами [26] (рис. 2.7). Соответствующим образом обозначаются 

Е 

т 

Рис. 26. Конформация конверта (Е) 
и твист-конформация (Т) пятичленного 
кольца. В Е-конформаuии четыре ато

ма компланарны. а пятый выступает 

из плоскости; в Т-конформации ком

планарны три атома. а два отходят 

в разные стороны от плоскости. 
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Рис. 2.7. Различные конформации са
хара. А. Исходное состояние с несуще
ствующим плоским пятичленным са

харом. Треугольник С1 .-О4--С4• за
штрихован. Б - Д. Плоскость треуголь

ника перпендикулярна плоскости ри

сунка. Б. Конверт С3.-эндо, или 3Е. В. 
Конверт С2.-эндо, или 2Е. Г. Симме
тричная твист-конформация. или полу

кресло С2.-экзо-С3.-эндо, или ~Т. Д. 
Несимметричная твист-конформация 
с главным С3.-эндо-выступом и ми

норным С2'-экзо-выступом, или 3Т 2• 
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и конформации сахарных колец. Следует заметить, что переход из Е
в Т-конформацию происходит очень легко; обычно четыре атома, опре
деляющие плоскость кольца в Е-конформации, редко бывают строго 
компланарными, а смещение атомов от плоскости кольца в Т-конфор
мации редко бывает симметричным. Большее отклонение от планарно
сти называют главным выступом (major puckering), меньшее-ми
норным (minor puckering). 

При сокращенной записи символы, отвечающие эндо- и экзо-атомам, 
ставят либо перед буквами Е и Т, либо после них в зависимости от то
го, о каком выступе идет речь-о главном или минорном. Несиммет

ричная 'С31-эндо-С2·-экзо-твист-конформация. с С3·-главным и 
С2'-минорным выступами, обозначается 3Т 2• Подобная же, но симмет
ричная конформация обозначается как ~Т. Символ 2Е отвечает 
С21-эндо-конверту, а 3Е-С3·-экзо-конверту (рис. 2.7). 

Цикл псевдовращения. Описанные способы обозначения конформа
ций сахара являются приближенными и не могут отразить все промежу

точные состояния, в которых находятся эти соединения. Конформации 
пятичленных колец были проанализированы весьма изящным методом, 

основанном на понятии псевдовращения. Впервые этот метод бьm вве
ден для анализа конформаций циклопентанов [27, 28] и позже применен 
к замещенной фуранозе [29]. 

В циклопентанах конформационные изменения происходят не через 

образование плоских промежуточных форм: максимальный выступ 
перемещается по кольцу фактически без энергетических барьеров, что 
приводит к бесконечному числу возможных конформаций, которые 
описываются максимальным торсионным углом (степенью изгиба коль

ца Vmax) и фазовым углом псевдовращения Р [30, 31] (рис. 2.8). Если пя
тичленное кольцо замещено асимметрично, как в нуклеотидах, возни

кает энергетический барьер, ограничивающий псевдовращение и приво
дящий к тому, что кольцо находится предпочтительно в каких-то 
определенных конформациях (гл. 4). 

Фазовый угол псевдовращения Р связан с эндоциклическими тор

сионными углами следующим соотношением [31]: 

(V4 + V1) - (V3 + Vo) 
tgP = . . . (2.1) 

2v2 (sш 36° + sш 72°) 

Фазовый угол определен таким образом, что Р = 0°, когда торсионный 
угол v2 достигает максимального положительного значения, что со

ответствует симметричной С2·-экзо -С3·-эндо-твист-конформации - ~Т 
(рис. 2.7,Г). Зеркальному отображению этой конформации соответ
ствует фазовый угол Р = 180° (рис. 2.8). Если известен фазовый угол Р. 
то все пять эндоциклических торсионных углов определяются из 

СОотношения 

Vj + 2 = Vmax cos(P + jф), (2.2) 



32 Глава Z 

720° 
rде j =О, .. .4, а ф = -

5
- = 144°. 

Vmax определяется при j =О: 

(2.3) 

Заметим, что изменение Р в формуле (2.2) на 180° меняет знак всех 
углов v, что приводит к зеркальному отображению конформации, со
ответствующей данному фазовому углу Р. 

Рис. 2.9 иллюстрирует теоретически рассчитаннъ1е изменения всех 
пяти эндоциклических торсионных углов в пределах одного полного 

цикла псевдовращения. Для любого значения Р сумма положительных 
торсионных углов равна сумме отридателъных углов, т. е. во всех слу-

tt~ 
~ о4• -эндо 

• 

~ 
~С' . ~-~ 

~о 

Рис. 2.8. Цикл псевдовращения для фуранозного кольца в нуклеозидах [31]. 
Приведенные значения фазовых углов кратны 36°. Конформация конверта Е • 
и твист-конформация Т чередуются каждые 18°. Поворот на 180° приводит 
к зеркальному отображенцю исходной конформации. Указаны знаки эндоцикли
ческих торсионных углов рибоз (расположенных по окружности) : ( +) положи
тельный. ( - ) отрицательный, (О) отвечает 0°. 
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С4•- 04•· С1• - С2'· C:J•- С4•- 04•· С1•· 

3К30 3Ндо 3КЗО зндо ЗКЗD ЗНдО ЗКЗО 3Нд0 

о 40 80 120 160 200 240 280 320 360 
Фаэов~.1й уrол псевдовращения Р. град 

• 
Рис. 2.9. Изменение пяти эндоциклических торсионных уrлов фуранозы при 
полном цикле псевдовращения (32). 

чаях выполняется условие 

Vo + V1 + Vz + V3 + V4 =о. (2.4) 

Обратите внимание, что в цикле псевдовращения конформация кон
верта (Е) и изогнутая твист-конформация (Т) чередуются через каждые 

18°. Четной кратности соответствует конформаuия Т, а нечетной-Е. 
Анализ структуры нуклеотидов показывает, что их конформации со
ответствуют в основном двум областям цикла псевдовращения : север

ной N (north), с 0° ~ Р ~ 36° (С3·-эндо-конформация), и южной S (south), 
с 144° ~ Р ~ 190° (С2·-эндо-конформация). 

1.6. СИН/АН1И-КОНФОРМАЦИЯ. 

ВРАЩЕНИЕ ВОКРУГ ГЛИКОЗИДНОЙ СВЯЗИ 

В зависимости от взаимной ориентации основания и сахарного кольца 
(т.е. от величины угла вращения вокруr гликозидной связи C1·-N) раз
личают две основные конформаnии-син и анти [33, 34] (рис. 2.10). Они 
определяются торсионным углом х (рис. 2.3; табл. 2.2): 

с. . 
В анти-конформации шестичленное кольцо пурина и ~2-атом пири-

МИдина направлены от сахара, тогда как в син-конформапии они нави-

3--509 
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сают над кольцом либо направлены в ero сторону (рис. 2.1 О). По систе
ме Клайна-Прелоrа антu-конформация обозначается как ап (антuпла

иарная), а сuн-конформация-сп (сuн-плаиарная). В литературе встре
чаются и другие определения угла Х· Связь между ними представлена 
в табл. 2.3 (35]. 

В кристаллах некоторых природных и химически модифициро

ванных нуклеозидов наблюдается особая антu-конформация, в которой 
связь С11-С21 фактически совмещается в проекции со связью N 1-C6 

в пиримидинах и со связью N9-C8 в пуринах. По системе Клайна

Прелога эту предельную высокую-антu-конформацию (36] оснований 
с углом х ,..., - 90° обозначают сокращенно - ск. Поскольку термин 

«высокая-антu», согласно нашему определению угла х. отвечает просто 

торсионным углам, меньшим чем у анти, во избежание путаницы для 
обозначения подобной конформации к термину «высокая-анти» будет 
добавляться символ - ск в круrлых скобках - высокая-антu ( - ск). 

анти 

Аденозин 
УрИАИН 

син 

А 
8-Бромrуаноэин 6-Метилуридин 

Рис. 2.10. А. Схема, иллюстрирующая общую rеометрию нуклеозида в син- или 
анmи-конформаuиях. Аденозин [39] и уридин [40] находятся в анmи-ориентации, 
тогда как 8-бромгуанозии [41] и 6-метилуридин [42]-в син-коиформации из-за 
наличия объемных заместителей в орто-положении относительно rликозядной 

связи. Стабилизирующая син-конформацию 8-бромrуанозина внутримолекуляр
ная водородная связь 0 5 • H···N3 обозиачеиа пунктиром. Отметим, что в анmи

нуклеозидах сахар предпочитает находиться в С3.-эндо-коиформации, а в син-ну
клеозидах - в С2.-эндо-конформации. Сферы с наименьшим диаметром отвечают 
атомам Ни далее, по мере увеличения диаметра,-атомам С, N, О соответствен-

/! но; положение атомов установлено с помощью кристаллографических данных. 
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ап 

180° 

сп 

180° 

+90° -90° 

35 

Рис. 210. Б. Конформации анти и син в соответствии с рекомендациями 
IUPAC-IUB [19] на примере пиримидинового нуклеозида. х-это торсионный 
угол 0 4 .- C1.- N 1 - C2 (табл. 22). Пиримидиновое основание направлено к чи
тателю; основание поворачивается относительно неподвижноrо сахара. 

Высокая-анти( - ск)-область (Х "' - 90°) факmчески является частью обласm 
син, а высокая-цт( + ак )-частью анти. 

Та 6 лиц а 2.3. Связь между различными определениями торсионного уrла 

относительно гликозидной связи С1 .- N [Хпринятое = 'Хдругое + Разность] [35] 

Пурин 
Пиримидин 
Пурин 
Пиримидин 
Пурин 
Пиримидин 

Хпринятое Другие определения 

0 4 .- C1.- N 9-C8 

0 4 .- C 1.-N1-C6 

0 4 .- C1.-N9 - C4 C2 .- C1.-N 9-C8 

0 4 .- C1.- N 1-C2 C2.-C1.- N 1- C6 

С2.-С1 .-N9 - C4 

C2.-C1.-N, -C2 

1.7. ОРИЕНТАЦИЯ ОТНОСИТЕЛЬНО СВЯЗИ С4.-С5• 

Разность между 

Хпринятое И 

Хдругое' град 

+ 180 

- 62,5 

+ 116,5 

Вращаясь вокруг связи С4.-С5., атом 0 5• по-разному ориентиру
ется относительно фуранозного кольца. Это вращение реально при

водит к трем конформациям (рис. 2.11), которые принято описы
вать двумя торсионными углами: ф00 (05.- C5.- C4 .- Q 4 , ) и 

Фос(О5·-С5·-С4·-С3-) [37] либо угловыми интервалами (+)или ( - ) 
(гош или транс) (табл. 2.4). Для описания ориентации атома 0 5• относи
тельно связи С4·-С5• IUPAC-IUB рекомендует использовать угол у(= 
= Фос) (19]. 
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Таблица 2.4 . Разные обозначения интервалов зна
чений торсионноrо угла относительно экзоцикличе

ской связи С4.-С5• 

Принятое 

+ск 

-ск 

ап 

Друrие обозначения ориентаций 
относительно связи С4.-С5• 

гош, гош; ( + )гош ; гг; ( + }г 
транс, гош; транс; тг; т 

гош, транс; ( - )гош; гт; ( - )г 

.,.ск 

(lОШ, lOШJ 

i!П 

(lОШ. транс) 

- ск 

(транс, zow) 

Рис. 2.11. Определение интервалов уrлов вращения вокруг связи С4.-С5• (на
блюдатель смотрит в направлении С5.-С4.). 
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2.8. ПАРАМЕТРЫ СПИРАЛИ. СИСТЕМА ВОДОРОДНЫХ 
СВЯЗЕЙ МЕЖДУ ОСНОВАНИЯМИ 

Полинуклеотиды, имеющие спиральную структуру, Моl'ут быть описаны 

спиральными параметрами. Шаr спирали -это расстояние вдоль оси спи

рали, соответствующее одному полному витку (повороту на 360°). Если 
п-число нуклеотидов на один виток, а h-расстояние между двумя со

седними нуклеотидами вдоль оси спирали, то шаr спирали Р будет свя
зан с этими величинами соотношением Р = nh. Для целочисленных спи
ралей п целое, но, вообще говоря, оно может быть любым. У гол t = 

360° 
= -- между двумя соседними нуклеотидами называется уrлом 

п 

спирального вращения (рис. 2.12). 
Полинуклеотидиые цепи в двойной спирали у держнваются вместе в ре

зу ль тате комплементарноrо спаривания оснований [7, 33] (рис. 2.13). 
Пары оснований AU и GC изоморфны, т.е. сходны по форме. Расстоя
ния С1• ... С1• в обеих парах практически одинаковы. Связи C1·- N и со-

' 

Рис. 2.12. Параметры спи
рали. Р-шаг спирали, 
h-расстояние между 
остатками вдоль оси спи

рали и t - yron спирально
го вращения. Рассмотре

на правая спираль с п = 5 
остатками на виток. 

Рис. 2.13. Схематическое изображение пар основа
ний А U (Т} и GC, которые входят в состав РНК 
(ДНК). Водородные связи N-H · · · N и N-H ···О 
обозначены жирными цветными линиями. 

С1.-N-гликозидная связь одного основания связа
на с гликозидной связью спаренного с ней основа

ния (двойная цветная стрелка внизу рисунка) псев
доосью симметрии 2-ro порядка (тонкая цветная 
линия). Указано расположение главного и минор

ного желобков. 
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Ось 

Ось спирали (вертикальная) 
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'r 

Yron спирального 
вращения t 

н 

Угол наклона 

оснований Вт 

наклона 

оснований 

Вт 

Рис. 214. А. Два спаренных основания ие лежат в одной плоскости : обычно они 
повернуты друг относительно друга и образуют пропеллер. Угол пропеллера 

обозначается через 0р и определяется двугранным углом между плоскостями ос

нований; 0р считается положительным, если ближнее к наблюдателю, смотряше
му вдоль длинной оси пары, основание повернуто относительно дальнего по ча

совой стрелке. Б. Ориентация пары оснований относительно оси спирали 

задается уrлом спирального вращения t, углом наклона 0т и углом крена eR ус
редненной плоскости пары (затенена). Поворот на угол 0т происходит вокруг 
псевдооси 2-го порядка (см. рис. 2.13), а поворот на угол еR -вокруг перпендику
лярной ей оси, проходящей примерно через атомы С6 (пиримидина) и С8 (пур
ина). Углы 0т и eR положительны, если поворот происходит по часовой стрелке 
(направление поворота указано жирными стрелками). Углу 0° соответствует пло
скость рисунка, перпендикулярная оси спирали. При положительных значениях 

0т ниже плоскости рисунка оказывается основание. находящееся справа (цито
зин), а при положительных значениях угла eR -атомы, смотрящие в главный же
лобок (верхняя часть затененной области). 
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ответствующие сахарофосфатные остовы, находящиеся в антипарал

лельной ориентации, связаны псевдоосью симметрии 2-го порядка. 
Такая же псевдосимметрия характерна для двухцепочечных ДНК 

и РНК. 
Обычно центр пар не совпадает с осью спирали, а смещен от нее на 

некоторое расстояние D (рис., 2.14). Кроме того, плоскость пар не стро
rо перпендикулярна оси. Ее отклонение от перпендикулярного положе

ния определяется двумя уrлами-уrЛОМ наклона От (tilt) И УГЛОМ крена OR 
(roll) пары (см. рис. 2.14). Спаренные основания не обязательно компла
нарны. Они могут быть повернуты друг относительно друга (вокруг 

длинной оси пары, проходящей через С6-атом пиримидина и С8-атом 
пурина) на угол пропеллера ер (propeller), который равен двугранному 
углу между нормалями к плоскостям оснований. 

Молекулы двухцепочечных РНК и ДНК имеют характерные желобки. 

Как мы уже говорили, пары оснований смещены от оси спирали на не

которое расстояние D. Кроме того, две rликозидные связи пары напра
влены в одну сторону (рис. 2.14). Это приводит к тому, что поверхность 
спирали не является гладкой, как у цилиндра, а имеет два желобка раз
ной ширины и rЛубины. Минорный желобок находится там, где распо
лагаются 02-атом пиримидина и N3-атом пурина, а главный-с проти

воположной стороны (рис. 2.13). В тех случаях, когда ось симметрии 
2-го порядка либо любая другая ось симметрии совпадает с осью cпи
paJrn, как это имеет место в [poly (АН+ )]2 или [poly (G)]4, спираль 
имеет желобки только одного типа (разд. 13.3 и 13.6). 

Для описания положения атомов в спиральной молекуле используют 

цилиндрические координаты r, ф, z, где r-расстояниt' от оси спирали, 

z 

х 

· Рис. 2.15. Цилиндрические координаты r, ф, z. 
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ф-азимутальный угол поворота. отсчитываемый от некоторого нулевого 

направления, а z-расстояние вдоль оси спирали (рис. 2.15). Если двойная 
спираль обладает осью симметрии 2-го порядка, перпендикулярной оси 
спирали, то начало координат выбирают таким образом, чтобы поло
жению псевдооси соответствовали координаты ф = 0° и z = О. 

При обозначении водородных связей N-H ·. · N или N - H · ··О в па
рах оснований (рис. 2.13) вначале указывают атом, служащий донором 
протона, а затем атом-акцептор. Р. паре GC водородные связи обозна
чают как GN1 : CN3, GN2 : С02 И CN4 : G06• 

КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

В этой rлаве описана номенклатура, которая используется в данной 

книrе. Она соответствует рекомендациям комиссии IUPAC-IUB и иног
да отличается от обозначений, применяемых разными исследователями. 

Интервалы значений торсионных уrлов обозначаются в соответ

ствии с системой Клайна-Прелога, в которой обычно использующиеся 

обозначения + гош, - гош и транс заменены на + синк.липальный 
( + ск.), - синклинальный ( - ск.) и антиперипланарный (ап). Торсионные 
уrлы сахарофосфатного остова обозначаю.~ся буквами греческого алфа
вита сх, р, у, Б, Е, ~'начиная от связи Р-05• вниз по спирали до следую
щей связи 03•-Р. В сахарном кольце торсионные углы обозначаются 
буквой v с нижними индексами от О до 4; угол х описывает вращение 
вокруг гликозидной связи 0 4·-C1·-N 1-C2 в пиримидинах и 

0 4·-C1·-N9-C4 в пуринах. 

Изложен подход к описанию конформаций сахарноrо кольца, осно
ванный на понятии псевдовращения, и проведено его сравнение с 

С2·-эндо- и С3•-эндо-номенклатурой. Определена rеометрия пар основа
ний, водородных связей и двойных спиралей нуклеиновых кислот. 



ГЛАВА 3 
Методы: рентгеновская кристаллография, 

расчеты потенциальной энергии 
и спектроскопия 

Структуру нуклеозидов, нуклеотидов и нуклеиновых кислот исследуют 

в основном методами рентгеновской кристаллографии. Информатив
ность этих методов зависит от молекулярной массы объекта и от сте
пени его упорядоченносm в кристаллической или квазикристаллической 

матрице. Читателю, не знакомому с методами рентгеновской кристал

лографии, следует уяснить те приIЩипы, на которых они основаны. Тог

да ему будет легче понять, почему результаты рентгеноструктурноrо 

анализа малых молекул-таких, как оJШгонуклеотиды -вполне одно

значны, тоrда как установление тонких деталей структуры макромоле
кул-таких, как тРНК -основано на менее прямой интерпретации 

данных рентгеноструктурного анализа, с той или иной степенью про

извола. Анализ дифракционных картин от квазикристаллических воло

кон ДНК и РНК позволяет приблизительно оценить ряд общих струк

турных параметров; построение же по этим параметрам удовлетвори

тельной структурной модели невозможно без привлечения данных, 

полученных друrnми методами. 

Расчеты потенциальной энергии позволяют получить общее предста

вление о внутренней подвижности молекулы. Они часто используются 
при уточнении структуры макромолекул и применяются как дополнение 

к рентгеноструктурному анализу волокон. 

Спектроскопические методы, среди которых особое место занимает 

ЯМР, обсуждаются в этой книге лишь вкратце. Они дополняют данные, 
полученные кристаллографическими методами, которые носят несколь
ко ограниченный характер из-за статического состояния объекта, 

и дают представление о динамической структуре молекул в растворе. 

Наиболее полную картину молекулярной структуры и свойств макро
молекул может дать лишь совместное применение спектроскопических 

и кристаллографических методов, а также теоретических расчетов. 

3.1. АНАЛИЗ КРИСТАЛЛИЧЕСКОЙ СТРУКТУРЫ 
МАЛЫХ МОЛЕКУЛ 

Термин «малые молекулы» используется нами применительно к молеку
лам, мол. масса которых не превышает 2000, в отличие от глобулярных 
и фибриллярных макромолекул. Такое разrраничение связано с тем, что 
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а 

Рис. 3.l. Кристаллический порядок молекул. А. Двумерное изображение асим

метричной части элементарной ячейки с параметрами а, с, р. Ось симметрии 
второго порядка, перпендикулярная плоскости рисунка (символ 1 ), переводит 
одну асимметричную часть ячейки (в цвете) в другую (темную); эти две части 

и образуют элементарную ячейку. Б. Периодическое повторение такой плоской 

решетки в про~транстве дает трехмерную кристаллическую решетку. В. Элемен

тарная ячейка кристаллической решетки описывается параметрами а, Ь, с (оси 
ячейки) и а. ( < Ь, с), р (<а. с), у(< а. Ь). 

и сами рентгеновские дифракционные методы, и получаемые резуль
таты в этих двух случаях различаются. Разрешение определяется каче· 

ством кристалла, и в кристаллографии малых молекул оно обычно бы

вает лучше 1 А; при этом на карте электронной плотности четко виден 
каждый атом, и его положение определяется с точностью до 0,002 'А. 
Разрешение для кристаллов глобулярных макромолекул обычно соста
вляет 2- 3 А. Это означает, что карта электронной плотности не позво
ляет локализовать отдельные атомы; видны лишь грубые контуры це

почек из атомов, положение которых после встраивания в эти контуры 

атомной модели определяется с точностью до 0,25 А. Дифракция на во
локнах таких макромолекул, как ДНК, позволяет определить лишь па

раметры элементарной ячейки и спирали; более полная интерпретация 

дифракционных данных достигается путем построения молекулярных 
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моделей с привлечением химических и физических (спектроскопических) 
данных. 

В кристалле молекулы (иногда и молекулы растворителя) образуют 
регулярную трехмерную матрицу. Основным повторяющимся мотивом 
является асимметричная часть элементарной ячейки; ее размножение 
с помощью операций симметрии, свойственных даЮiой пространствен

ной группе, формирует полную элементарную ячейку. Трансляция эле
ментарной ячейки по всем трем направлениям дает кристаллическую 

решетку (рис. 3.1) [ 43]. 
Конечной целью рентгеноструктурного анализа кристаллов является 

локализация всех атомов в асимметричной части ячейки. Для того 
чтобы определить параметры элементарной ячейки и пространственную 

группу, кристалл размерами от 0,1 до 0,5 мм устанавливают в вайсен
берговскую или прецессионную камеру и облучают хорошо коллимиро

ванным, монохроматическим рентгеновским пучком. Поворот кристал

ла (с которым синхронизировано движение кассеты с фотопленкой) 
последовательно выводит в отражающее положение множество плоско

стей кристаллической решетки [уравнение (3.1); дополнение 3.1]. 

Дополнение 3.1 

Некоторые формулы, описывающие закон Брэгга, электронную плотность, струк

турные факторы и R-фактор 

Закон Брэгга. На рентгенограмме, приведенной на рис. 3.2, видно множество от
ражений, каждому из которых соответствуют свои миллеровские индексы hkl, 
rде h, k и /-целые числа. Каждый рефлекс hkl отвечает семейству параллельных 
плоскостей кристаллической решетки, находящихся в отражающем положении. 

Соответствующий угол падения ehkl связан с расстоянием dhkl между плоскостя
ми законом Брэгга: 

или 

dhkl = (пЛ.)/(2sin ehk,)· (3.1) 

В этом уравнении п обозначает порядок отражения hkl. Дпина волны Л. обычно 
используемого СuКа-излучения равна 1,542 А. Заметим, что чем меньше рас
стояние dhkl (т. е. чем выше разрешение), тем больше угол ehkl· Поскольку на 
краях дифракционной картины для кристаллов макромолекул (подобных транс
портной РНК) отражения отсутствуют (рис. 3.5), разрешение для таких кристал
лов (dhk,) обычно не превышает 2- 3 'А. 
-Электронная плотность. Рентгеновское отражение hkl фактически представляет 
собой волну с длиной Л., амплитудой 1Fhkl1 (называемой структурной амплиту
дой) и фазовым углом a.hkl· Последний нельзя измерить: он определяется с по
мощью «прямых» либо «паттерсоновских» (метод тяжелого атома) методов. 
Электронная плотность в точке элементарной ячейки с координатами Х, У, 
Z рассчитывается по формуле 

p(XYZ) = ~ LLL 1Fhkl1 eio:~~re- liti(hX+kY+ lZ), (3.2) 
h k l 



44 Глава 3 

где V-это объем элементарной ячейки, а тройное суммирование осуществляется 

по всем измеренным рефлексам, число которых обычно составляет несколько 

тысяч. Поскольку при расчете электронной плотности элементарную ячейку 

представляют в виде нескольких тысяч точек XYZ, эта процедура предполагает 
использование быстродействующих ЭВМ. 

Структурный фактор. Полученная карта электронной плотности позволяет 

определить положения атомов. По координатам и факторам атомного рассея
ния Jj (они приводятся в таблицах и определяют способность j-го атома рассеи
вать рентгеновские лучи) рассчитывается структурный фактор Fhkl : 

m 

F _ "f;e2ni{hx.+ky.+lz.)e- Ternp.1kl 
hkl, расч - L..., j J J J J, 1 (3.3) 

j = 1 

Суммирование проводится по всем т атомам элементарной ячейки; Tempj.likf 
представляет собой температурный фактор, учитывающий колебания атомов 
в кристалле. Эти колебания можно рассматривать либо в изотропном прибли

жении, тогда Tempj,likl является числом, либо в анизотропном - тогда темпера
турный фактор становится тензором 3 х 3. В первом случае атомы аппроксими
руют сферами, а во втором - эллипсоидами, размеры которых определяются 
амплитудами колебаний. 

Структурный фактор F1,kt описывает свойства отражения hkl и может быть 
представлен в виде 

Fhkl.pacч = 1 Fhkl, pacч f e'a.hkl, (3.4) 

где 1 F1,kt. расч 1- величина, которую можно сравнивать со значением 1 F hkl, иабл I, 
определяемым непосредственно по измеренным (наблюдаемым) интенсивностям 

Ihkt · 
Фактор расходимости. Чтобы улучшить молекулярную модель, рассчитанные 
по ней с помощью уравнения (3.3) структурные амплитуды 1 Fhkt, расч 1 подгоняют 
под наблюдаемые структурные амплитуды 1Fhkl,нaбл1. добиваясь минимального 
среднеквадратичного расхождения между ними, т. е. уточняют атомные коор

динаты и температурные факторы методом наименьших квадратов. В литерату
ре принято оценивать степень совпадения расчета с экспериментом фактором 

расходимости R: 

R = LI 1Fиабл1-1Fрасч11/L 1Fиабл1· 
llkl llkl 

(3.5) 

Суммирование проводят по всем рефлекс.ам 

Структурный фактор F ( R , ~) для спиральных молекул. В рентгеноструктурном 
анализе волокон пользуются не декартовой системой координат, а цилиндриче

скими координатами атомов r, ф, z (см. рис. 2.15), поэтому в формулах по
является функция Бесселя (95- 100]. Формула для структурного фактора, усред-
ненного по угловой координате. имеет вид 

F(R, ~) = LL./jJп(21tR1J)e2пi(lzгnФ), (3.6) 
n j 

где R, ~- радиальная и аксиальная координаты в обратном пространстве, ri, фj, 
zj - координаты j-го атома в реальном пространстве, а Jj -eгo фактор рассеяния, 
в который введена поправка на rидратаuионную воду [101]. Jn-функuия Бесселя 
n-ro порядка. Величнна п связана с номером l слоевой линии. периодом спирали 
с, шагом Р и расстоянием h между остатками вдоль оси спирали соотношением 

~ = 1/с = п/Р + т/h, (3.7) 

где т-uелое число, положительное или отрицательное. 
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На рис. 3.2 приведена типичная рентгенограмма. Ее симметрия и си
стематические погасания рефлексов (см. подпись к рис. 3.2) дают инфор
мацию о пространственной группе кристалла, а расстояния между ре

флексами определяют раэмеры элементарной ячейки. Каждый рефлекс 
характеризуют индексами Миллера hkl, отвечающими тем плоскостям, 
от которых происходит данное отражение. 

а 

1 
Рис. 3.2. Рентгенограмма кристалла тринуклеозиддифосфата аденилил-(3',S')

аденилил-(3'.5')-аденозина (АрАрА). На прецессионной рентгенограмме прямоу
гольником выделена элементарная ячейка обратной решетки. Угол рассеяния 

е определяется отношением расстояния на пленке к расстоянию от кристалла до 
пленки. С помощью уравнения (3.1) были {'ассчитаны размеры элементарной 
ячейки в реальном пространстве: а= 14,155 А, с= 44,00 А. Вдоль оси а присут
ствует каждый второй рефлекс, а вдоль оси с-каждый четвертый; систематиче

ское отсутствие остальных рефлексов предполагает наличие винтовых осей 2-го 

и 4-ro порядков. Этот факт и некоторые другие особенности дифракционной 
картины позволяют сделать вывод, что кристалл принадлежит тетрагональной 

пространственной группе Р41212 (или энантиоморфной ей группе Р4321 2). Так 
как в данной пространственной группе все углы элементарной ячейки равны 90°, 
рентгенограмма обладает зеркальной симметрией относительно осей а и с. Диф
ра1щионные пятна имеют разную интенсивность и содержат информацию о рас

llределении атомов в элементарной ячейке. Данная рентгенограмма предста
вляет собой лишъ одну из плоскостей обратной решетки. Всего было получено 
326() рефл~ксов, образующих в совокупности сферу, что соответствует разреше
нию 0,95 А [160]. Разные уровни разрешения (в А) на дифракционной картине 
Уkазаны окружностями. Прецессионная реютеноrрамма была получена д-ром 
П. Мейнором; излучение CuI<a_, расстояние кристалл -пленка 60 мм. 

•-......... ~ 
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Согласно уравнению (3.1). расстояние между плоскостями dhkl обратно 

пропорционально синусу угла падения ehkl· поэтому чем больше рас

стояния между рефлексами, тем меньше размеры элементарной ячейки, 

и наоборот. Рентгенограмма представляет собой увеличенное изображе
ние так называемой обратной решетки [ 44- 47]. 

Информация о «содержимом» элементарной ячейки, т. е. о координатах 

атомов в асимметричной часrи, заключена в интенсивности рефлексов. 

Каждый дифрагированный кристаллом луч hkl характеризуется ампли
тудой 1 F hkl \, которая пропорциональная корню квадратному из интен

сивности Ihkl· и фазовым углом a.hkl (рис. 3.3). Если интенсивность отра
жений можно непосредственно измерить либо путем денситометриче

ского сканирования рентгенограмм, либо с помощью сцинтилляционно
го счетчика, вмонтированного в автоматический четырехкружный 

дифрактометр [ 48], то получить информацию о фазовых углах отраже
ний можно только расчетным путем. В этом и состоит «фазовая про

блема», которая доставляет кристаллографам массу неприятностей. 

Падающий пучок 

Фазовый сдвиг 

а 

Кристалл 

пучок 

Рис. 3.3. «Фазовая проблема». Кристалл облучают монохроматическим рентге
новским пучком, который после прохождения через кристалл дифрагирует на 

множество лучей (h, k, l) с разными фазовыми углами CX/ikt и интенсивностями 
Ihkl· Последние можно измерить по степени почернения пленки, но для расчета 
электронной плотности с помощью уравнения (3.2) необходимо иметь оба типа 
данных. 



--

Методы 47 

Фазовый угол определяют либо «прямыми методами», извлекая со

ответствуwщую информацию из распределения интенсивностей, либо 
методом «тяжелых атомов», связанным с анализом функции Паттерсо

на (44- 47]. Если известны амплитуда 1Fhkl1 и соответствующие фа
зовые углы, то с помощью преобразования Фурье можно рассчитать 
распределение электронной плотности в элементарной ячейке. 

Уравнение (3.2) представляет собой преобразование Фурье, которое 
связывает электронную плотность Pxyz в точке Х, У, Z с измеренными 
амплитудами 1 F hkl 1 и с соответствующими фазовыми углами a.hkl (до
полнение 3.1 ). На практике элементарную ячейку представляют в виде 
решетки (растрируют), с помощью ЭВМ рассчитывают электронную 
плотность в узлах Х, У, Z и вычерчивают соответствующие контурные 
линии (рис. 3.4). 

Зная карту электронной плоmости, можно определить положения всех 

атомов в структуре либо (поскольку фазы вначале часто бывают из

вестны лишь приближенно) только части атомов. В последнем случае 

установленную часть структуры используют для уточнения фаз a.hkl, по

сле чего расчет повторяют вплоть до получения полного решения. По

лученные координаты атомов Xj, yj, Zj обычно уточняют полнома

тричным методом наименьших квадратов, в котором минимизируется 

квадрат разности между наблюдаемыми и рассчитанными структурны

ми амплитудами 1 F набл 1 и 1 F расч 1- Последние определяют по координа
там атомов молекулярной модели в соответствии с уравнениями (3.3) 
и (3.4) (см. дополнение 3.1). 

В конце пропедуры уточнения рассчитывают «разностную электронную 

плоmость» с коэффициентами 1 F набл - F расч lhkl, которые подставляют 
в уравнение (3.2) вместо 1 F hkl 1- Это делают для того, чтобы локализо
вать те атомы, которые в модели были пропущены, т. е. не были учтены 
при расчете Fрасч · Обычно такими атомами являются атомы водорода 
или других элементов, которые статистически распределены по несколь

ким местам с неполной заселенностью (рис. 3.4, Б). Атомы водорода, 
обладающие одним электроном, рассеивают рентгеновские лучи суще
ственно слабее, чем атомы второго и последующих рядов периодиче
ской таблицы, поэтому их координаты удается определить с точностью, 
на порядок меньшей. Точные координаты атомов водорода определяют 
методом нейтронной дифракции. Нейтроны рассеиваются атомным 
ядром, а не электронами, и весьма интенсивно взаимодействуют с водо

родными атомами. 

Формула (3.5) в дополнении 3.1 дает оценку степени совпадения 

структурных амплитуд, рассчитанных по молекулярным моделям [урав
нения (3.3) и (3.4}], с наблюдаемыми (измеренными) величинами. Для хо
рошо уточненных структур значения R-факторов лежат в интервале 

0,03-0,07. Обычно на неводородный атом асимметричной части ячейки 
приходится 100 рефлексов, а поскольку каждому атому соответствует 10 
параметров, то отношение числа рефлексов к числу параметров равно 
10: 1. Параметрами атомов являются : три координаты х, у, z, коэффи-
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Рис. З .4. А_. Распределение электронной плоnюсти Pxyz в пгоскости гетероциклическ~го основания 5-этил-6-метилурацила; разре
шение 0,8 А [161]. Изолинии проведены с интервалом le А - 3 начиная с уровня le А - 3 (пунктир). Четко видны атомы второго 
ряда периодической таблицы; атом водорода идентифицируется по выступам на пунктирной линии при атомах N. На карту 
электронной плотности наложено схематическое изображение молекулы (цветные линии). Б. Разностный синтез электронной 
плотности, рассчитанный с коэффициентами 1 Fнабл - Fрасч 1, где 1Fнабл1-это измеренные структурные амплитуды, а 
1 Fрасч !-структурные амплитуды, рассчитанные с учетом только атомов второго ряда [161]. Атомы водорода здесь проявляются 
как плотные сгустки изолиний; на карту наложено схематическое изображение молекулы и указана нумерация атомов. Водо
родные связи изображены в виде ряда цветных параллельных отрезков, атомы водорода этильной и метильной групп распола
гаются над плоскостью молекулы и поэтому на рисунке не представлены. 
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Рис. 3.5. Рентгенограмм~ фенилаланиновой тРНК дрожжей (тРНК~~~жжи) [162]. 
Уровень разрешения 4 А выделен так же, как и на рис. 3.2. По расстояниям 
между пятнами были определены параметры элементарной ячейки, а= 33,2 А, 
Ь = 56,1 ~ с= 161 А. Систематическое отсутствие каждого второго рефлек
с.а по осям с и а, а также симметрия расположения пятен на рентгенограм

ме указывают на орторомбическую пространственную группу Р21221 . Обратите 

внимание, что с улучшением разрешения интенсивность пятен постепенно умень

шается до полного их исчезновения. Предельное разрешение составляет пример

но 2,3 'А. 

циент заполнения, который в случае неполной упорядоченности показы

вает, насколько «заселено» положение XYZ (1,0 соответствует полному 
заселению), и шесть параметров температурного фактора, описываю

щих колебания атомов в кристаллической решетке. Колеблющийся 
атом в кристаллической решетке аппроксимируется эллипсоидом, ко

торый характеризуется длинами трех главных осей и тремя угловыми 

параметрами, задающими ориентаuию этих осей в элементарной ячей

ке. Эллипсоид можно заменить сферой сравнимого объема. В этом слу

чае температурный фактор может быть задан только одним параме
тром и отношение числа рефлексов к числу параметров увеличивается 

до 20: 1 [уравнение (3.3)]: Число измеряемых интенсивностей зависит от 
разрешения, т. е. от интервала 20, вне которого дифракционные пятна 
отсутствуют (рис. 3.5). Разрешение в свою очередь зависит от качества 
кристалла и от теплового движения атомов в решетке. Для малых мо-

4~09 
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Рис. 3.6. Упаковка молекул 5-этил-6-метилурацила (161] в кристаллической ре
шетке. Молекулы построены с помощью объемных моделей атомов. Сферы, от

вечающие атомам водорода, которые принимают участие в образовании водо
родной связи N - H · · ·О, сплющены. Рисунок сделан по программам и данным 

Кембриджского банка данных (163]. 

лекул оно обычно не превышает 0,8 А, т. е. атомы, расположенные на 
расстоянии 1,54 А. друг от друга, легко разрешаются (рис. 3.4). 
У спешный анализ хорошо уточненной кристаллической структуры по

зволяет получить значения межатомных расстояний и валентных уrлов 

с точностью 0,005--0,01 А и 0,3- 1°. Конформация молекулы задается 
торсионными углами (гл. 2), точность определения которых составляет 
0.8- 2°. Размножив операциями симметрии, свойственными данной про
странственной группе, содержимое асимметричной части и применив 

к элементарной ячейке операции трансляции, мы получаем структуру 

всего кристалла. которая дает представление об упаковке молекул 
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{рис. З.б~ Эта общая картина позволяет судить о самоорганизации мо
лекулы и о межмолекулярных взаимодействиях-о водородных связях. 

стэкинге, дипольных, вандерваальсовых и электростатических силах. 

В настоящее время с помощью рентгеновской кристаллографии можно 
получить точную структуру молекул с мол. массой, не превышающей 

2000 (что соответствует мол. массе гексануклеотида. если принять мол. 
массу нуклеотида равной в среднем 350). 

3.2. РАСЧЕТЫ ПОТЕНЦИАЛЬНОЙ ЭНЕРГИИ 

Если известна кристаллическая структура молекулы, то мы можем рас

считать ее потенциальную энергию. Особый интерес представляют моле

кулы с внутренним вращением вокруг межатомных связей. В моно
и полинуклеотидах такое вращение возможно вокруг гликозидных, фос
фодиэфирных, а также эндо- и экзоциклических (С4·-С5,) связей сахар

ного кольца. 

При расчетах потенциальной энергии внутреннего вращения варьи

руют олин или несколько параметров в определенных интервалах и рас

считывают расстояния rij между атомами i, j. Первые такие расчеты бы
ли основаны на допущении, что на расстоянии rij > r 0 притяжение 

Таблиц а 3.1. Вандерваальсовы радиусы некоторых атомов, определенные 

двумя методами: путем измерения расстояния максимальноf'о сближения 

[157] и по Аллингеру [158] 

Радиус, А 

Атом максимальное 
по Аллингеру 

сближение 

н 1,20 J,50 
о {участвующий в образовании оди- 1,52 1,401) 1,65 

нарной или двойной связи) 
с (в алифатическом соединении) 1,70 1,75(sp3) 

с (в ароматическом соединении) J,70 1,85 (sp2
, sp) 

N (в алифатическом или ароматиче- 1,55 1 501) , 1,70 
ском соединении) 

р 1,80 1,901) 2,05 
= S 1,75 } J,851) 

2,00 
- S- 1,80 
F 1,351) 1,60 
Cl 1,801) 1,95 
Br 1 9511 

' 
2,10 

1 2,151) 2,25 

1
' Данные взяты из работы [159]. Эти значения, а также значения для Н, С, 

полученные путем оценки расстояния максимального сближения, используются наиболее 

часто. 

4* 
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отсутствует, а на расстоянии rij ~ r 0 имеет место бесконечно большое 

отталкивание атомов друг от друга (r0 -это сумма вандерваальсовых 
радиусов атомов i и j) (табл. 3.1; рис. 3.7) (50-53]. Это приближение 
«потенциала жесткой сферы» может использоваться для предваритель

ной оценки вращательной свободы молекулы [18, 34, 54]; сегодня, одна
ко, применяются более точные функции потенциальной энергии (55-64]. 

Вклад в полную энергию взанмодействня V.юлн между коваленmо не

связанными друг с другом атомами в молекуле вносят дисперсионные 

силы (лондоновское притяжение V..), отталкивание Уа, электростатические 
кулоновские взаимодействия J1э и потенциалы внутреннего вращения ( V,.p)· 
Уп и Vo обычно комбинируются в форме разрыхляющих потенциалов 
Букингема «а-ехр» либо «6-12» Леннард-Джонса: 

Vp = - Ai/rб + Bij/r62
• (3.8) 

Параметр Aij зависит от типа атомов i,j, и его можно вычислить из по
ляризуемости атомов и эффективного числа валентных электронов по 
формуле Слэтера-Кирквуда [60, 65]. Параметры Bij можно получить из 
Aij с учетом суммы вандерваальсовых радиусов двух взаимодействую

щих атомов i и j (rij)- Некоторые из этих величин представлены 

в табл. 3.2. Эти же величины в модифицированной форме приводятся 
в работе [ 63]. 

Электростатический потенциал для двух заряженных атомов, нахо

дящихся на расстоянии rij (А) друг от друга, имеет размерность 
ккал· моль - 1 и может быть аппроксимирован потенциалом простого 
взаимодействия между зарядами: 

(3.9) 

Заряды (частичные) е; и ej выражаются в единицах заряда электрона 

е0 с учетом вклада а- и п-связей. рассчитываемого с Iюмощью методов 

Е Е 

r 

Рис. 3.7. Потенциал жесткой сферы (слева) и разрыхляющий потенциал «6-12» 
Леннард-Джонса (справа). 
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Та 6 лиц а 3.2. Параметры Aij и B;j для разных пар атомов i, j, 
используемые в потенциале «6-12» Леннард-Джонса1) 

Пара атомов rmin• А. A;i, ккал· А6 
• в .. ккал· А.12 -

•}' 

· МОЛЬ -l •МОЛЬ - l 

Н-Н 2,40 46,7 4,46· 103 

Н-С 2,90 128 3,80 · 104 
H-N 2,75 125 2,70· 104 
Н-0 2,72 124 2,51·104 
Н-Р 3,10 346 1,54-105 

С-С 3,40 370 2,86·105 

C- N 3,25 366 2,16· 105 

С-0 3,22 367 2,05 · 105 

С-Р 3,60 1000 1,09 · 106 

N-N 3,10 363 1,61 . 105 

N-0 3,07 365 1,53. 105 

N-P 3,45 990 8,35·105 

0-0 3,04 367 1,45- 105 

0-Р 3,42 995 7,96· 105 

Р-Р 3,80 2710 4,08 -106 

1
' rm;n-этo минимальное расстояние между атомами i и j при вандер

ваальсовом взаимодействии. Данные взяты из работы [65], в которой 
приводится информация о взаимодействиях с участием галогенов. 
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квантовой химии, например методом самосогласованного поля в при

ближении ППДП/2 (полное пренебрежение дифференциальным пере
крыванием) [ 66]. Другие методы оценки зарядов были разработаны 
Хюккелем [ 67] и Дель Ре [ 68, 69]. Распределение зарядов для нуклеоти
дов приведено на рис. 5.1 [70-72). Среднее значение безразмерной ди
электрической постоянной Е', учитывающей экранирующее действие рас

творителя на заряд, обычно принимается равным 3,5-4,0. 
Налнчне вращательных потенциалов 

V.,p = ( V0 /2) (1 + cos n0) (3.10) 

обусловлено обменными взаимодействиями электронов в связях, при
мыкающих к той, вокруг которой (на угол 0) происходит вращение, 
а также вандерваальсовыми силами. Целое число п определяет перио
дичность барьера вращения. Значения V0 приведены в табл. 3.3 (73]. 

На рис. 4.27 представлена энергетическая карта для взаимодействия 
между несвязанными атомами в зависимости от торсионных углов. 

Полная энергия равна сумме энергий отдельных взаимодействий 

Уuолн = Ур + Уэ + J.iэp, (3.11) 

и ее часто называют классической потенциальной энергией либо «по

луэмпирическим потенциалом». 
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Таблиц а 3.3. Примерная высота барьера враще
ния V0

1) 

Связь, вокруг которой 

происходит вращение 

С-С 
C-NH2 
С-ОН 
C-N02 

V0 , ккал· моль - 1 

3,11 
1,75 
0,95 
0,003 (обычное значение для 
вращения вокруг гликозид

ной связи) 

1
• Подробнее см. работу [73]. 

В молекулах нередко происходят изменения длин связей и в особенно

сти валентных углов. которые не могут быть описаны данными метода

ми. Такие отклонения от «идеальной» геометрии можно анализировать 

методом самосогласованного поля (ССП), дающим более реальную ин
формацию о жесткости молекул. Д.:зя еще более летального анализа 
применяют другие методы квантовой химии, такие, как расширенный 

метод Хюккеля (75, 76], методы ППДП/2 [66] или КВВМО (конфигура
ционные взаимодействия возмущенных молекулярных орбиталей) (77, 
78], а также неэмпирические методы аЬ initio [79]. Однако неэмпириче
ские методы применимы только для малых молекул размером не более 
мононуклеотипа. Кроме вращательных потенциалов они дают инфор

мацию о распределении заряда, о потенциалах ионизации, электроста

тических потенциалах и дипольных моментах. К большим системам 

данные методы неприменимы; в этом случае пользуются полуэмпириче

скими потенциалами или же разбивают большие системы на малые 

подсистемы, для которых имеются модельные соединения. 

3.3. :КРИСТАЛЛОГРАФИЯ МА:КРОМОЛЕ:КУ Л 

Кристаллы тРНК с мол. массой 26 ООО поJiучают из водных растворов до
бавлением спиртов или соли. Такие кристаллы, как и кристаллы белков, 
содержат от 30 до 80% растворителя и могут рассматриваться как кон
центрированный раствор. Из-за слабости межмолекулярных контактов, 

стабилизирующих кристаллы, они очень чувствительны к изменению 

окружения, поэтому их хранят при строго определенных условиях [ 47, 
80, 81]. 

При определении пространственной группы и получении рентгеновских 
данных используются те же методы, что и в случае малых молекул, од

нако для решения фазовой проблемы применяется иной подход-метод 

изоморфного замешения. Он основан на введении в кристалл тяжелых 

атомов (содержащих примерно по 50 электронов) без нарушения кри
сталлической решетки. Тяжелоатомное замещение производят либо 



Методы 55 

с помощью ковалентного сшивания реагента с т РНК, либо путем вы

держивания кристаллов в растворах, содержащих такие тяжелые атомы, 

как РЬ2 + , Sm3 
+, AuCl4 и т. д. Тяжелые атомы диффундируют в обла

сти между макромолекулами, заполненные растворителем, и специфиче
ски связываются с определенными участками тРНК. О качестве включе
ния тяжелого атома судят по изменению распределения интенсивностей 

на рентгенограмме; если присоединение прошло изоморфно, располо
жение пятен не меняется. Для определения фаз необходимо как мини
мум два изоморфных производных (либо одно производное и набор 

данных по «аномальному рассеянию»). Грубые оценки фаз получают по 

расположению тяжелых атомов в элементарной ячейке (82]; по ним 
строят карту электронной плотности [уравнение (3.2), дополнение (3.1)], 
которая и заключает в себе информацию о структуре макромолекулы. 

В кристаллах тРНК (и белков) межмолекулярные взаимодействия 
довольно слабы. Группы атомов находятся в интенсивном тепловом 

движении, особенно на поверхности молекулы. Иногда они просто не 
упорядочены, что существенно сужает дифракционное поле (ухудшает 

разрешение) (рис. 3.5). Самые качественные кристаллы тРНК дифраги
руют до разрешения 2,5 'А, что отвечает 8000 рефлексам на 1652 неводо
родных атома. Если уточнять только атомные координаты и изо

тропный температурный фактор, то и тогда отношение числа рефлексов 

m2 G10 

Рис. 3.8. Фрагмент 
0 
карты электронной плотности тРНк~:;:;жжю полученной 

с разрешением 2,5 А, на который наложена ироволочная модель фрагмента мо
лекулы [164]. Отдельные атомы на карте не разрешаются, поэтому ее интерпре
тация менее однозначна, чем в случае малых молекул (рис. 3.4). 

1 
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к числу параметров окажется равным единице. Этого явно недостаточ
но для удовлетворительного уточнения модели структуры (напомним. 
что для малых молекул это отношение лежит в интервале 10- 20). 
Чтобы обойти эту трудность, можно уточнять параметры не отдельных 

атомов, а целых группировок (оснований, сахаров и фосфатных групп), 
и минимизировать энергию, варьируя торсионные углы при постоянных 

значениях валентных углов и длин связей, соответствующих их канони

ческим значениям, которые рассчитаны по структурам малых молекул. 

Отдельные атомы на карте электронной плотности тРНК из-за огра

ниченности дифракционного поля не разрешаются. На карте электронной 

плотности основания и сахарные остатки имеют вил дисков, а фос

фатные группы - вид сфер более высокой плотности. Интерпретация та
ких карт, т. е. построение по карте молекулярной модели, проводится 

с помощью компьютерного графического дисплея либо компаратора 

Ричардса (83]. В последнем случае строят вручную проволочную мо
дель, добиваясь ее соответствия с картой электронной плотности; мо

дель и карту совмещают с помощью полупрозрачного зеркала, которое 

устанавливают между ними (рис. 3.8). Поскольку все пурины и пирими
дины сходны по форме, распознавание участка нуклеотидной последо

вательности сопряжено с большими трудностями, чем распознавание 

белковых фрагментов, у которых размеры боковых групп различаются 
настолько, что можно (по крайней мере частично) установить аминокис

лотную последовательность на основании одних только рентгеновских 

данных. 

Распределение электронной rшотности отдельных участков моле

кулы, особенно неспиральных, не всегда удается однозначно интерпре

тировать, и тогда все зависит от интуиции исследоваrеля. Именно этим 
объясняется тот факт, что разные группы исследователей иногда де
лают разные выводы о тонких структурных деталях одной и той же мо

лекулы в одном и том же кристаллографическом окружении. Еще одна 
проблема кристаллографии больших молекул состоит в том, что суще
ствующие методы уточнения модели не всегда сходятся к одному и то

му же решению, особенно когда дело касается тех участков молекул, ко
торые видны менее четко (84]. В элементарной ячейке кроме 
макромолекул присутствуют молекулы растворителя, которые из-за 

своей неупорядоченности не могут быть надлежащим образом учтены 

(кроме некоторых из них, прочно связанных с поверхностью макромо

лекулы). Поэтому R-фактор даже для хорошо уточненных кристалличе
ских структур тРНК не сравним с R-факторами для малых молекул 

и лежит в интервале 0,5-0,30 (85- 87]. 

3.4. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СТРУ'КТУРЫ ВОЛО'КОН 

Препараты двухцепочечных ДНК и РНК обычно представляют собой ге
терогенные наборы молекул. В противоположносТL глобулярной тРНК, 
имеющей четкую пространственную структуру, они не моrут бытL полу-
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чены в виде монокристаллов, пригодных для рентгеноструктурного анали

Jа. Для ДНК были получены микрокристаллы с разной морфолоmей 
(88- 91 ], однако ни для одного из них не у далось провести детальный 
структурный анализ (91]. Единственным разумным подходом к иссле
дованию структуры полимерных нуклеиновых кислот является 

приготовление волокон и очень концентрированных вязких гелей, ко

торые получают осаждением нуклеиновых кислот из водных буферных 
растворов спиртом (92]. Стержнеобразные спиральные молекулы ну
клеиновых кислот образуют параллельные квазикристаллические струк

туры со случайной азимутальной ориентацией молекул относительно 

оси волокна. Вследствие этой азимутальной неупорядоченности дифрак
ционная картина, полученная с помощью монохроматического пучка, 

перпендикулярного оси волокна (рис. 3.9), оказывается сходной с рент
генограммой вращения, и ее можно интерпретировать аналоmчным 

образом (93]. 
Из-за неупорядоченного расположения молекул в волокнах рефлексы 

имеют вид дуг, а разрешение обычно не превышает 3 'А. Рефлексы пере
крываются, поэтому количество данных, получаемых по рентгенограм

мам волокон, довольно ограничено: для определения соответствующей 

элементарной ячейки может быть использовано от 10 до 100 рефлексов. 
Все это, а также нарушение кристаллического порядка не позволяют 

рассчитать распределение электронной плотности на основе одних лишь 
экспериментальных данных. Тем не менее лифракционная картина со

держит достаточно информации для того, чтобы получить грубое пред
ставление о структурных особенностях спиральной молекулы. 

Расстояние межд~ слоевыми линиями, на которых располагаются 

рефлексы, равно 1/с (А - 1
), где с-это параметр ячейки вдоль оси волок

на. Эта повторяющаяся величина для случая спиралей с целым числом 

нуклеотидов на виток (каковыми являются все природные и синтетиче

ские ДНК и РНК (38], кроме ДНК в С-форме (94]) соответствует шагу 
спирали. Расположение первого меридионального рефлекса в области 

2,6- 3,8 'А предполагает, что именно таким должно быть расстояние 
h между нуклеотидами по вертикали, а номер слоевой линии l, на кото
рой находится рефлекс, дает число нуклеотидов п на виток (95]. 

Дифракционные картины спиральных молекул часто имеют кресто

образный вид. Такой же вывод следует и из формулы для структурного 
фактора в случае рассеяния на волокнах (уравнение (3.6)]; эта формула 
аналоmчна формуле (3.3) с той лишь разницей, что (3.6) содержит вме
сто экспоненты функции Бесселя ln, так как атомные координаты пред
ставлены в цилиндрической системе координат (см. рис. 2.15) (95-101]. 
С увеличением п положение первого основного максимума функции 
Бесселя сдвигается в область больших R; в результате картина дифрак
ции напоминает косой крест (рис. 3.9, А). 

Чтобы построить модель, по которой определяются координаты 
атомов, достаточно знать параметры спирали, параметры элементарной 

ячейки, которые получают из рентгенограммы, и стереохимию моно-
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мерных единиц и их ассоциатов, образующихся с помощью водородных 

связей и стэкинга. Координаты атомов используются для расчета ин

тенсивности дифракции (фуръе-преобразование спирали) для каждой 
слоевой линии по форму лам (3.6) и (3. 7). Для проверки правильности по
строенной модели ее сопоставляют с рентгеновской дифракционной 
картиной. Если необходимого соответствия нет, модель модифицируют 
путем изменения торсионных углов остова, конформации сахарного 
кольца. а также путем минимизации потенциальной энергии. Последний . 

, этап минимизации разности между значениями наблюдаемых и рас

четных структурных амплитуд проводят методом наименьших квадра

тов с наложенными связями (100, 102]. Значения R-фактора обычно ле
жат в интервале 0,25-0,4. 

Существенно, что нз-за отсутствия экспериментальных данных о фа

зах при расчетах можно не обнаружить, что модель неправильна. Можно 

привести три примера подобного рода: poly (С), poly (1) и poly (G). Вна
чале предполагали, что poly (С) представляет собой двойную спираль 
[103], однако позже, после получения дополнительных данных и более 
качественных рентгенограмм, было установлено, что этот полимер на
ходится в форме одиночной спирали (104] (разд. 13.1). Далее, вначале 
считали, что poly (1) и poly (G) существует в виде тройной спирали (105], 
однако спектроскопические и последние кристаллографические данные 
показали, что эти полимеры представляют собой четырехцепочечную 
спираль (106] (разд. 13.6). Литература, в которой рассматриваются до
воды за (116-122] или против (33, 107- 115] модели Уотсона-Крика, 
весьма поучительна. Хотя во всех альтернативных моделях то:Же пред
полагалось предпочтительное спаривание гуанина с цитозином и аде

нина с тимином (урацилом), тем не менее рассматривались два типа 

Рис. 3.9. А. Схема эксперимента по рассеянию рентгеновских лучей на волокнах 

(съемка на плоскую пленку [165]). Монохроматический пучок проходит через 
коллиматор диаметром 0,1-0,2 мм; ось волокна и плоскость пленки перпен

дикулярны направлению падающего рентгеновского луча. Угол рассеяния 
е и расстояния между плоскостями определяются по уравнению (3.1). Б. Рентте
нограмма ДНК из тимуса теленка в В-форме (с любезного разрешения д-ра 
С. Арнотта и д-ра Р. Чандрасекарана). Крестообразное расположение рефлексов 
(«косой крест») типично для спиральных молекул. Расстояние между слоевыми 
линиями дает шаг спирали. Сильный меридиональный рефлекс на десятой слое

вой линии, соответствующей расстоянию 3,4 'А, указывает на то, что на один ви
ток спирали приходится 10 нуклеотидов. расположенных на расстоянии 3,4 А 
друг от друга ; плоскости оснований примерно перпендикулярны оси спирали. 

Если бы при экспозиции волокна располагались строго перпендикулярно отно
сительно падающего пучка, то рентгенограмма была бы зеркально симметрична 
относительно экватора. Однако для того, чтобы получить сильный меридио
нальный рефлекс на десятой слоевой линии, все пары оснований надо вывесm 

в отражающее положение, а для этого приходится слегка наклонять волокна, 

вследствие чего строгая симметрия пропадает. 
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Рис. 3.9. В. Сравненнс рентгенограмм А-, В-, С-, D- и Z-ДНК, любезно пре

доставленных д-ром С. Арноттом и д-ром Р. Чандрасекараном. Кольцо то
чечных рефлексов на рентгенограмме А-ДНК обусловлено присутствием кальпи
та, который напыляют для калибровки рентгенограммы. Это кольцо соответ
ствует межплоскостному расстоянию 3,03 А. Все рентгенограммы приведены 
в одном масштабе. Чтобы получить сильный меридиональный рефлекс, по кото

рому определено число пар оснований на виток (11. 10, 9, 8 и 12 соответственно 
от А- до Z-ДНК), волокна отклоняли от перпендикулярного рентгеновскому 

пучку направления. В случае Z-ДНК меридиональный рефлекс появляется в се

редине «косого креста>) на шестой слоевой линии, поскольку повторяющейся 

единицей здесь является динуклеотид (pCpG), а не мононуклеотид, как у всех 

других форм ДНК (гл. 12). 
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геометрии спаривания: по Уотсону-Крику и по Хугстену; кроме того, 

обсуждалась модель ДНК, в которой цепи не переплетаются, а распола
гаются бок о бок (гл. 14). 

3.5. СЛЕ.КТРОСКОЛИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 

Структуру нуклеиновых кислот в растворе исследуют спектрофотометри

чески в УФ- и ИК-области, методами кругового дихроизма (КД) и лазер
ной рамановской спектроскопии, с помощью измерения флуоресценции~ 

рассеяния света и методом ЯМР. Все эти методы описаны в обзорах 

(123-129]. Наиболее информативным среди спектроскопических мето
дов является ЯМР. ЯМР на ядрах 1Н. 13С. 15N и 31Р применялся для 
исследования моно-, олиго- и полинуклеотидов [129-132]. Три параме
тра спектров ЯМР-химический сдвиг ь, константа спин-спинового 
взаимодействия (J) и время спин-решеточной релаксации Т1 -зависят от 
конформационных характеристик и межмолекулярных взаимодействий. 
В частности. химический сдвиг ь зависит от спаривания оснований 
и стэкинга и очень чувствителен к химическому окружению оснований 

в стопке. Кривые изоэкранирования, которые при этом используются, 

рассчитывают методами квантовой химии, из них получают представле

ние о кольцевых токах в ароматических кольцах (133, 135]. 
Константа спин-спинового взаимодействия J зависит от торсионно

го угла е, который определяется четырьмя атомами Х-С-С-У или, 
если речь идет об атоме фосфора, Х-С-0-Р. Х и У-это вици

нальные (т.е. связанные с двумя соседними атомами углерода) атомы 
1Н, 13С, 31Р. Угол е определяется по формуле Карплюса [136]: 

3 lвиц =А cos20 - В cos е + С(Гц). (3.12) 

Индекс 3 перед lвиц означает, что группа Х-С-С-У содержит три 
связи; А, В, С - константы, зависящие от природы заместителей при цен

тральных углеродных атомах. Для вицинальных протонов в сахарах 

в составе нуклеозидов А= 10.2; В= 0.8; С= 0,0 Гц. Эти константы полу
чены по всей совокупности имеющихся данных о ЯМР этих молекул 

(130]. 
Константы спин-спинового взаимодействия можно связать с заселен

ностью С2.-эндо (S)- и С~-эндо (N)-семейств, применив принцип псевдо
вращения (разл. 2.5) (130-132, 137]. Как правило, процентное содержа
ние конформеров S и N в растворе определяется как 10 · 3 J 1,2 , и 
10 · 3 J з' 4 ·, а константа равновесия для перехода N ~ S в хорошем 
приближении равна 

(3.13) 

Для более детального анализа используются все три 

константы - 3J1•2•, 3J 2•3• и 3J 3•4 •, а также диаграммы, связывающие кон-
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станты взаимодействия с конформационными параметрами [130, 138, 
139]1. 

Конформеры с разным торсионным уrлом относительно связи С4·-С5• 

можно разrраничнтъ с помощью константы 3 J 4 ,5, [130-132]. Взаимное 
пространственное расположение протонов при атомах С4• и С5• в - ск

и ап-конформациях одинаково (см. рис. 2.11), поэтому различить эти 
конформеры с помощью ЯМР не удается, и можно говорить лишь 
о смеси конформеров - ск и ап. + Ск-конформация, однако, четко выя
вляется, что позволяет разграничить два основных семейства с разной 

ориентацией 05·-атома-<<Над» и «от» пятичленного сахарного кольца. 
Аналогичная ситуация возникает при рассмотрении вращения вокруг 

связи С5·-05• в 5'-нуклеотидах, когда измеряется константа взаимодей

ствия для атомов 1 Н и 31 Р. Определить ориентацию относительно свя
зи С3·-03• в 3'-фосфатах труднее, поскольку в этом случае может быть 

использован только один протон, связанный с атомом С3• [130- 132]. 
Эту проблему можно решить путем учета вицинального взаимодей

ствия 3J(31P, 13С) между атомами 31Р и 13С в группах 
Р-03.-С3.-С2 • или - С4• и Р-05·-С5·-С4·, дающего информацию 

об обеих эфирных связях С-0. Кроме того, можно использовать кон
станту 2J(3 1P, 13С) для геминальных заместителей, т.е. заместителей, 
связанных с одним и тем же центральным атомом, как это имеет место 

в группах Р-03·-С3• и Р-05·-С5• [130-132, 142-144]. Таким обра
зом, методом ЯМР удается определить не только торсионные углы от
носительно связей С-С и С-О остова, но и конформацию сахара. Од
нако прямое определение ориентации относительно связи Р-0 
невозможно, поскольку в данном случае отсутствуют ядра, позволяю

щие определить подходящую константу взаимодействия [145, 146], 
и для получения хотя бы качественных результатов применяют другие 
методы, например метод, основанный на изменении химического сдвига 

при повышении температуры [147]. 
Ориентацию основания относительно сахарного кольца определяли не

сколькими методами. 1. Путем измерения времени спин-решеточной ре
лаксации Т1 [ 148]. 2. Методами, которые учитывают двойной ~зонанс 
между близко расположенными протонами и основаны на эффекте 

Оверхаузера [149, 150]. 3. С помощью изучения влияния рН. 4. Путем 
определения изменения химического сдвига протона сахара при связы

вании последнего с основанием. 5. По псевдоконтактному сдвигу 

(151-153, 138]. Результаты этих исследований не совсем совпадают. Так, 
первые два метода дают более высокую долю син-конформеров, чем 

1 Строго говоря, при значениях угла Н-С-С-Н, близких к таковым для 
син-периплаоорной области (8 < 90°), уравнение Карплюса не является един
ственным, с помощью которого может быть описано взаимодействие ви

цинальных протонов 1 Н1 Н. Более того. некоторые исследователи считают его 
применение в этой области нерациональным [ 140, 141]. 
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три других. Более достоверная информация получается при замещении 

атомов С2 и С6 в уридине на изотоп 13С и определении константы взаи
модействия 3J(13C1H) (154]. 

Если объединить все данные по ЯМР нуклеотидов, то можно получить 
общее представление о структуре этих молекул. За последние десять лет 

точность и чувствительность метода ЯМР существенно возросли, что 
позволяет успешно использовать его для исследования олиго- и поли

мерных систем [130- 132. 145-147. 155. 156]. 
За структурными изменениями в нуклеотидах можно следить по изме

нению УФ- и ИК-спектров поrлощения, а также спектров круrовоrо дих

роизма. Эти спектры очень чувствительны к изменению химического со

става или пространственной структуры нуклеотидов и их полимеров. 

Например. УФ-спектр полинуклеотидов чувствителен к стэкингу между 

основаниями, и наблюдаемое увеличение поглощения (mперхромизм) 
при переходе спираль - клубок с успехом используется для изучения это
го процесса (гл. 6). Кроме того, УФ-спектр зависит от электронного со
стояния гетероциклических оснований и позволяет обнаружить химиче
ские модификации или эффекты протонирования/депротонирования 

оснований. 
Спектры дисперсии оптического вращения (ДОБ) или кругового дих

роизма (КД) оснований леж~т в УФ-области. При связывании хромофо
ра (основания) с какой-нибудь хира!lliной молекулой (например. фурано
зой) вблизи полосы поглощения наблюдается эффект Коттона (АДОВ). 
Следовательно, КД-спектры могут использоваться для выявления асим

метричного окружения хромофора. Особенно пенны они для наблюде
ния за изменением локального окружения хромофора, например при 

переходе спираль - клубок. 
ИК-спектры отражают колебательные состояния молекул. В области 

1500- 1700 см - 1
, где основной вклад в поглощение вносят валентные 

колебания двойных связей, эти спектры оказываются чувствительными 

к заместителям оснований и поэтому могут использоваться для изуче

ния кето-енольной таутометризации (разд. 5.4), а также процессов ассо
циации оснований с помощью водородных связей. Недостатком метода 
является то. что в этой области поглощает еще и вода, поэтому все из
мерения необходимо проводить в D20. Кроме того, коэффициент мо
лярной экстинкции в ИК-области на порядок ниже, чем в УФ-области. 
Возможности этого метода существенно расширяет применение лазер
ной рамановской спектроскопии, которая позволяет получить совершен

но новую информацию о колебаниях мо.'lскул. Для более глубокого оз
накомления с этим вопросом можно обратиться к обзорам (127, 128]. 

J(РАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

При изучении структуры нуклеиновых кислот применяются три разно
видности метода рентгеновской кристаллографии. Небольшие моно

и олигонуклеотиды изучают обычными методами рентгеноструктурно-
..... , 
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го анализа монокристаллов. К глобулярным молекулам с четко выра
женной пространственной структурой. таким как тРНК. применяют ме
тоды белковой кристаллографии. В обоих случаях структурные ампли

туды и фазовые углы определяются из экспериментальных данных, 

и это приводит к однозначным результатам. В случае полимерных ДНК 

и РНК можно получить только квазикристаллические волокна, которые 

из-за ориентационной неупорядоченности дают относительно бедную 
дифракционную картину. Опираясь на данные по стереохимии моно
мерных и олигомерных частей молекулы, строят ее модель. Фурье-пре

образование этой модели сравнивают с экспериментальной дифрак

ционной картиной; при этом не исключено, что неправильная модель 

тоже хорошо согласуется с экспериментом. Расчет потенциальной энер

гии системы дает информацию о конформационной подвижности ма

кромолекулы и используется при уточнении ее структуры; он особенно 
ценен тогда, когда количество рентгеноструктурных данных ограничено. 

Из всех спектроскопических методов наиболее эффективным для 

изучения конформации моно-, олиго- и полинуклеотидов в растворе 

является ЯМР. Результаты этих исследований совместно с кристалло

графическими данными и классическими расчетами потенциальной 

энергии позволяют получить наиболее полное представление о струк
турных особенностях молекул. 



....... 

ГЛАВА 4 
Структура и конформационные свойства 

оснований, фуранозных сахаров 
и фосфатных групп 

Поскольку геометрия оснований, нуклеозидов и нуклеотидов и их кон

формационные свойства тесно связаны между собой, в этой главе мы 
будем рассматривать одновременно и те и другие. Мы опишем ос
новные структурные свойства строительных блоков нуклеиновых кис
лот, знание которых является необходимым условием для интерпрета
ции структуры олиго- и полинуклеотидов. Структуре и конформации 
нуклеозидов и нуклеотидов посвящено несколько обзорных статей; 
в них описаны результаты кристаллографических исследований [35, 
166-169] и их детальный анализ [170-172], спектроскопические данные 
[130, 135, 144, 173- 178], а также классические и квантовохимические рас
Че]Ы потенциальной энергии [70, 179-182]. 

Основные физико-химические и биохимические свойства нуклеозидов 
и нуклеотидов рассмотрены в нескольких монографиях и книгах 

[123-125, 183- 190]. 

4.1. ГЕОМЕТРИЯ ОСНОВАНИЙ 

Изучена структура не только пиримидиновых и пуриновых оснований как 
таковых, но и их структура в составе нуклеозидов и нуклеотидов. Заме

щенные и незамещенные основания имеют сходную структуру; разли

чия касаются лишь деталей, связанных с окружением атома азота rли

козидной связи. Основания в составе всех нуклеозидов и нуклеотидов 

замещены, и на рис. 4.1 [191, 192] они приводятся именно в таком виде. 
Нужно подчеркнуть, что в кристаллах нуклеозидов и нуклеотидов, ис

следованных к настоящему времени, наблюдались только те тауто
мерные формы оснований, которые указаны на рис. 2.1 и 2.2. Заместите
ли -NH2 и = 0 всегда находятся в амино- и кетоформах соответствен

но и никогда не принимают имино- или енольной конфигурации. 

Расчеты и спектроскопические данные показывают, что в растворе в не
значительных количествах присутствуют и другие таутомерные формы 
(гл. 5). 

Пиримидиновые н пуриновые гетероциклические основания обычно пла-

5- 509 
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иариы 1 . Незначительные отклонения эндоuиклических атомов ( < 0.1 А) 
и более заметные отклонения атомов заместителей ( < 0,3 А) от плоско
сти кольца (построенной методом наименьших квадратов по атомам 

кольца} нерегулярны и обусловлены влиянием кристаллической упаков
ки. В растворе структура оснований и связанных с ними заместителей 

в среднем также является плоской. 

Амииоrруmtы в пуринах и в цитозине участвуют в образовании резо

нансной структурЬI. На это указывает длина экзоциклических 

С-NН2-связей, примерно равная 1,34(1) 'А (рис. 4.1). Это значительно 
меньше длины алифатической одинарной связи C- N, равной 1,472(5) 'А. 
(196, 197] (табл. 4.1). Кроме того, С-NН2-связи проявляют свойства 
двойной связи, что обычно наблюдается у сопряженных гетероцикличе
ских систем и у одинарных связей )N-C=O-rpyпn (табл. 4.1). Поря
док связи колеблется от 1.41 до 1.47 [70. 109], т. е. связь занимает про
межуточное положение между одинарной и двойной. 

Это приводит к тому. что экзоuиклические аминогруппы и свя

занные с ними гетероuиклы компланарны и вращение вокруг 

С-NН2-связи затруднено. Квантовохимические расчеты (ППДП/2) по

казали. что энергетический барьер при вращении равен 15-25 
ккал · моль - 1 в зависимости от заместителей у атома азота (водород 
или метильная группа) в производных цитозина [200--202], аденина 
[203] и гуанина [203]. Согласно данным ЯМР, для пуринов энергетиче
ский барьер ниже, чем для uитозина [204], и составляет 15-18 
ккал ·моль - 1

, что хорошо согласуется с расчетами. Из-за большого 
энерrетического барьера скорость вращения вокруг экзоuиклической 
С-N-связи в N4-метилuитозине очень мала: она варьирует от 90 до 
270 с - 1 в интервале температур 20-ЗО')С и зависит от растворителя 
[204-206]. Примечательно, что даже у такого соединения. как 
l,5,N4 , N4-тетраметилuитозин (рис. 4.2), все атомы строго компланарны, 
хотя наличие большого числа заместителей должно было бы мешать 
этому. Отталкивание соседних метильных групп-заместителей при ато

мах С5 и N4 - не может быть ослаблено вращением диметиламино

группы вокруг связи C4-N4 , поэтому в данном случае наблюдается 

увеличение валентных углов [207, 208]. 
no сравнению с С-NНz-СВЯЗЯМИ экзоциклические связи С=О в гуа

нине и пиримидинах ближе по своим свойствам к двойной связи (1,84-1,89) 
(70, 199]. Длина связи С-О составляет 1,22(1)-1,24(1) А (рис. 4.1), т. е. 
очень близка к стандартной длине двойной связи С=О, равной 
1,215(5) А (табл. 4.1). Это указывает на наличие лактамной таутомерной 
формы. 

1 В кристаллической структуре некоторых пуриновых нуклеозидов дву
гранный угол между нормалями к плоскостям пиримидиновых и имидазольных 

колеu принимает значения от 0,5 до 1°, т. е. плоскость пурина может перегибать

ся по связи С4-С5 [193- 195]. 
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ААен03ин Цитидин 

Гуанозин Уридин 

Рис. 4.1. Усредненные значения валентных углов (в градусах) и длин связей (в А) 
в 1-замещенных урациле и цитозине и в 9-замещенных аденине и гуанине (по 

данным работы [191]). Стандартное отклонение вычисляли по формуле а= 
= [~)Х; - X)2/ (N - l)]t12, где Х; и Х -текущее и среднее значения, N -число из
мерений. Значения cr для углов лежат в интервале 0,3- 1°, а для длин связей - в 
интервале от 0,005 до 0,016 А. N равно : для урацила 32, для цитозина 14, для 
аденина 21 и для гуанина 7. Значення углов при гликозидных связях взяты из ра
боты [ 192] и на рисуике даны курсивом. Они определены с меньшей точностью, 
поскольку зависят от ориентации оснований и от конформаuии фуранозы. 

Длины эндоцнклнческих связей в пуринах и пнрнмидннах согласуются 
со всеми возможными резонансными структурами, которые могут суще

ствовать для этих соединений [129], и совпадают с длинами и порядка
ми связей, рассчитанными методами квантовой химии [199]. Так, связь 
C2-N 3 в пуринах короче соответствующей связи N 1-С2 в пиримиди
нах, а связь С5-С6 в пиримидинах короче. чем ее аналог- связь С4-С5 
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Та б 1 я ц а 4. 1. Длины некоторых связей. определяющих геометрию нуклеоти
дов [196, 197] 

Связь 

Одинарная связь С-С в парафинах 

в группе С-С=С 
в группе С-С=О 

С-С в ароматических соединениях 
Двойная связь С=С в парафинах 

в группе С=С-С=О 
в группе С=С-С=С 

Одинарная связь С- N в парафинах 
в группе C- N= 

1 
в группе N -С:::::::О 

1 1 
в сопряженных гетероциклах 

Одинарная связь С-О в парафинах 

в ароматических соединениях 

(салициловая кислота) 

в карбоксильных группах и 'Эфирах 
С-О 

С=О 
Двойная связь С=О в альдегИдах и кетонах 

1 
в группе O =:=C- N 

1 1 
Одинарная связь C- S в парафинах 

1 
Двойная связь в группе C= S 

C- F в парафинах 
i 

в ароматических соединениях 

C- Cl в парафинах 
в ароматических соединениях 

C- Br в парафинах 
в ароматических соединениях 

С-1 в парафинах 

в ароматических соединениях 

С-Н в парафинах 
в ароматических соединениях 

Одинарная связь Р-0, расчетная величина 
Эфирная связь P- 0 - R 
Р-000_ Н в КН2РО4 
Р- в КН2РО4 
Двойная связь Р=О, расчетная величина 
P- S в PSCl3 и т. д. 
Р-С 

Длина. А 

1,537 ± 0.005 
J,510 ± 0,005 
J ,506 ± 0,005 
J ,394 ± 0,005 
1,335 ± 0,005 
1,36 + 0,01 
1,336 ± 0,005 
1,472 ± 0,005 
1.475 ± 0,01 

1.333 ± 0,005 

1 ,339 ± 0,005 
1,426 ± 0,005 
1,36 ± 0.01 

1,358 ± 0,005 
1 ,233 ± 0,005 
1,21 s ± 0,005 

1,235 + 0,005 

1,817 ± 0,005 

1.71 ± 0,01 

1,379 ± 0,005 
1,328 ± 0,005 
1,767 ± 0,005 
1,70 ± O,OJ 
1,938 ± 0,005 
1,85 ± 0.01 
2,139 ± 0,005 
2,05 + 0,0J 
J.()96 ± 0,005 
1,084 + 0,005 
1,71 
1,60 ± 0,01 
J,58 ± 0,02 
J,51 ± 0,02 
J,40 
1,86 ± 0,02 
1,841 ± 0,005 
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Рис. 4.2. Разность (в градусах) меж

ду усредненными значениями ва

лентных углов в 1 -замешенном цито

зине. изображенном на рис. 4.1, и 
1,S,N4,N4-тетраметилцитозине [207]. 
Для того чтобы уменьшить стерически 
невыгодные контакты между ме

тильными группами при атомах N4 и 
С5 (двойная стрелка), соответствую

щие углы увеличены. Обе молекулы 
практически планарны. 
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в пуринах. У самих пуринов связь C8- N9 по своему характеру менее 

похожа на двойную. чем связь N7 - C8 ; соответствующим образом раз
личаются и длины этих связей. 

Эндоцнклнческне валентные углы имеют одну интересную особенность 
[209. 210]. В пиримидиновых кольцах внутренний валентный угол при 
незамещенном атоме азота на 6-8с меньш~ чем при замещенном (срав

ните угол C6- N 1- C2 в аденине и гуанине и угол C2- N 3- C4 в цито
зине и урациле; рис. 4.1 ). В имидазольных кольцах различие в углах 
C5- N7- C8 на 2- 3( меньше [192]. Увеличение валентных углов при за
мещенном атоме азота компенсируется уменьшением примыкающих 

валентных углов N- C- C, и в результате планарность оснований со
храняется. Такая же картина наблюдается и для оснований, в которых 

протонируются N-атомы либо депротонируются NН-группы. Данные 
по геометрии протонированных оснований, депротонированного ураци

ла (урацил-анион) и аденина с двумя протонированными атомами азота 
суммированы в работе [ 191]. · 

4.2. ОСНОВНЫЕ КОНФОРМАЦИИ САХАРА 

В составе рибо- и дезоксирибонуклеозидов пятичленное фуранозное 
кольцо никогда не бывает плоским. Оно принимает либо конформацию 

конверта, либо твист-конформацию (конформация полукресла) (рис. 2.6 
и 2.7). Номенклатура различных конформаций фуранозноrо кольпа, 
а также понятие псевдовращения рассмотрены в гл. 2. Как показал кон
формационный анализ рибозы в составе большого числа нуклеозидов, 
величина изгиба у них практически постоянна : ( tm) = 38.6 + 3°. Это оз-
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Рис. 4.3. Фазовые углы псевдовращения Р и торсионные углы х и 'У относитель
но гликозидной и С4.-С5.-связей [170]. Каждая радиальная линия соответ
ствует значению торсионного угла (в градусах), полученному с помощью рентге

ноструктурного анализа 178 рибо- и дезоксирибонуклеозидов и их производных. 
Для рибонуклеозндов области, соответствующие С2.-эндо(S)- и 

С3.-эндо(N)-конформациям сахара, заселены одинаково, тогда как для дезокси
рибонуклеотидов С2.-эндо-область является предпочтительной. Вообще говоря, 
при С2.-эндо-конформации фуранозы наблюдается большая конформационная 
свобода по торсионным углам х и"(, о чем можно судить по заселенности син

(Х) и ск- (-у) областей, которые при С3.-эндо-конформации фуранозы либо мало 
заселены (Х), либо не заселены вообще (-у). В окрестности Р,..., 90° 
(04.-эндо-область) опущены пять точек. Они отвечают: производному, представ

ленному на рис. 4.10, Р = 91,3°, 'tm = 45,8°; дезокснгуанозин-5'-фосфату, Р = 83,3°, 
'tm = 40,8° [300]; дигидротимидину, Р = 84,3°, 'tm = 31,6° [397]; 5-гидрокси-5,6-ди
гидротнмидину, Р = 95,7°, 'tm = 37,6° (398]; 1-~-D-арабинофуранозилтимину, Р = 
= 105,5°, 'tm = 41,4° (399). На противоположном полюсе цикла псевдовращения 
(Р"' 270°, 04.-экзо) нн одной экспериментальной точки не обнаружено. 
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Рис. 4.4. Схематическое изображение наиболее часто встречающихся конформа
ций сахара (169]. Конформационные переходы по горизонтали происходят прак
тически без преодоления энергетических барьеров, тогда как преврашения по 

вертикали, N.zS, разделены невысоким энергетическим барьером. Отметнм, что 
направление экзоцнклических связей C1.-N и С4.-С5 • и конформапия сахара 
связаны между собой. 

начает, что t'm отражает внутренние свойства самих колец, содержащих 

атомы С и О, и не зависит от типа сахара, основания, угла псевдовра

щения Р или торсионных углов у и х (170]. 
Фуранозное кольцо находится в основном в двух конформациях: 

с;-эндо(N) и С.2-эндо(S). Фуранозное кольцо в составе нуклеозидов за

мещено несимметрично, поэтому в нуклеозидах и нуклеотидах, структу

ра которых определена кристаллографическими методами, фазовые 
углы псевдовращения Р распределены по циклу неравномерно (рис. 4.3). 
Они образуют две группы, концентрируясь в интервалах от - 1 до 34° 
(С;-эндо) и от 137 до 194° (С;-эндо) (170]. В соответствии с расположе
нием в цикле псевдовращения эти предпочтительные конформации на
зывают северными (N) и южными (S), понимая под этим семейства 
сходных конформаций, приведенные на рис. 4.4. Конформационные 

переходы вдоль горизонтальных рядов на рис. 4.4 соответствуют опре
деленному интервалу в цикле псевдовращения. Потенциальная энергия 

конверта и твист-конформации примерно одинакова, поэтому ука
занный переход осуществляется <<Непрерывно». При переходах по верти

кали меняется тип конформации сахарного кольца в соответствии со 

схемой N µ S в цикле псевдовращения и с изменением ориентации заме
стителя в сахаре от аксиальной к экваториальной (табл. 4.2). 

Данные, полученные кристаллографическими методами (рис. 4.3), 
указывают на энерrетическую неэквивалентность двух возможных путей 

перехода от N к S. Переход через О~-эндо-конформацию более «корот
кий» и характеризуется сравнительно низким энергетическим барьером, 
поскольку эта область конформаций хотя и слабо, но заселена (см. под-
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Табл и и а 4.2. Ориентация заместителей при различных конформациях сахара l) 

Конформация 
Атом 

рибозы N Н1· Н2· 02· Н3· 03· Н4· С5· 

С2.-эндо э а а э э а с с 

С3.-эндо с с э а а э а э 

04.-эндо '} а с с с с а э 

04·-ЭКЗО а э с с с с э а 

l) Символы «Э» и «а>> обозначают квазиэкваториальную и квазиаксиальную ориен
тации, поскольку точных экваториальных и аксиальных ориентаций, свойственных шести

членным циклогексановым кольцам, в данном случае не существует. Символ «С» означает 

ориентацию, среднюю между «а>> и «э». 

nись к рис. 4.3). Напротив, «длинный» переход через О~ -экзо энергетиче
ски невыгоден и невозможен [170, 171]. Этот факт имеет чисто геоме
трическое объяснение: при конформации сахара 0,4-экзо основание 

и экзоциклические заместители при атоме с; располагаются аксиально, 
что приводит к стерическим ограничениям, тогда как при конформации 

О~-эндо они ориентируются экваториально и поэтому удалены друг от 

друга (рис. 4.5; табл. 4.2). 
Энергию с;-эндо и с;-эндо-конформаций рассчитывали методами 

квантовой химии (КВВМО [211], расширенным методом Хюккеля, 
ППДП [212] ), а также классическими методами [213-215]. Эти расчеты 
показали, что для незамещенных рибозы и дезоксирибозы с;- и 
С~-эндо-конформации с энергетической точки зрения практически экви

валентны. Они разделены энергетическим барьером от 2 до 4 
ккал. моль - 1

• практически одинаковым для перехода через неблаго-

2,9д 4,бд 

Рис. 4.5. Экваториальное и аксиальное расположение заместителей N (основа
ние) и С5• в сахарах при О 4.-экзо-конформации (слева) и О 4.-эндо-конформации 
(справа). Превращение С2.-эндо ~ С3.-эндо может происходить только с образо
ванием промежуточного продукта 04'-эндо, поскольку в 04.-экзо-конформации 
С5• и N располагаются слишком близко друг к другу. 
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приятные о:-экзо- и О~-эндо-конформации сахара [212, 214]. Однако, 
если к фуранозному кольцу присоединяется основание с помощью 
С{-(3-N-гликозидной связи, распределение энергии вдоль цикла псевдо

вращения становится асимметричным: минимумам энергии соответ

ствуют конформации С~-эндо и С~-эндо, а энергетический барьер уме

ренной высоты 2,5--5 ккал·моль - 1- 0~-эндо-конформации. Барьер, 
отвечающий О~-экзо-конформаuии, повышается настолько, что стано

вится практически непреодолимым. Итак. расчеты показывают: для то

го чтобы перейти от одной основной конформации сахара к другой 
с минимальными энергетическими затратами, надо следовать циклу 

псевдовращения; плоские промежуточные конформации рибозы и де
зоксирибозы маловероятны. 

Во всех описанных выше расчетах валентные углы и длины связей 

были фиксированы и варьировались только торсионные углы. Несколь

ко позже [32] были проведены расчеты методом самосогласованного 
поля [74], в которых допускались изменения длин связей и валентных 
углов, что приводило к лучшему совпадению с экспериментом. Было 

показано, что вращение вокруг связи С~-С~ (рис. 2.3) (которое прямо 
связано с конформацией сахарного кольца; рис. 4.6) менее заторможе
но, чем вращение вокруг обычной одинарной связи С-С. Было показа
но также, что переход в конформацию О~ -эндо связан с преодолением 

небольшого энергетического барьера (рис. 4.6), разделяющего два мини
мума энергии, которые отвечают конформациям С2.- и С3.-эндо. Харак

тер изменения энергии при движении по циклу псевдовращения показы

вает, что в релаксированных системах, в которых в соответствии с этим 

циклом меняется лишь один угол v3 , энергия О~-эндо-конформации 
примерно на 0,6 ккал · моль - 1 выше энергии, рассчитанной ЩlЯ С2.- и 
С3.-эндо-конформаuий, тогда как разделяющий их энергетический барь

ер, который отвечает О 4.-экзо-конформации, равен 2,5 ккал · моль - 1 

(рис. 4. 7). Рассчитанные для рибозы и дезоксирибозы значения энергии 
различаются примерно на 0,1 ккал·моль - 1

. 

Полученные результаты неоднократно подвергались критическому 

анализу [170, 171 ], поскольку в некоторых случаях наблюдалось резкое 
нарушение геометрии (угол при атоме О~ увеличивался на 5-6°). Про
филь энергии, приведенный на рис. 4.6, представляется более разумным, 
хотя значения энергии, отвечающие О 4.-эндо- и О 4.-экзо-конформациям, 
в этом случае выше: 1,8 и 5,8 ккал· моль - 1 для дезоксирнбозы и 3,8 
и 7,5 ккал· моль - 1 для рибозы [216]. 

Почему непланарно фуранозное кольцо? Результаты всех приведенных 
расчетов качественно согласуются между собой и указывают на то, что 
фуранозное кольцо непланарно. Почему фуранозное кольцо предпочи
тает находиться в непланарной конформации? Очевидно, плоская кон
формация энергетически невыгодна; поскольку в этом случае все тор
сионные углы равны 0°, их конформация по отношению к заместителям 
по С-атомам является полностью заслоненной. При нарушении планар
ности энергия системы уменьшается, а так как энергетический барьер 
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Рис. 4.6. Энергетический профиль для фуранозы в составе нуклеозидов, рассчи
танный в интервале 35° ~о~ 185° методом силового поля (А). Отметим, что 
угол о прямо связан с углом v3 и, таким образом, определяет значения эндоцик
лических торсионных углов (Б), которые в свою очередь задают конформацию 

сахара. По (32]. 
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при вращении вокруг связи С-О меньше, чем при вращении вокруг 

связи С-С (табл. 3.3), фуранозное кольцо принимает конформации, 
в которых значения углов v0 и v4 (относительно связей С-0) примерно 
равны 0°, а углы v1 , v2 и v3 (относительно связей С-С) максимальны. 

Это приводит к С2.-эндо- или С2.-экзо-конформациям при v 4 = 0° и к 
С3.-эндо- или С3 .-экзо-конформациям при v0 = 0°. Иными словами [217], 
когда из плоскости выступает атом С1 • • вращение происходит вокруг 

связей С4.-О 4 • и С2.-С3. ; это частично устраняет невыгодные кон

такты между заместителями при атомах С2• и С3., хотя конформация 
заместителей при атомах С3• и С4• остается заслоненной (рис. 4.8). 
Энергетическое состояние системы становится еще более выгодным, 
когда из плоскости выступает атом С 2 •• В этом случае вращение проис

ходит вокруг связей О 4.-С1 • и С3.-С4., при этом торсионный угол от

носительно связи С4.-04• (v4) остается равным нулю и ни один из за

местителей не остается в заслоненной конформации. Смещения атомов 
С4• и С3• приводят к таким же последствиям. что и смещения атомов 

С 1• и С2. • Углы С-0-С менее вариабельны, чем углы, в вершине 

которых находится атом углерода [32], а поскольку эндоциклический 
валентный угол при выступающем атоме меньше, чем тот же угол 
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Рис. 4.7. А. Изменение полной энергии фуранозы при движении по циклу псев
довращения (32]. Сплошная кривая отвечает случаю, когда все эндоциклические 
углы Vn меняются в соответствии с циклом псевдовращения, пунктирная-слу

чаю, когда в соответствии с этим циклом меняется только один угол v3, а харак

тер изменения других углов отличается от «идеальных кривых», представленных 

на рис. 2.9. Гистограмма соответствует значениям фазовых углов Р, полу
ченным при анализе кристаллов. Более точные значения энергии приведены 
в работе [216), однако характер энергетического профиля остается прежним. 
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Рис. 4. 7. Б. Другое, более полное представление энергетической карты конфор
маций фуранозы [32]. Фазовый угол псевдовращения Р отсчитывается по часо
вой стрелке, при этом значению Р = 0° отвечает вертикальное положение стрел
IСИ. Степень изmба Vmax, определяемая по формуле (2.3), возрастает 
в радиальном направлении от центра, которому соответствует планарная кон

формация фуранозы. Окружность отвечает истинному циклу псевдовращения с 

vmax = 0.4 А. Черные кружки соответствуют значениям энергии. рассчи
танным для случая, когда все пять торсионных углов vn меняются в соответ
ствии с циклом псевдовращения, а светлые кружIСИ-значениям, полученным при 

соответствующем изменении только угла v3 • Обратите внимание на большие от

клонения от истинного цикла в области Р,.., 270° (04.-экзо-конформация). Из
ображенные на рисунке конформации отвечают ближайшим светлым кружкам. 

Числа (в ккал· моль - 1
) равны разности между энергией данной конформации 

сахара и энергией точки глобального минимума. При более точных значениях 
энергии, приведенных в работе [216], характер приведенной энергетической 
карты не меняется. 
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Рис. 4.8. Изmб фуранозного кольца tпредот
вращает образование заслоненных конфор
маций [217]. А. Фуранозное кольцо планар
но, все заместители, изображенные в цвете, 

расположены та~ что создается полностью 

заслоненная конформация. Б. С1 .-эндо
конформация ; заместители при атомах С3. и 

С4• (в цвете) все еще создают заслоненную 

конформацию. В. С2.-эндо-конформация, за
слоненные конформации отсутствуют. Си
туация, изображенная на нижнем рисунке, 
имеет место и при С2.-экзо-, С3.-эндо- и 
С3.-экзо-конформациях сахара. 

А 

Б 

в 
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в плоскости кольца (разд. 4.3), этот факт можно считать еще одни.1\.1 ар
гументом против того, что атом О 4 , выходит из плоскости кольца. 

Итак, С2.- и С3.-эндо-конформации являются наиболее предпочти

тельными, поскольку слабые взаимодействия между заместителями фу
ранозы в этих случаях минимальны. 

Спектроскопические данные свидетельствуют о быстром взаимном 
превращении С3 .-эндо (N) ~ С2.-эндо (S). Выводы, к которым приводят 
анализ кристаллических структур и расчеты энергии, подтверждаются 

спектроскопическими данными. Исследования методом ЯМР в растворе 
показали, что между С2.- и С3.-эндо-конформациями осуществляется 
быстрый равновесный переход. Это следует из отнощения констант 
взаимодействия между вицинальными 1Н: 3J 1•2 • и 3J 3 •4 • [уравнение 
(3.13)]. Иными словами, в пиримидиновых рибонуклеозидах и рибону
клеотидах рибоза предпочитает находиться в С3.-эндо-(N)-конформации, 

а в пуриновых - в С2 .-эндо(S)-конформации (термин «предпочитает» оз

начает 60-80%-ную заселенность данной конформации). Дезоксирибоза 
находится в основном в С2.-эндо-конформации [31, 126, 130, 138, 
173- 176, 218- 222]. Энергетический барьер этого перехода настолько 
мал, что его удается измерить только в особых условиях, используя 

дейтерированный аммиак и работая в интервале температур от - 60 до 
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+ 40°С. Для пуриновых рибонуклеозидов энерmя активации составляет 
в среднем 4,7 + 0,5 ккал ·моль - 1

• Для пиримидиновых нуклеозидов эта 
энергия выше, но ее пока не удалось измерить экспериментально [223]. 

4.3. ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ 
НА КОНФОРМАЦИЮ ФУРАНОЗЫ 

С помощью ЯМР было обнаружено, что равновесие С3.-эндо(N) ~ 
~ С2.-эндо(S) зависит от природы заместителей при атомах С2• и С3.; 

более электроотрицательный заместитель предпочитает аксиальную 
ориентацию относительно кольца [224- 228, 228а]. Систематические 
исследования 2' -замещенных производных аденозина [229] и уриди
на [230] показали, что число С3.-эндо(N)-конформеров линейно воз
растает с увеличением электроотрицательности заместителей при ато

ме с2• (рис. 4.9). Исходя из этой закономерности, можно предполо
жить, что дезоксирибонуклеозиды и дезоксирибонуклеотиды, у которых 

с С2.-атомом связан слабоэлектроотрицательный атом водорода, будут 
предпочтительно находиться в С2.-эндо-конформации. Именно такая си
туация наблюдается экспериментально, и это дает основания полагать, 
что конформация фуранозного кольца действительно определяется его 

дипольным моментом, и чем более электроотрицателен заместитель, 
тем более охотно он располагается в аксиальной ориентации относи

тельно кольца 1. 

Эти результаты бьши получены на нуклеозидах, когда в качестве 
растворителя применялись дейтерированный диметилсульфоксид или 

вода. Если растворителем служит дейтерированный аммиак (ND3) 

[231], то для аденозинов, у которых 2'- или 3'-гидроксил замещен _ами
ногруппой, наблюдается обратный эффект. Таким образом, либо кон
формация сахара существенным образом зависит от растворителя, либо 
2' - и 3' -аминозамещенные нуклеозиды не являются типичными предста
вителями этого класса молекул. В пользу последнего предположения 

говорит тот факт, что в кристаллах (3-D-2'-амино-2'-дезоксиаденозина 
[232] наблюдается образование внутримолекулярных водородных свя
зей N 2.-H···03 ., которые не обнаружены в друmх производных (за ис

ключением одного модифицированного нуклеозида в необычной 
04.-эндо-конформации; см. рис. 4.10 [233]). 

1 В работах [216, 228а] подчеркивается, что тип наиболее предпочтительной 
конформации сахара определяется описанным в разд. 4.12 гош-эффектом. Этот 
эффект приводит к тому, что группировка Х-С-С-У, где Х и У-электро
отрицательные заместители, подобные ОН или F, старается сохранить + или 
- гош ( + или - синклинальную) конформацию и избежать антиперипланарной. 
В рибозе найдено множество таких группировок, например 04.С1 .С2.02.; 

04.С4.С3.03. ; (основание)-С1 .С2.02 •• 
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Рис. 4.9. Зависимость мольной доли Х N пиримидиновых нуклеозидов. с сахаром 

в С3.-эндо(N)-конформации, от электроотрицательности ER заместителей при 
атоме С2• в интервале от 2.1 (Н) до 4,0 (F) [230). 

Конформация сахара зависит также от характера модификации осно

ваний [173]. Наиболее наглядно это проявляется в случае присоедине
ния к атому С8 пурина или к атому С6 пиримидина какой-нибудь 
объемной группировки, сдвигающей равновесие син ~ анти в сторону 
син (разд. 4.5). Обычно син-конформация коррелирует с 
С2.-эндо(S)-конформапией сахара, особенно в пуринах. Диапазон кон
формаций, которые может принимать фураноза, сужается при образова
нии циклов между атомами 0 2 • и 0 3 • или между 0 3 • и 0 5., а также вну

тримолекулярных связей между сахаром и основанием (как в 
0 2 •• 2-циклоуридине) ([126, 170-172]; см. rл. 7). Если основание заменить 
атомом водорода или группировкой -0-СН3 , то, по данным ЯМР, 
фураноза будет находиться в основном в С3.-эндо-конформации. 

Полирибо- и полидезоксирибонуклеотиды проявляют интересные кон

формационные свойства (гл. 11 ). Нуклеотиды в составе олиго- и полину
клеотидов не являются независимыми единицами; между ними осу

ществляется стэкинг-взаимодействие, и обычно они образуют структу
ру, имеющую форму правой спирали. Молекула ДНК-одного из 
дезоксирибону.клеотидов - ведет себя совершенно иначе, нежели ее рибо
нуклеотидный аналог- РНК. Эти различия обусловлены отчасти разли
чиями в свойствах составляющих их мономерных единиц. Для ДНК ха

рактерны две основные конформации: С3.-эндо и С3.-экзо (разновид

ность С2.-эндо-конформации), переход между которыми определяется 

активностью молекул воды окружающей среды, а для РНК всегда на-
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Рис. 4.10. Структура молекулы 6-амино-10-(J3-D-рибофуранозиламин-пирими
до[5,4-d]пиримидина, производной нуклеозида с обычной 04.-эндо-конфор
мацией сахара (две проекции) [233]. Поскольку связи С2.-О2• и С3.-03• со
здают заслоненную конформацию, появляется возможность образования вну

тримолекулярной водородной связи 03.Н · · · 0 2• (пунктир), не наблюдающейся 
ни в одной из конформаций сахара, в которых связи С2.-02• и С3.-03• ориен
тированы по-другому. Кроме того, длина связи С2.-С3• больше, чем обычно, 
и равна i,557 А, а валентный угол С1.-04.-С4• меньше и составляет 103,4° 
(сравните с рис. 4.13). 

блюдается С3.-эндо-конформация. Был высказан ряд гипотез, которые 
объясняют это различие присутствием в молекуле РНК гидроксильной 
группы 02.Н. Построение молекулярных моделей РНК [234, 235], 
данные по ИК- [236] и ЯМР-спектроскопии [237], а также рентгено
структурный анализ т РНК, который свидетельствует о наличии в этой 
молекуле по крайней мере слабых водородных связей 02.-Н ···О 4• 

[87] (рис. 4.11, А), привели к предположению, что структура РНК стаби
лизируется водородными связями между гидроксильной 0 2 • И-группой 

(донор) одного нуклеотида и атомом кислорода 0 4 • соседнего нуклеоти

да (акцептор). Однако метилирование кислорода 0 2 • (238-240] или за
мена его на Cl [241], F [242- 244] или на азидную группу [245] не со
провождается существенным уменьшением конформационной стабиль

ности синтетических РНК, и, следовательно, водородная связь 
О 2.-Н · ··О 4 • не может считаться основным фактором, стабилизирую-
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Рис. 4.11. Стабилизация вторичной структуры РНК и С3.-эндо-конформации са
хара путем образования (А) внутрицепочечной водородной связи 02.Н · · · 0 4 . 

и (Б) водного мостика 0 2• · ·· Фосфат. (См. обсуждение в тексте и рис. 4.9.) 

6- 509 

" 
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щим данную конформацию. Результаты исследований методом ЯМР, 
проведенные несколько позже, свидетельствуют о возможности образо
вания водного мостика между гидроксилом 02.Н и 3'-фосфатом, чем 
можно отчасти объяснить конформационную стабильность РНК [246, 
247] (рис. 4.11,Б). Поскольку 2'-хлор- или 2'-фторзаместители в молеку
ле РНК не могут образовьmать таких водородных связей и в лучшем 
случае играют роль слабых акцепторов, то С3.-эндо-конформация стаби
лизируется в данном случае за счет сильной электроотрицательности 

указанных заместителей [229, 230] (рис. 4.9). Впрочем, не исключено, 
что все другие конформации РНК запрещены просто из-за стерических 
препятствий, обусловленных наличием гидроксильной 02.Н-группы 
(248]. В заключение можно сказать, что мы пока не знаем, какие силы 
стабилизируют С3.-эндо-конформацию в РНК. Скорее всего, эта ста

бильность обусловлена не одним, а несколькими факторами. 

4.4. ДЛИНЫ СВЯЗЕЙ И ВАЛЕНТНЪIЕ 
УГЛЪI В ФУРАНОЗАХ 

Для исследования параметров псевдовращения и геометрии связей для те

трагидрофурана, незамещенного прототипа пятичленного сахарного кольца 

нуклеозидов, были использованы методы дифракции 'электронов [249, 
250], микроволновой техники (251] и теоретические методы (252]. Длины 
связей н валентные углы в тетрагидрофуране указаны на рис. 4.12. 
Длины связей согласуются со значениями стандартных длин связей 
С-С и С-О (табл. 4.1), однако валентные углы существенно меньше, 
чем угол 109,5°, который наблюдается при sр3-гибридизации, а также 
меньше 108° - величины внутреннего угла плоского фуранозного кольца, 
сумма углов в котором равна 5 -108° = 540°. Сумма углов в тетрагидро
фуране составлS{.ет 524,9°, т.е. на 15,1° меньше указанной величины. Не
трудно показать, что это обусловлено наличием атомов, выступающих 
из плоскости кольца [253, 254]. Углы уменьшаются неодинаково, и при 
этом наблюдается следующая закономерность: С-0-С > 
> С-С-0 >С-С-С [255]. 
В составе нуклеозидов длины связей С-С в фуранозах уменьшаются 

лишь на ,..., 0,02 А, тогда как значения торсионных углов относительно 
этих связей изменяются от О до 40°, в результате чего уменьшается ван
дерваальсово отталкивание. Для длин связей С-О такой закономерно
сти не наблюдается [t 72]. Наиболее существенное измене~ие валентных 
углов. от 3 до 5°, наблюдается в цикле псевдовращения '{ 170-172. 216]. 
Здесь мы остановимся на двух основных областях цикла псевдовраще
ння: С2.-эндо(S) и С3.-эндо(N); данные по их геометрии представлены на 

рис. 4.13. 
Значения энлоциклических валентных углов в фуранозах и в тетраги

дрофуране одинаковы, практически совпадают и суммы углов (523° в фу
ранозах и 524,9° в тетрагидрофуране). Это означает, что образование 
кольца и его изгиб сильнее влияют на конформацию данных соедине-
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Рис 4.12. Геометрия незамещенного 
пятичленного кольца тетрагидрофура

на. установленная на основе данных 

по дифракции электронов. В скобках 

приведены стандартные отклонения 

длин связей С-С или С-0. 
Представлены данные, усредненные по 

результатам работ [249, 250]. 
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ний, чем природа заместителя при углеродных атомах. Длины всех эн

доциклических С-С-связей фуранозы в составе нуклеозидов значитель
но меньше длины обычной одинарной связи С-С (1,537 А) (табл. 4.1). 
По-видимому, это обусловлено наличием заместителей при атоме угле

рода: основания и атома 0 4 . при атоме С1 • и атома(ов) кислорода при 
атоме(ах) С3• (и С2,). Подобное уменьшение длин связей С-С наблю

дается и в сх:-D-глюкозе [256]. В кристаллах всех нуклеозидов связь 
с1 ,-О4• на 0,03 А короче, чем связь С4,-04., поскольку атом кислоро
да 0 4 . сопряжен с основанием, связанным с С1 .-атомом. 

Экзоцнклическне валентные углы при атомах С1 . и С4• близки к те

траэдрическому (,..,, IO'J0
), однако те углы, в образовании которых уча

ствуют атомы С2• и С3., увеличиваются до 112,6 --:- 116,8°. Такая же си
туация имеет место и для экзоциклических валентных углов, в вершине 

которых находятся атомы С2• и С3 •• В С2.-эндо-конформации валентный 
угол С-С-02• увеличивается, а длина связи С2,-02• уменьшается. 

Аналогичная картина наблюдается и для С3.-эндо-конформации; это 

предполагает, что у атомов, выступающих из плоскости, sр2-гибридиза
ция проявляется в большей степени, чем у атомов в плоскости [257]. 

В этом смысле интересна структура 6-амино-1 О-(Р-D-рибофуранози
ламино)пиримидо-[5, 4d] пиримидина [233] (рис. 4.10). Это един
ственный рибонуклеозид (с модифицированным основанием), который 
находится в редкой 04,-эндо-конформации. Гетероциклическое основа

ние связывается с С1 .-атомом через экзоциклическую аминогруппу. Ва

лентный угол при выходящем из плоскости атоме 0 4 • равен 103,4(4)0
; 

это на 6° меньше, чем такой же угол в рибозе с конформацией С2.- либо 

С3,-эндо, т. е. меньше характерного значения для валентных углов 

С-0-С, равного 109,5°. Более того, поскольку связи С2.-О2• и 
С3,-О3, синперипланарны, а соответствующий торсионный угол 

О2.-С2.-С3,-03• практически равен нулю (3,2°), длина связи 
С2.-С3 • • 1,557(4) А, оказывается больше, чем длина одинарной связи 
С-С (табл. 4.1). Таким образом, 04.-эндо-конформация, будучи пере
ходной формой между конформациями С2,- и С3.-эндо, соответствует 
напряженному конформационному состоянию, что и предсказывала тео
рия (разд. 4.2). 
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Рис. 4.13. А. Геометрия С2.-эндо- и С3.-эндо-конформаций рибозы и дезоксири-
бозы в составе нуклеозидов. Другие усредненные данные приводятся в работе 
[392]. Указанные на рисунке значения являются результатом усреднения 
данны~ полученных ло хорошо уточненным структурам (R < 0,08); стандартные 
отклонения а рассчитывались по формуле, приведенной в лодписи к рис. 4.1. 
В случае С2.-эндо- и С3.-эндо-рибоз N = 25, <Jдл.св = 0,006-:--О,014 А, О"уrл 

0 

= 0,6-:-2.,3°; в случае С2.-эндо-дезоксирибозы N = 7, <Jдл.св = 0,009-:-0,018 f:!., 
О"уrл = 0,5-:--3,2°; в случае С3.-эндо-дезоксирибозы N = 8, <Jдл.св = 0,007-:-0,024 А, 
О"уrл = 0,5-;-2, 1 °. 

4.5. КОНФОРМАЦИИ СИНИ АНТИ 

Стерическне препятствия, возникающие при вращении оснований относи
тельно сахара, приводят к появлению двух предпочтительных конформа

ций, сини анти [33, 34] (см. рис. 2.10). Как отмечалось в гл. 2, в анmи
конформации нет никаких особых стерических ограничений; в то же 
время в син-конформации основание нависает над сахарным кольцом, 
что приводит к тесным межатомным взаимодействиям. Эти взаимодей

ствия уменьшаются, когда сахар находится в С2.-эндо-конформации, 

а основание и атом С5• располагаются экваториально и удалены друг 

от друга (рис. 4.4). Как показывает рентгеноструктурный анализ, когда 
нуклеозид находится в си.н-конформации, сахар чаще принимает 
С2.-эндо-конформацию [ 42, 195]. Анализ всех данных по кристалличе-
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Рис. 4.13. Б. Зависимость эндоциклических валентных углов фуранозы от фазо
вого угла псевдовращения Р [ 170]. Имея в виду наличие такой зависимости, 
приведенные на рис. 4.13, А данные следует рассматривать как идеализиро
ванные. 

ской структуре нуклеозидов позволяет сделать вывод, что если сахар 

пребывает в С2.-эндо-конформации, то пуриновые нуклеозиды с равной 

вероятностью принимают как син-, так и анmи-конформации, если же 
конформация сахара С3.-эндо, это равновесие сдвигается в сторону анти 
[170]. В крайне редко встречающихся пиримидиновых рибонуклеозидах, 
находящихся в син-конформации, сахар принимает как С2.-, так и 
С3 .-эндо-конформации. Преобладающей для пиримидиновых рибону

клеозидов является анmи-конформация, и ей сопутствует 

С3 .-эндо-конформация рибозы ; в то же время пиримидиновые дезокси
рибонуклеотиды предпочитают С2.-эндо-, а не С3.-эндо-конформацию 
[35, 167- 169]. 

Из водного раствора 4-тиоуридин кристаллизуется в син-конформа
ции [258], а если растворителем служит масляная кислота, 4-тиоуридин 
кристаллизуется в обычной анmи-конформации [259] (рис. 4.14). Основ
ное различие между этими двумя кристаллическими структурами со

стоит в том, что в кристаллическую решетку нуклеозидов в син-конфор-
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07 
Рис. 4.14. Структура молекулы 4-тиоуридина, одного из минорных нуклеозидов, 
встречающихся в тРНК (259]- 4-тиоуридин из водного раствора кристаллизует
ся в син-конформации (вверху), а из масляной кислоты-в обычной анmи-конфор
мации (внизу). В анmи-ориентации конформация сахара представляет собой клас

сический С3.-эндо-конверт 3Е, а в случае син-ориентации сахар находится в 
С3.-эндо-, С4.-экзо-твист-конформации 3Т 4 . В син-конформации расстояние 
0 5• • • • 0 2 слишком велико ( > 3,5 А), чтобы могла образоваться внутримолеку
лярная водородная связь. Атомы Н rидроксилъных групп на рисунке не 

изображены. 

мации включается mдратационная вода, которая стабилизирует упаков
ку молекул посредством образования водородных связей. В воде, одна
ко, 4-тиоуридин находится в анmи-конформации (260-262]. Этот пример 
показывает, с какой осторожностью следует делать вьmоды о конфор

мации гибкой молекулы, когда для нее известна лишь одна кристалли
ческая структура. 

В пиримидиновых нуклеозидах анmи-конформация основания тесно 
связана с конформацией сахара [263]. Значения торсионного угла х от
носительно связи C1,- N для С2.- и С3.-эндо-конформаций сахара лежат 

в следующих интервалах: 

- 180° ~ Х ~ - 138° для Сз.-эндо 
- 144° ~ х ~ - 115° для С2.-эндо 
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По-видимому, эта закономерность отражает особенности стерических 
ограничений в двух данных структурах. Так, в С3.-эндо-конформации 
атом водорода при С3.-атоме ориентирован аксиально (табл. 4.2) 
и взаимодействует с группой С6-Н основания, поэтому угол х лежит 
в окрестности 180°. В С2.-эндо-конформации атом водорода ориентиро
ван экваториально и основание может поворачиваться в пределах обла
сти -ак до тех пор, пока кетоrруппа 0 2 не начнет взаимодействовать 

с атомом Н 1•. В случае пуринов такие взаимодействия между сахаром 

н основанием слабее, поскольку геометрия имидаз·ольного кольца не 
позволяет атомам С8-Н и N3 вступить в тесный контакт с атомами 

сахара. В этом случае основание поворачивается в пределах области -ск. 
Такая закономерность в распределении интервалов торсионных углов 

наблюдается в додекануклеотиде d(CGCGAAТТCGCG), что позволило 
сформулировать антикорреляционный принцип (разд. 11.2). 

Существует еще одна структурная корреляция: между длиной .--лико
зидной связи C 1.-N и торсионным углом Х· Для пиримидиновых нуклео
зидов [265, 266] длина связи C 1.-N максимальна (1,52 А) при угле х, 
примерно равном 180°, и по мере его приближения к - 140° уменьшает
ся до 1,48 А практически линейно. Этот факт указывает на то, что (по 
крайней мере в пиримидиновых нуклеозидах) атомы водорода при С3• и 
С2• не являются единственной помехой вращению [34]. Определенную 
роль играет также атом 0 4.; увеличение длины связи C1.-N обусловле
но взаимодействием 0 4 • с атомом водорода, связанным с С6• 

В пуринах стерические ограничения менее существенны, чем в пири

мидинах, длина гликозидной связи менее вариабельна и составляет при
мерно 1,46 А. Это значительно меньше средней длины данной связи 
(1,49 А) в пиримидинах [256]. 

Равновесие син +:± анти в растворе. Результаты кристаллографическо
го исследования син/анmи-конформаций нуклеозидов подтверждаются 
огромным количеством данных по ЯМР- и КД-спектроскопин. Все эти 
данные свидетельствуют о наличии в нуклеозидах быстрого взаимопре
вращения син +:± анти [126, 141, 144, 145, 174, 175, 178, 219, 261, 262, 
267-275]. Как показали исследования методом ультразвуковой релакса
ции, релаксационные процессы в пуриновых нуклеозидах осуществляют

ся за времена порядка наносекунд~ что, по-видимому, связано с враще

нием основания вокруг гликозидной связи [276, 277]. Исследуя 
зависимость релаксационных процессов от температуры, можно опреде

лить термодинамические параметры перехода син +:± анти. Конформа
ционная подвижность пиримидиновых нуклеозидов более ограничена, 
чем пуриновых, поэтому никакого поглощения в интервале частот 

10-250 МГц для них не наблюдается [276]. 
Данные по ЯМР тоже указывают на то, что между типом основа

ния, конформацией сахара и ориентацией основания относительно са
харного кольца существует корреляция. В случае пуриновых нуклеози

дов син- и анmи-конформеры встречаются с одинаковой вероятностью, 
пиримидиновые же нуклеозиды чаще находятся в анmи-конформации. 
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Обычно в рибонуклеозидах сахар в С3.-эндо(N)-конформации связан 
с основанием в анmи-ориентации, тогда как дезоксирибонуклеозиды 

в анmи-конформации предпочитают С2.-эндо(S)-конформацию сахара. 

В пуриновых нуклеозидах син-конформация сочетается с 
С2.-эндо-конформацией сахара, а если син-конформацию пиримиди

новых нуклеозидов стабилизировать посредством метилирования 
С6-углерода, то для обоих типов сахара будет наблюдаться возвраще
ние к С3.-эндо-конформации [278-280]. Если нуклеозиды фосфорилиро
ваны по атому 0 5., то, как указывалось в разд. 4.9, существенно 

возрастает взаимодействие этого атома с основанием и соответственно 
увеличивается доля нуклеозидов, у которых сахар находится в 

С3.-эндо-конформации, а углы Х и у лежат в областях анти и + ск со
ответственно. Очевидно, однако, что фосфорилирование по атомам О 2• 

и 0 3 • гидроксильных групп не должно сильно влиять на конформацию 

нуклеотида нз-за большого расстояния между этими атомами и основа
нием (281, 282]. 

Энерf'етические профили для син- и анmи-конформеров рассчитывались 
как классическими, так и квантово-химическими методами [211-215, 
283- 286]. Согласно результатам большинства этих расчетов, основание 
вращается вокруг f'ликозидной связи С 1.-N, а сахарное кольцо сохра
няет при этом одну из конформаций, представленных на рис. 4.4. Одна
ко, как мы видели в разд. 4.2, конформационная подвижность фураноз
ного кольца довольно велика; и кристаллографические, и спектрофото
метрические данные указывают на то, что между вращением основания 

и конформацией сахарного кольца существует внутренняя связь. Иссле
дованию зависимости торсионного угла у от конформации сахарного 
кольца посвящены две работы; в них обеих применялся принцип псев
довращения [211, 212]. 

В одной из этих работ, где применялись методы квантовой химии 
(КВВМО), бьmи получены энергетические карты, представленные на 
рис. 4.15 [211]. Эти карты хорошо согласуются с экспериментом: из них 
следует, что в пуриновых нуклеозидах син-конформация сочетается с 
С2.-эндо-конформацией сахара, а С3.-эндо-конформации соответствует 
большая (на 1-2 ккал) энергия. В анmи-пуриновых нуклеозидах обе кон
формации сахара равновероятны. Энергия для обеих конформаций саха
ра в син-пиримидиновых нуклеозидах одинакова; именно такая ситуа

ция наблюдается для 6-метилуридина (С2.-эндо [ 42]) и 4-тиоуридина 
(С3.-эндо, С4.-экзо [258] ). Кристаллографические исследования нуклеози
дов показывают, что в анmи-пиримидиновых нуклеозидах конформации 
С2.-эндо и С3.-эндо встречаются одинаково часто, тогда как для 

дезоксирибонуклеозидов наблюдается в основном С2.-эндо-конформа
ция. В то же время энергетические минимумы, полученные расчетным 

путем, одинаковы для этих конформаций. 
Интересно, что переход С2.-эндо ~ С3.-эндо осуществляется через 

промежуточную конформацию О 4.-эндо (рис. 4. t 5), причем энергетиче
ский барьер составляет примерно 6 ккал· моль - 1

• Эта величина замет-
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но выше, чем рассчитанная методом силового поля и с учетом геоме

трии релаксированного сахара (рис. 4.7). Энергетические карты для 
пиримидиновых нуклеозидов показьmают, что в анmи-области при 
С3.-эндо-конформации сахара угол х близок к 180°, а при 

С2.-эндо-кощ}юрмации-к -120° ( - ак); об этом мы уже говорили 

выше. 

4.6. ВЫСОКАЯ-АНТИ ( - СК)-КОНФОРМАЦИЯ 

Энергетические карты, приведенные на рис. 4.15, показывают, что диа
пазон допустимых значений угла х для пуриновых нуклеозидов в анmи

конформации простирается от 180 до примерно - 60°, т. е. от анти (ап)
до высокой-анти ( - ск)-области. Для пиримидиновых нуклеозидов этот 
диапазон ограничен «классической» анmи-областью. Эrо различие обус
ловлено стерическими ограничениями, налагаемыми на углы вращения 

вблизи (или даже ниже) - 120° из-за взаимодействия между атомом во
дорода С6-Н-группы пирим~щина или С8-Н-группы пурина с атома
ми водорода сахара. В синтетических аза-нуклеозидах и в формицине 
указанные группы заменены азотом, стерические ограничения снимают

ся и нуклеозиды могут находиться в высокой-анти-конформации 
(рис. 4.16). Подобные конформации, по-видимому, стабилизируются си
лами электростатического отталкивания между атомом N 6 пиримидина 

или атомом N 8 пурина и О 5.-гидроксильной группой [287-289]. 

Рис. 4.16. 6-азауридин в высокой-анти ( - ск)-конформации [287]. Обратите вни
мание на ориеIПацию связей С1.-С2• и N 1-N6 , при которой образуется почти 
заслоненная конформация. В обычных пиримидиновых нуклеозидах вместо ато

ма N6 присутствует группа С6-Н, которая контактирует с атомом Н2 •• Из-за 
электростатического отталкивания N6 • • · 0 5. торсионный угол у относительно 

связи С4.-С5 • лежит в области an (ер. с рис. 2.10, А). 
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4.7. ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА СООТНОШЕНИЕ 
МЕЖДУ СИН- И АНТИ-КОНФОРМЕРАМИ. 

ИСКЛЮЧИТЕЛЬНОЕ ПОЛОЖЕНИЕ ГУАНОЗИНА 

Соотношение между син- и анти-конформерами нуклеозидов и нуклеоти

дов изменяется в результате химической модификации сахара и основа

ния. Особый интерес в этом отношении представляют нуклеозиды, за

мещенные по атомам С6 пиримидина и Св пурина: при подходящем 
выборе заместителей электронная структура нуклеозида изменится не

значительно. и в то же время эти заместители смогут прямо взаимодей

ствовать с рибозой и смещать равновесие син +:± анти в сторону син. 
Кристаллографический и спектроскопический анализы показали, что 

6-метилуридин [42, 261, 275, 278-280], 8-метиладенозин-3'-фосфат [290] 
и галогензамещенные по восьмому положению пуриновые нуклеозиды, 

такие, как 8-бромаденозин или 8-бромгуанозин [41, 271, 291-294], нахо
дятся в основном в син-конформации как в кристаллическом состоянии, 
так и в растворе (рис. 2.1 О, А). Однако, когда 8-бромаденозин присоеди
няется к алкогольдегидрогеназе из печени лошади по месту связывания 

NAD +,он, как и NAD +,принимает анти-конформацию [295]. Таким 
образом, присоединение галогена или н-бутиламиногруппы к Св-атому 

пурина [296] (рис. 4.17) мешает вращению вокруг гликозидной связи. 

Рис. 4.17. 9-J3-D-арабинозил-8-н-бутиламиноаденин-нуклеозид с объемным за
местителем при атоме С8 ; он кристаллизуется в анmи-конформации [296]. Как 
показывают исследования методом ЯМР [393] и квантово-химические расчеты 
[394], анmи-конформация этой молекулы, а также 8-аминозамещенных аденози
нов обычно стабилизируется путем образования внутримолекулярной водород
ной связи N 8 H · · · 0 5 •. 8-замещенные аденозины, в которых такая связь отсут

ствует, находятся предпочтительно в син-конформаuии (см. рис. 2.10, А). 
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Рис. 4.18. Заместитель при атоме С8 в 8-mдроксиизопропиладенозине настолько 
велик, что нуклеозид находится только в син-конформации [298]. Пунктиром 
обозначена внутримолекулярная водородная связь 05'-Н · · · N 3 • 

Для полной фиксации син-конформации были использованы более 
объемные заместители, такие как трет-бутил (рис. 4.18) [297, 298]. 

Еще одним фактором, стабилизирующим сuн-конформеры нуклеози
дов, является наличие свобоnной гипроксильной группы 05.Н, которая 
может образовывать вопоропные связи 0 5.H-"N3 (пурин) и 05 .Н···02 
(пиримидин) (см. рис. 2.10.А). Такие связи были обнаружены во многих 
кристаллах син-конформеров. Есть, однако, и лругие данные [ 42, 258], 
указывающие на то, что сближение атомов N 3 пурина и О 2 пиримидина 

с атомом 0 5• еще недостаточно для образования волородных связей. 

Анти-ориентация основания, в особенности в 5' -нуклеотидах (разл. 4.9), 
стабилизируется волородной связью другого типа: С-Н · · · 0 5 •• 

Гуанозиновые нуклеозиды и нуклеотиды предпочитают находиться 

в син-ориентации. Ориентация относительно гликозидной связи зависит 

не только от стереохимических и энергетических факторов, но и от при
роды основания. Так, 5' -гуаниловая кислота, по-видимому, отличается 
от всех других нуклеотидов [299]. Подобно своему дезоксианалогу, она 
кристаллизуется в син-форме не только в виде мономера, но и в составе 
тетра- и гекса-нуклеотидов с чередующейся послеповательностью: d(C
pGpCpG) [302] и d(CpGpCpGpCpG) [303], а также в составе соответ
ствующих полимеров [304], образующих левую спираль (гл. 12). Иссле
дования методом кругового дихроизма (в случае GpU [305]) и ЯМР 
[306] предполагают, что в растворе rуаниловая кислота также предпо
читает син-конформацию. К такому же выводу привопят классические 
расчеты потенциальной энергии [307, 308], расширенный метод Хюкке
ля [309] и другие метоnы квантовой химии [31 О]. Все эти исследования 
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показывают, что син-конформация стабилизируется благодаря вандер
ваальсовым взаимодействиям и электростатическому притяжению ме

жду аминогруппой во 2-м положении и 5' -фосфатной группой, которое 
обусловлено делокализацией неподеленной пары электронов 

-NН2-группы и сопряжением ее с разрыхляющей тт* c
2
- N

3 
-орбиталью. 

Такой же эффект, только выраженный в меньшей степени, должен был 
бы проявиться и в случаях инозин-5' -фосфата, однако изучение кристал

лической структуры этого соединения, проведенное независимо тремя 

группами исследователей, показало, что оно находится только в анпш

конформации [310--312]. 

4.8. ОРИЕНТАЦИЯ ОТНОСИТЕЛЬНО СВЯЗИ С4.-С5' 

Вращение вокруг экзоциклической связи С4.-С 5• в нуклеотидах и ну
клеиновых кислотах играет решающую роль в расположении 5' -фосфатной 
группы относительно сахара и основания. Этот вопрос был детально ис
следован кристаллографическими [35, 166-169], спектроскопическими 
[130, 144, 173-175, 218-222, 313] и теоретическими методами [212- 215, 
283-286, 314-316]. В отличие от вращения вокруг гликозидной связи 
(угол х.), которое дает два семейства конформаций, вращение вокруг 
связи С4.-С5• (угол у), как и в случае этана, приводит к появлению трех 

классических заторможенных конформаций (см. рис. 2.11 ). Имеется, од
нако, и сходство между этими двумя типами вращения: и х, и )' в син- и 

+ ск-областях соответственно таковы, что основание и атом 0 5 • распо

лагаются над рибозой, а в анти- и - ск- или ап-областях они напра
влены от нее. 

Распределение конформаций по интервалам + ск, - ск и ап торсионно
го угла )' зависит от конформации сахара и от типа основания, поэтому 
эти области заселены неравномерно. В кристаллах пуриновых нуклеози

дов торсионный угол )' с одинаковой вероятностью находится в + ск
и ап-областях, при этом сахар может иметь как С2.-, так и 

С3.-эндо-конформацию. В - ск-области у лежит очень редко, при этом 

сахар находится только в С2.-эндо-конформации. В пиримидиновых ну
клеозидах )' лежит в основном в + ск-области независимо от конформа
ции сахара. Описано лишь несколько конформаций, в которых )' лежит 
в - ск- и ап-областях, при этом сахар всегда находится в 
С2.-эндо-конформации (см. рис. 4.3). 

С этими данными согласуются результаты исследования ряда заме
щенных нуклеозидов методом ЯМР; это позволяет предположить, что 
между конформацией сахара и вращением вокруг связи С4.-С5• суще

ствует взаимосвязь. С помощью ЯМР нельзя различить - ск- и ап-кон
формеры (гл. 3), удается получить лишь суммарную заселенность обеих 
областей. Имеющиеся данные указывают на то, что преобладающей 
является с2.-эндо-конформация, однако в конформерах с С3.-эндо
конформацией сахара в основном наблюдается + ск-ориентация от
носительно связи С4.-С5• [ 173, З 13]. Замена основания группой 
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Рис. 4.19. Конформационная энергетическая карта для 5'-рибонуклеоmдов, по
лученная методом КВВМО [315]. Стерически разрешенная область, ограничен
ная изолвнией 2 ккал ·моль - 1, выделена цветом. у считается функцией торсион
ного угла ~' а торсионные углы сх, Е и С фиксированы и равны 300, 240 и 300° 
соответственно. Значения у л~жат в основном в +с-к-области. Энергия конфор
маций, для которых у лежат в областях ап и - ск, превышает 2 ккал· моль - 1

. 

Заметим, что значения ~ ограничены областью ап (см. разд. 4.12). Точки со
ответствуют данным, полученным кристаллографическими методами. 

-0-СН3 приводит к заселению + ск- и ап-, но не - ск-области 
[233а]. Поскольку торсионный угол О4.-С4.-С5.-О5 . находится в пре
делах + ск- и - ск-областей, этот факт может служить наглядным 
примером наличия гош-эффекта, который будет описан в разд. 4.12. 
В модифицированном таким образом нуклеозиде, в отличие от обыч
ных нуклеозидов, + ск-ориентация не является предпочтительной. Это 
позволяет предположить, что в последнем случае торсионный угол у 

фиксируется в области + ск благодаря взаимодействию между осно
ванием и атомом О 5•• Такие взаимодействия действительно наблю
дались, быJШ измерены и рассчитаны (разд. 4.9). 

Расчеты, выполненные в рамках приближения потенциала жесткой 
сферы, и классические расчеты дают равномерное распределение всех 
конформеров, что противоречит эксперименту [283]. Ближе к экспери
ментальным данным находятся результаты расчетов методами кванто

вой химии (КВВМО), говорящие о том, что конформация, в которой 

угол у лежит в + ск-области, выгоднее других, причем выигрыш в энер
гии составляет 1- 2 ккал ·моль - 1 (рис. 4.19) [315]. Корреляция между 
конформацией сахара, типом основания и преобладающим значением 
угла у остается очевидной, даже если принять, что энергетический барь

ер составляет 0,5-1 ккал·моль - 1
• Энергетические карты показывают, 

что для пиримидиновых нуклеозидов предпочтительными являются 

+ ск-область и С3.-эндо-конформация сахара; для пуриновых нуклеози
дов + ск-область тоже предпочтительна, но в меньшей степени и неза
висимо от конформации сахара. 
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4.9. ФАКТОРЫ. ВЛИЯЮЩИЕ НА ОРИЕНТАЦИЮ 
ОТНОСИТЕЛЬНО СВЯЗИ С4,-С5, 

Характер распределения по ориентациям относительно С4.-С5'-связи 
позволяет предположигь, что стабилизация или дестабилизация 
+ ск-конформеров зависиг от типа основания. Согласно рентгенострук
турным данным, расстояние между С6-атомом пиримидина и 

Св-атомом пурина, с одной стороны, и атомом 0 5. , с .другой, обычно 

равно 3, 1- 3,3 А, что существенно меньше значения 3,68 А, которое полу
чигся, если к сумме вандерваалъсовых радиусов атомов О и Н приба
вить длину связи С-Н [317- 319] (рис. 4.20). 

В нуклеозидах, у которых основания находятся в анmи-ориентацни, 

+ ск-конформеры частично стаб1L11Изируются водородной связью (основа
ние) С-Н · -·05• и поэтому являются преобладающими [320-322]. Атом 
Н, присоединенный к атому С, обычно не бывает донором при образо
вании водородной связи, однако именно на такую его роль указывают 

результаты экспериментов по дейтериевому обмену в пуриновых моно
и олигонуклеотидах, полученные методом ЯМР [268, 323, 324]. Эти ре
зультаты свидетельствуют о том, что атом Св частично депротониро-

Рис. 4.20. Одновременная стабилизация конформаций относительно гликозид
ной (х. анти) и С4.-С5. (у, + ск)-связей с помощью образования водородной 
связи (основание) С-Н · · · 0 5 • (цветные линии) в кристаллах UpA [317, 318]. 
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ван и взаимодействует с атомом О 5• фосфоэфирной группы. С5- и 

С6-атомы пиримидина тоже в значительной степени депротонированы 
[325]. 

Квантово-химический анализ (ППДП/2) взаимодействия С-Н · · · 0 5 • 

показывает, что энергия стабилизации + ск- и анmи-ориентаций относи
тельно гликозидной и С4.-С5.-связей [326] в уридине, тимидине 
и 5-фторуридине составляет 1,84-2,27 ккал· моль - 1

. Для аденозина 
энергия стабилизации, полученная расчетным путем, составляет лишь 

1,11 ккал-моль - 1, но это не противоречит тому экспериментальному 
факту, что пуриновые нуклеозиды предпочитают + ск-конформацию 
в меньшей степени, чем их пиримидиновые аналоги. Анализ сил, стаби
лизирующих водородную связь С-Н-· ·О, показывает, что атом 05' 
притягивается не только водородным атомом. Группы, связанные с ато
мами С8 в пурине и С6 в пиримидине, способны оттяmвать электроны; 
тем самым создается дефицит электронов при атоме углерода, и он то
же приобретает способность притягивать атом О 5,. 

Еще больший вклад вносят межмолекулярные силы во взаимодей
ствие С-Н · · ·О 5• в случае 5' -нуклеотидов; фосфатная группа, связанная 
с атомом О 5., делает его более электроотрицательным. чем в составе 

нуклеозида. Именно с этим связано понятие «жесткий нуклеотид>>, о ко

тором пойдет речь в следующем разделе. 

4.10. <<ЖЕСТКИЙ НУКЛЕОТИД» 

Систематический анализ кристаллических структур 5' -нуклеотидов, прове
денный Сандаралвнгамом, показал, что обычно нуклеотиды менее гибки, 
чем нуклеозиды. Особенно это относится к вращению вокруг гликозил

ной и С4.-С5.-связей. В нуклеотидах торсионные углы 'У и х лежат 

в областях + ск и анти как в случае С2.-, так и в случае 

С3.-эндо-конформации сахара (S и N) [35, 58]. Концепция «жесткого ну
клеотида» справедлива как для изолированных 5' -рибонуклеотидов, так 
и для олиго- и полинуклеотидов. Известно, однако, несколько исключе
ний; так, аденозин-5'-фосфат в комплексе с терпиридил-платиной кри
сталлизуется в конформации, в которой угол у находится в ап-области 
[327], а для АрА в комIШексе с профлавином наблюдается син-ориента
ция основания и угол у тоже лежит в области ап [328]. Среди дезокси
рибонуклеотидов исключения составляют: мономеры 5' -дезоксирибоу
ридиловая и 5' -дезоксигуаниловая кислоты, которые кристаллизуются 
в конформации с углом у в ап-области [301, 329, 330J тетра- и гексану
клеотиды d (CpGpCpG) и d (CpGpCpGpCpG), образующие левые 
двойные спирали, в которых 5' -гуаниловая кислота находится в син-кон
формации с углом у в ап-области [302, 303], а также poly d(GC), струк
тура которого сходна со структурой соответствующего олигомера 

[304]. 
7- 509 
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Спектроскопические данные не противоречат концепции «жесткого 
нуклеотида», если иметь в виду, что в растворе под «жестким нуклеоти

дом» понимается нуклеотид в наиболее предпочтительной конформа
ции. которая тем не менее находится в равновесии с другими конформе
рами с углом у, лежащим в областях-ск и ап, и углом :х,, отвечающим 

син-конформации (31, 130, 218, 221, 268, 269, 272, 292, 330]. 
Сравнение данных, полученных методом ЯМР для аденозина, его 31

-

и 51-моно- и дифосфорилированных производных и для олигомера 
АрАрАр (331 ], результаты квантово-химических расчетов [31 О, 332] 
и данные о кристаллической структуре т РНК (333] не оставляют ника
ких сомнений в справедливости концепции <<Жесткого нуклеотида». Од
нако термин «жесткий» не следует понимать буквально, поскольку су

ществуют и исключения, особенно в случае дезоксирибонуклеотидов. 

Как мы увидим позже (гл. 18), для нуклеотидов, связанных с белками, 
эта концепция становится несостоятельной (гл. 18). Результаты исследо
вания кристаллической структуры тРНК также указывают на то, что 

термин «жесткий» надо употреблять с осторожностью. Однако для изо
лированных моно-, олиго- и полинуклеотидов эта концепция оказывает

ся очень ценной. Она полностью применима в случае правоспиральных 
агрегатов (334] и подтверждается результатами последних исследова
ний, показавшими, что между торсионными углами существует корре

ляция (разд. 4.13). 

4.11. ФОСФОМОНО-, ФОСФОДИЭФИРНЫЕ ГРУППЫ 
И ПИРОФОСФАТНАЯ СВЯЗЬ. 

ХАРАКТЕР СВЯЗИ И ГЕОМЕТРИЯ 

При обсуждении электронной структуры фосфатной группы необходи

мо учитывать d-электроны. В отличие от атома азота и других элемен
тов второго ряда периодической таблицы атом фосфора может исполь
зовать свободные d-орбитали для образования гибридных связей 
с лигандами. Четыре атома кислорода фосфатной группы связаны 
с атомом фосфора с помощью а-связей, причем каждый из них нахо

дится в вершине тетраэдра (sр3-гибридизация). Кроме того, в связыва
нии участвуют пять d-орбиталей атома фосфора (рис. 4.21), из которых 
3dx2 -у2- и 3dz2-орбитали вносят больший вклад в связывание, чем менее 
вытянутые 3dxy-, 3dyz- и 3dхz-орбитали [335-337]. 

Из-за наличия этих дополнительных п-связей длина связи Р-0, рас
считанная по методу Шомейкера-Стивенсона, линейно уменьшается 
с увеличением порядка связи от величины 1,71 А [338J 01вечающей 
идеальной одинарной связи, до предельного значения 1,40 А, которое 
соответствует длине «чистой» двойной связи [339] (рис. 4.22). Теорети
чески порядок каждой п-связи в фосфатной группе должен быть равен 
1 /2, поскольку вклад в образование п-связей с четырьмя атомами кисло
рода вносят как 3dx2-y2-, так и 3dz2- орбитали: 

(1 /4)(dx2-y2) + (1/4)(dz2) = (1/2)(d). 
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Рис. 4.21. А. Форма и пространственная ориентаuия пяти атомных d-орбиталей 
[400]. Три из них-dху• dxz и dу2 -располаrаются вдоль диагоналей между осями 
х, у, z декартовой системы координат (вверху), а орбитали dx2 - y2 и d2 2 вдоль са

мих осей (внизу). Вклад в образование связи Р-0 п-электронной системы имеет 
место только для орбиталей Зdх2 _ yz и Зd22. 

Рис. 4.21- Б. Схематическое изображение перекрывания Зd-орбиталей атома фос
фора с 2р-орбиталями атомов кислорода в фосфатной группе [335]. Слева-пе
рекрывание Зdх1-у1 и 2p7t; справа-3d21 и 2р~. 

7• 
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Рис. 4.22. Зависимость между длиной 
Р-0-связи и порядком п-связи [395]. 

Следовательно, в идеальном случае длина Р-0-связи в фосфатной 
группе будет равна 1,54 А. 

Сумма длин Р-0-связей фосфатных групп неорганических солей, 
полифосфатов или органических моно-, ди- и триэфиров постоянна 
[335]. Средняя ее величина, полученная по 45 кристаллическим структу
рам, составляет [337] 

d4 · (P- o)= 6,184 А, 

откуда среднее значение длины связи Р-0 равно 

d Р-о= 1,546 А. 

Как мы видим, это значение практически совпадает с длиной идеальной 

Р-0-связи с порядком п-связи 1/ 2. Все сказанное выше свидетель
ствует о том, что в фосфатной группе между Р-0-связями существует 
прочная взаимозависимость; это позволяет использовать формулы, 
описывающие зависимость силы связей от их длины [340- 342]. Инте
ресно, что полная энергия связей фосфатной группы равна 

Еро4 = 395,8 ккал·моль - 1 

независимо от соединения, в состав которого входит эта фосфатная 

группа [337]. 
Длины различных Р-0-связей в фосфодиэфирах существенно разли

чаются. Длина фосфоэфирной связи фосфатной группы в моно- и ди
эфирах колеблется от 1,59 до 1,62 А (рис. 4.23), что существенно меньше 
длины идеальной одинарной связи, равной 1,71 А. Это указывает на то, 

Рис. 4.23. Геометрия моно- и диэфиров фосфатной и пирофосфатной групп. 
Данные для моноэфиров взяты из работы (191], а для диэфиров и эфира пиро
фосфата-из работы [163]. В скобках приведено стандартное отклонение cr, ко
торое рассчитывалось по формуле, приведенной в подписи к рис. 4.1. N в случае 
дн- и моноаниона моноэфира составляло 11 и 15 соответственно~ в случае диэ
фира-33, а в случае эфира пирофосфата- 4. 



-
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что вклад л-связи составляет примерно 35%. Вследствие этоrо ва
лентный уrол при атоме кислорода P- 0 - R увеличивается до 
118 ---:--- 120°, т.е. в данном случае проявляется вклад sр2-rибридизации. 
В изолированных протонированных фосфомоноэфирах длина Р-ОН
связи равна примерно 1,57 А. Это меньше длины фосфоэфирной связи, 
но больше длин двух Р-0-связей в группировке, несущей отрица
тельный заряд. Длины последних обычно различаются (1,46- 1,56 А) из
за разного окружения в кристаллах. Они гораздо больше длины двой
ной связи Р=О, которая равна 1,40 А. Если фосфомоноэфир находится 
в виде дикатиона, то три неэтерифицированные Р-0-связи имеют оди

наковую электронную структуру. В кристаллах длины этих связей прак
тически одинаковы и равны 1,51 А, что совпадает с длиной Р-0-связи 
в фосфодиэфирных группах. 

Валентный угол 0-Р-О зависит от заместителей кислорода. Ва
лентные углы, в образовании которых участвуют фосфоэфирные связи, 
обычно лежат в диапазоне 105-109°, валентные углы О=-=-=Р=-=-=0- , где 
атомы кислорода заряжены, - в интервале 115 - 118°, углы 
НО-Р-о- -между 105 и 114°, а углы НО-Р-ОС-между 100 
и 108°. Такое распределение значений валентных углов обычно наблю
дается в моно-, ди- и триэфирах. Разброс значений угла 0-Р-О (от 
100 до 120°) указывает на то, что основным фактором, влияющим на ве
личину валентного угла, является отталкивание между заряженными 

атомами кислорода в О=-=-=Р- - -о- , однако определенную роль играет 

и различие длин связей. Такие различия обусловлены в основном поля
ризацией связей из-за координационного связывания ионов металлов 

или образования водородных связей. Их существование вряд ли можно 
предсказать, и они имеют значение только при рассмотрении кристал

лического состояния. В растворе различие между атомами кислорода, 

не принимающими участия в образовании эфирной связи, и протониро
ванными атомами кислорода нивелируется из-за постоянной миграции 

ионов водорода и металлов, однако различия между атомами кислоро

да, принимающими участие в образовании эфирной связи, остаются та
кими же, какими они были в кристаллах. 

Чем примечательны «богатые энергией» фосфаты? Структурные, кван
тово-химические н термодинамические данные. Пирофосфатную группу 
нуклеозидди- и нуклеозидтрифосфатов называют «богатая энергией 
группа» [343]. Со структурной точки зрения, однако, атомное окруже
ние в такой группе самое обычное и соответствует окружению двух свя

занных фосфатных групп. Длины пирофо~фатных связей Р-Освяз и 
Р-Оэфир примерно одинаковы (рис. 4.23), а свободные Р-0-связи, где 

атом кислорода несет отрицательн~1й заряд, имеют ту же длину, что и 

в моно- и диэфирах, т.е. 1,50- 155 А, и близки к длине двойной связи. 
Относительно длинные связи Р-Освяз образуют тупой угол 

Р-0-Р, равный ,...., 130°. Благодаря этим геометрическим особенно
стям атомы Р · · · Р далеко отстоят друг от друга. Это приводит к прак
тически беспрепятственному вращению вокруг пирофосфатной Р-0-
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Рис. 4.24. Каждая радиальная линия конформационного круга соответствует 
значению торсионного угла О-Р-0-Р, взятому из кристаллографических 
данных для соединений, содержащих пирофосфатную группу [344]- Почти рав
номерное распределение торсионных углов по конформационному кругу указы
вает на то, что вращение вокруг связи Р-Освяз происходит практически свобод
но. (СDРх-СDР-холин; f3-Нафт-РР-ди-f3-нафтилпирофосфат; тиамин-РР-тиа

минпирофосфат; тиамин-РР-НО-тиаминпирофосфатгидрохлорид.) 

связи, так что торсионные углы могут принимать такие значения, 

которые приводят даже к заслоненной конформации группы 
О-Р-0-Р (рис. 4.24). 

Как показали квантово-химические расчеты с использованием рас

ширенного метода Хюккеля [345], удлинение связи Р-Освяз и увеличе
ние угла Р-0-Р обусловлены электростатическим отталкиванием 
между двумя отрицательно заряженными фосфатными группами и от
сутствием резонанса. Вклад п-взаимодействия в образование связи 

Р-Освяз равен примерно 35%, что существенно меньше вклада п-взаи
модействия в образование связи между атомом кислорода и концевой 
(заряженной) фосфатной группой, составляющего 42-48%. Эти исследо
вания поставили под сомнение результаты более ранних квантово-хими

ческих расчетов (обзор [346]), согласно которым атом Освяз в АТР дол
жен быть заряжен положительно. На самом деле атомы фосфора несут 
небольшой положительный заряд, от + 0,17 до + 0,34 е, атом 
Освя3 -небольшой отрицательный, от -0,12 до -0,17 е, а концевые 
атомы кислорода-от -0,63 до -0,70 е. Все эти данные, структурные 
и теоретические, указывают на то, что термин «богатая энергией» отно

сится к характеру изменения свободной энергии при гидролизе вблизи 

рН 7 и не подразумевает запасания энергии в Р-0-связи [345, 347]. 
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При гидролизе АТР высвобождается неорганический фосфат или пи

рофосфат PPi : 

АТР + Н20 +:! ADP + Pi + н+, 

АТР + Н20 +:! АМР + PPi + н+. 
Изменение стандартной свободной энергии ЛG0 для обоих проnессов 
составляет - 7,3 ккал· моль - 1

• Это значительно больше свободной 
энергии гидролиза эфирной связи в глицеро-3'-фосфате, которая состав
ляет всего - 2,2 ккал· моль -l [347, 348]: 

НОСН2СНОНСН20РО3 + Н20 ~ НОСН2СНОНСН20Н + Pi. 

Эффективность гидролиза АТР в сильной степени зависит от рН 
и концентрации Mg2 + [349, 350]. Все приведенные здесь величины со
ответствуют физиологическим значениям рН. Чем можно объяснить 
тот факт, что «потенциал переноса фосфата» в АТР выше, чем в глице
ро-3'-фосфате? Во-первых, между фосфатными группами в пирофосфате 
существует отталкивание; во-вторых, продукты гидролиза АТР (ADP и 
Pi или АМР и PPi) обладают более стабильной резонансной структу
рой, чем АТР, и, в-третьих, при гидролизе АТР уменьшается энергия 
сольватации. 

4.12. ОРИЕНТАЦИЯ ОТНОСИТЕЛЬНО ЭФИРНЪIХ 
СВЯЗЕЙ С-О И Р-0 

Продолжая описание конформационных свойств нуклеотидов, остано
вимся на вращении вокруг эфирных связей С-О и Р-0. Как мы уви
дим, вращение вокруг связи С-0 более заторможено, чем вокруг связи 
Р-0. Таким образом, вращение вокруг связи Р-0 является основным 
фактором, влияющим на структуру полинуклеотидов. 

Вращение вокруг связей С-О и Р-0 заторможено. В кристаллах 
моно-, олиго- и полинуклеотидов угол f3, описывающий вращение во
круг связи С5,-05• (см. рис. 2.3), лежит строго в ап-области; отклоне
ния в сторону областей + ак или - ак наблюдаются очень редко. Такая 
же тенденция характерна и для угла Е, описывающего вращение вокруг 

связи С3,-03., однако значения угла концентрируются в этом случае 
вблизи 220°, т.е. не в ап-, а в - ак-области [166, 169, 351] (рис. 4.25). 

Все эти наблюдения согласуются с данными ЯМР, которые бьши 
получены с учетом гетероядерных взаимодействий 31 Р-1 Н и 31 Р-13С 
[130-132, 143-147, 175, 176, 178, 21.8, 293, 352-354], а также химического 
сдвига для моно-, олиго- и полинуклеотидов [330, 354, 355]. Независимо 
от конформации сахарного кольца цепочка н4-с4-с;-о;-Р нахо

дится в основном в вытянутом состоянии, что соответствует + ск
ориентации по углу у и аn-ориентации по углу р. Это согласуется 
с результатами теоретических расчетов (рис. 4.19~ Поскольку из данных 
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Рис. 4.25. Радиальные линии конформационных кругов соответствуют разным 
значениям торсионных углов и фазовых углов псевдовращения Р, определенным 

по результатам кристаллографических исследований тРНК [396]. Отметим, что 
распределение по Р бимодально, причем область С3·-эндо заселена больше, чем 
область С2.-эндо. Такое же распределение наблюдается и для торсионного угла 
Б относительно связи С3.-С4.; значения этого угла концентрируются вблизи 
Б,.., 90° (С3.-эндо) и Б,...., 140° (С2.-эндо). Торсионный угол а. (Р-05.) может ме
няться в более широких пределах, чем угол ~ (Р-03• ), который лежит в основ

ном в - ск-области. Соседние торсионные углы j3(05.-C5 .) и Е(03.-С3.) нахо

дятся в основном в области ап, причем значения последнею немного смещены 

в сторону - ап/ - ак. Наконец, угол у в основном лежит в области + ск, а х - в 
области анти; очень редко его можно обнаружить в высокой-анти( - ск )
области, и только в одном случае он находился в области син. 

по 31Р-1Н-взаимодействию можно оценить только одну константу 
взаимодействия-с атомом Н3., мы не в состоянии однозначно опреде

лить торсионный угол Е относительно связи С~-03 [131]. Из сравне
ния данных ЯМР для ра.зных динуклеозидфосфатов следует, что угол 
Е лежит в области ап или - ск в зависимости от того, в какой конфор
мации находится сахар-С;-эндо или с;-экзо [353]. Более прямые ме
тоды анализа [143] с использованием данных о взаимодействии между 
атомами 31Р и 13С2" а также между 31Р и 13С4• показали, что значения 
торсионного угла Е лежат в ( - )-полусфере цикла Клайна-Прелога 
(рис. 2.5) и что этот угол зависит от температуры и от типа основания. 
Главным фактором, определяющим структуру динуклеотидов и олиго

нуклеотидов более высокого порядка, является стэкинг между основа
ниями. Именно он влияет на величину угла Е. 

Теоретические расчеты и согласующиеся с ними экспериментальные 
данные показывают, что строгие стерические ограничения, налагаемые 

взаимодействием между фосфатной группой и сахаром, сужают диапа-



Таблица 4.3. Значеню1 торсионнЪIХ уrлов для дину~слеозидмовофосфаnп.rх фрагментов, полученные с помощью рентген 
струпуряоrо анализа христаллов, и для двухцепочечньrх полинухлеотидов, полученяые методом дифрахции на волоJСНw 

[383] 

Б (S'-жонец) & ~ ct р у li(З'-жонец) 

с •. -с,. с,.-о,. 03.-Р Р-О,. о,.-с,. с,.-с •. с.~с,. 

Группл 1 

GpC 89 211 292 285 184 50 77 
GpC(l) 79 222 294 291 181 47 79 
GpC(2) 73 217 291 293 172 51 80 
GpC(3) 96 224 290 286 167 63 74 
GpC(4) 88 216 288 283 181 52 87 
ApU(l) 84 213 293 288 177 51 74 
ApU(2) 78 221 284 295 168 58 77 
Ард+• 82 223 283 297 160 53 81 
Ap~•(l) 90 213 294 293 176 68 134 
АрТ••(2) 83 212 284 302 171 64 139 
Группл II 

Upa(2) 17 224 164 271 192 53 93 
Трт•• 157 252 163 288 187 41 158 
ТрА•• 134 204 168 286 186 49 83 



Групnо 111 

Группа 1П Upa(I) 86 206 81 82 203 55 85 
л•рд•• 81 1.о7 76 92 186 56 79 
АрА••• 147 219 61 66 186 46 77 

Грумл IY 

Группа IV А-РНК 95 202 294 294 186 49 95 
А-ДНК 8З 178 313 285 2(Ж 45 83 
В-ДНК 156 155 264 314 214 36 156 
С-ДНК 141 211 212 315 143 48 141 
D-ДНК 156 141 260 298 208 69 156 
В-ДНК (левая) 140 200 212 282 165 40 140 

11 Конформац1t11 сахара оnределаетс.11 уrлом 6; интервал 74-95° соответствует с,.-энсЮ-коиформации, а интервал 134-IS8°-С1-эндо-конФ< 
мации. Все данные обкдииеиы в четыре rруппы. ТорсиОllИЬlе углы rz/(, в rруппах 1- Ш лежат в област•х - CI(/- CI(, - ск{ап и + ск{ + 
а в полинуклеотидах, которые состаал11ют rруппу JV, -в области - ск/- ск. Олигомеры, составл11Юшие rруппы 1 и П, представЛ/IЮТ соб 
фраrмс:нты правых и левых спиралей, а rруппу ПJ-фрагмеНТЪ1 петель. В rpynny IV входllТ правые двоllныс спирали; параметры В-Дl
(левоll) получены нс эжспериментальио, а теорстн'IССJ:R (см. табл. 4.6). Числа в скобках уrаэwвают, что соответствуюwис данные получены JJ 

разных молекул, вход11щнх в кр11СТаллическую 1111ей1Су, либо в результате исэависимоrо реитгеноструrтуриоrо аиалюа. 
•-фрагмент АрА•рА• [160]; •• -сахар в дсэоксиформс; •••-в в11де еан-соли [383а]. 
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Рис. 4.26. Разрешенные конформации 

динуклеозидмонофосфатов, полу
ченные классическим методом расчета 

потенциальной энергии. Символы Р, 

S и А соответствуют параллельной, 
«скошенной>> и антипараллельной 

ориентации сахарных остатков друг 

относительно друга; ориентация саха

ра задается вектором, проходящим че

рез середину связи С2.-С3, и атом 
О 4 •. Для С2.-эндо- и С3.-эндо
конформаций сахара карты, по суще

ству, одинаковы. 

зон значений торсионных углов относительно связи С-О: f3 лежит 
в области ап, а Е- в области ап и - ак [60, 182, 314, 316, 356, 357]. 

Гош-, или аномерный эффект затрудняет вращение вокруг эфирной 

связи Р-0: значения угла Cl ограничены областью - ск, а угла ~-об
ластью - ск или - ап. В 5' - и 3' -мононуклеотидах все три неэтерифици
рованные связи Р-0 эквивалентны, поэтому характер вращения вокруг 

них -угол вращения Cl вокруг связи Р-0 5 , и угол вращения ~ вокруг связи 

Р-03• -соответствует классической схеме заторможенных конформа

ций этана. Однако в динуклеозидм:онофосфатах и олигонуклеотидах бо
лее высокого порядка начинают сказываться стерические ограничения, 

которые сужают диапазон значений углов Cl и ~-
Рентгеноструктурные исследования олигонуклеотидов и тРНК пока-

Таблиц а 4.4. Свойства одноцепочечных полинуклеотидов, полученные из дан
ных для семи основных конформаций по углам а. и ~ (см. рис. 4.26) [360] 

Ориентация 

сахаров1 ) 

PJ Одинаковая 

Р2 }) 

Рз )) 

S1 «Скошенная» 

Sз » 
А1 Противополож-

ная 

А2 )) 

Способность осно-

ваний располагать-

ся параллельно 

Да 
)) 

}) 

Нет 
)) 

Да 

)) 

a./f, 

270/90 
270/170 
280/290 
200/110 
160/250 
80/80 

80/180 

Расположение оснований 

по отношению к оси поли

нуклеотида 

От оси 
)) 

К оси2' 
От оси 

)) 

От оси 

l) Ориентация оnределяется вектором С3.-С2• -+ 0 4 • (см. подпись к рис. 4.26). Терм~ 
«одинаковая» означает, что все сахарные кольца в полинуклеотиде параллельны друг 

другу. 
2

) Уотсон-криковская двойная спираль с параллельно расположенными основаниями, 
направленными к оси спирали, может образоваться только для Р3-конформации. 
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Таблиц а 4.5. Влияние образования фосфодиэфирной связи на конформацию 
нуклеотида 1 > 

Связь (группа) 

xC- N (rликозидная связь) 
Кольцо рибозы 

yC4·-Cs· 
f3Cs·-Os· 
ЕС3·-О3• 
схР-05• 

~P-Q3, 

Мономер 

> 225° 
с;-эндо/С3.-эндо 

(65/35) 
+ ск(74%) 

ап(75%) 
+ ск~ - ск 

Свободное вращение 

+ ск, - ск и/или сво
бодное вращение 

Димер 

-+ 180° 
С2.-эндо/С3.-эндо 

(40/60) 
+ ск(85%) 
ап(86%) 
- ск 

(320 и 80°) 
(330 и 50°) 

l) В таблице представлены те изменения, которые наблюдаются при переходе от 
рА и Ар к АрА. Заметим, что с образованием олигомера диапазон возможных конфор
маций сужается [ 131]. 

зали, что динуклеозидмонофосфаты могут находиться в двух конформа
циях: спиральной и неспиральной. Правая спираль образуется только 
тогда, когда углы сх и ~ находятся в области - ск, вблизи 270° (группы 
l и IV в табл. 4.3). Для неспиральных конформаций существует несколь
ко возможностей (рис. 4.26, табл. 4.3 и 4.4), которые соответствуют вы
тянутой, петлеобразной и левозакрученной конфигурациям. Такие 

структуры наблюдались в олигонуклеотидах UpA [317, 318], АрАрА 
[160], рТрТ [358] и d(рАрТрАрТ) [359] (группы 11 и 111 в табл. 4.3). 
В тРНК (рис. 4.25) на угол ~ налагаются более жесткие ограничения, 
чем на угол сх: последний может принимать значения, лежащие и в 

- ап-области, в то время как значения ~ лежат только в области - ск. 
Кроме того, заселенность областей + ск и ап для угла сх больше, чем 
для l;. Различие в свободе вращения вокруг двух эфирных связей Р-0 
обусловлено тем, что группа Р-05• присоединена к первичному 
С5.-атому, перемещение которого в пространстве менее ограничено, чем 

вторичного С3.-атома, с которым связана группа Р-03 •• 

Исследования олигонуклеотидов в растворе методом ЯМР привели, 
по существу, к тем же диапазонам значений углов сх и ~. что и кристал
лографические методы. Поскольку - ск-ориентация относительно обеих 
Р-0-связей в «жестком» нуклеотиде обязательно приводит к образова
нию правой спирали [360], между основаниями наблюдается стэкинг
взаимодействие, что в свою очередь стабилизирует спиральную струк

туру (гл. 6). Формирование спирали влияет на конформационную 

гибкость нуклеотидов, наблюдается тенденция к образованию только 
таких нуклеотидов, у которых сахар находится в С3.-эндо-конформации, 

и чем длиннее становится цепь (от мономера к димеру, тримеру и т.д.), 

тем больше увеличивается «конформационная чистота» [130- 132, 
138- 140, 143-148, 331] (табл. 4.5). 

Теоретические расчеты показывают, что гош-эффект определяет 
ориентацию относительно Р-0-связи. У становление ориентации относи-
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тельно эфирной связи Р-0 является ключевым моментом в понима
нии структурной организации полинуклеотидов. Теоретические расчеты 
обычно начинают с рассмотрения простых модельных соединений, та
ких, как диметилфосфат [361-363] или этилметилфосфат (364]. На 
рис. 4.27 приведены энергетические карты, полученные в результате 
квантово-химических расчетов методами аЬ initio и расширенным мето
дом Хюккеля. Карта для диметилфосфата (рис. 4.27, А) указывает на на
личие у этой молекулы симметрии 2-го порядка; минимумы энергии со

ответствуют углам вращения С-0-Р-Оэфир' лежащим в областях 
ск, ск и - ск, - ск. На карте нет никаких указаний на наличие третьего 

минимума в аn-области, поскольку «аномерный», или «гош»-эффект 
[365-368] благоприятству~. + ск- либо - ск-ориентациям. Гош-эффект 
проявляется в системе С-0-Р-Оэфир с неподеленной парой электро-

in 
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Рис. 4.27. Конформационные карты для вращения вокруг связи Р-0, полу

ченные классическими методами расчета потенциальной энергии с введением до
полнительного члена, учитывающего гош-эффект (рис. 4.28). Приведены карты 
для диметилфосфата (А), дирибозофосфата (Б) и дирибозотрифосфата (В), в ко
торых рибоза находится в С3.-эндо-конформации. Область разрешенных кон
формаций в случае В меньше. Это указывает на то, что конформациям, которые 
моrут принимать полинуклеотиды, соответствуют только определенные значе

ния углов а и ~· (По (375]; см. также работы (361, 369, 373].) 
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Рис. 4.28. Иллюстрация гош-эффекта. 
Гош ( + ск или - ск)-конформация 
С-О-Р-0-rруппы является пред

почтительной, поскольку орбитали не
поделенной пары электронов атома 

кислорода находятся в ап-ориентации 

относительно соседней поляризован

ной связи 1>- 0 и кислород может от
давать электроны (внизу). При пол

ностью-транс(ап)-ориентации (вверху) 
орбитали и соседние Р-0-связи нахо
дятся в + ск- или - ск-конформации 

и вероятность переноса электронов 

уменьшается. 

нов при атоме О и примыкающей к нему полярной связью рб+_о~ир· 
Он обусловлен частичной передачей электронов неподеленной пары на 
полярную связь в случае, когда орбиталь неподеленной пары и связь 

Р-Оэфир антипараллельны, т.е. когда торсионный угол 

С-0-Р-Оэфир находится в области + ск или - ск (рис. 4.28). При 
полностью вытянутой зигзагообразной аn-конформации цепи 
С-0-Р-О-С орбитали неподеленных пар электронов не моrут 
быть антипараллельны полярным связям Р-Оэфир. Такая ситуация со
ответствует значению энергии, на 7 ккал ·моль - i превышающему гло
бальный минимум энергии. Следует добавить, что если при расчетах 
рассматривать 3d-орбитали атома фосфора, то это существенно не по
влияет на распределение энергии по углам сх. или ~. Бъша также отмече
на некоторая взаимосвязь между искажением фосфатного тетраэдра 
и принадлежностью двух эфирных групп к левой или правой структуре 

[362]. 
В случае более общей модели, когда к центральной фосфатной груп" 

пе присоединен сахар или нуклеозид, классический метод расчета потен

циальной энергии (58-61, 369- 371] и расширенный метод Хюккеля (316, 
372] оказываются неприменимыми (см. критические обзоры (182, 370]). 
Оба они пренебрегают 2ош-эффектом и поэтому неправильно пред
сказывают значения углов сх. и ~ соответствующие минимуму энергии: 
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согласно этим расчетам, сх. и ~ лежат в аn-области. В таком случае сле
дует применить более точные методы-ППДП [373] или КВВМО (182, 
357, 374] -либо ввести дополнительный член при расчете классической 
потенциальной энергии (375]. Как видно из рис. 4.27,Б, расчетный ми
нимум в этом случае соответствует наблюдаемым значениям сх. и ~' ко
торые в основном лежат в областях + ск, + ск и - ск, - ск. Значения 
угла ~ могут лежать и в ап-области, поск01Iьку, как мы уже говорили, 
первичный С5.-атом менее заторможен, чем вторичный С3 •. 

Наличие второй фосфатной rруппы существенно сужает конформацион

ное пространство. Когда вместо динуклеозидмонофосфата в качестве 
модельного соединения рассматривается динуклеозидди- или динуклео

зидтрифосфат (369, 375, 376] (рис. 4.27, В), ситуация становится еще бо
лее сложной. В этом случае конформационное пространство очень силь
но сужается и + ск, + ск-ориентации по углам сх. и ~ становятся 
запрещенными из-за тесного контакта между соседними фосфатными 
группами. Отсюда следует, что олигонуклеотиды более ограничены по 
числу конформаций и соответственно конформационно более «чисты», 
что и подтверждается результатами исследований с помощью ЯМР 
(табл. 4.5). 

4.13. КОРРЕЛЯЦИЯ МЕЖДУ ТОРСИОННЪIМИ УГЛАМИ 
В НУКЛЕОТИДАХ И НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТАХ 

Связаны ли друг с друrом разные торсионные углы? Как мы уже гово
рили, вращение вокруг одинарных связей в нуклеозидах и нуклеотидах 

зависит от структурных особенностей указанных молекул. Это и неуди
вительно, поскольку нуклеотид представляет собой довольно компакт
ную молекулу и между несвязанными атомами имеется определенное 

взаимодействие. Возникает вопрос: не существует ли какой-либо корре
ляции между разными торсионными углами? 

Независимым является только угол у. Детально проанализировав 

данные по кристаллической структуре 127 нуклеозидов и нуклеотидов 
с применением методов круговой корреляции торсионных углов и рег

рессионного анализа. Томита и др. показали, что почти все торсионные 
углы связаны друг с другом линейной зависимостью с коэффициентами 
корреляции, значения которых находятся в пределах О, 78- 0,89 (полной 
корреляции соответствует коэффициент 1,0) (377]. Ниже приведена схе
ма, на которой стрелками указана сильная корреляция, а пунктиром -
слабая корреляция или ее отсутствие. Угол сх. на схеме не фигурирует, 
поскольку для нуклеозидов он не имеет смысла: 

8--509 
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Очевидно, что углы о и v3 взаимосвязаны, поскольку они описывают 

вращение вокруг одной и той же связи (С3.-С4. ) и определяют конфор
мацию сахара, которая в свою очередь зависит и от угла v0• У дивитель

но, что торсионный угол у не коррелирует ни с одним из других углов 

и соответствующие ему три заторможенные конформации (разд. 4.8), 
по-видимому, существуют независимо от общей структуры нуклеозида. 
Однако для нуклеозида в целом в принципе можно предсказать 
остальные торсионные углы, так ка.к они взаимосвязаны. 

В спиральных полинуклеотидах коррелируют все торсионные углы 

остова. В спиральных структурах нуклеиновых кислот проявляются 
новые взаимосвязи между структурными параметрами (378, 379]. Вдоль 
остова наблюдаются следующие корреляции: 

a++J3, а++у, 13+-+Е, Е++~. 

В этом случае угол у уже не является независимым. Хотя коэффициенты 
корреляции здесь меньше, чем в мономерах (они варьируют от 0,65 до 
0,71), можно утверждать, что торсионные углы сахарофосфаnюго ос
това и самого нуклеозида взаимосвязаны. Следовательно, конформа
ционные изменения в спиральных полинуклеотидах сопряжены с согла

сованными изменениями всех торсионных углов (см. также обзор 
(894а]). 

4.14. СПИРАЛЬ ИЛИ НЕСПИРАЛЬНАЯ СТРУКТУРА, 
А ЕСЛИ СПИРАЛЬ, ТО КАКАЯ ИМЕННО? 

Тестом на спиральность полинуклеотида могут служить результаты рас
чета потенциальной энергии. Диапазон углов а и ~ для уОтсон-криков
ских двухцепочечных олиго- и полинуклеотидов ограничен рамками 

- ск-области, а нуклеотиды находятся в основном в одной из предпоч
тительных «Жестких» форм: С2.-эндо- или С3.-эндо-конформация саха

ра, анmи-конформация относительно гликозидной связи (угол х1 
+ ск-область для угла вращения вокруг связи С4.-С5• (угол у) 

и область ап для углов вращения Р и Е относительно связи С-0. Для 
систематического анализа ограничений, которые налагаются геометрией 

нуклеотидов на структурную организацию одно- и двухцепочечных оли

го- и полинуклеотидов, применяется классический метод расчета потен

циальной энергии. Иными словами, исследуется вопрос: каковы воз
можные значения числа нуклеотидов на виток спирали (n) и расстояния 
между нуклеотидами вдоль оси спирали (h) (380- 387]? 

ТеоретичесkИ могут быть образованы как правые, так и левые, как 

одинарные, так и двойные спирали. В предположении, что сахар находит
ся в С2,-эндо- и С3.-эндо-конформациях, бъша рассчитана зависимость 

пи h от торсионных углов а и~ относительно связи Р-0 для трех диа
пазонов значений угла у: + ск, - ск и ап. Во всех случаях получена 
только одна область, в которой может существовать спираль (рис. 4.29). 
Расположение этой области на графике зависимости а от ~ указывает 
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на то, что конформация сахара коррелирует прежде всего с углом вра
щения~ вокруг связи 03.-Р, а ориентация относительно связи С4.-С5• 

влияет на торсионный угол et относительно Р-0 5.-связи. Наиболее ин
тересным в этих расчетах является то, что изолиния с h = О А, отвечаю
щая одинарной (или двойной) распрямленной «спирали-лестнице», про

ходит через все «спиральные» области и разделяет их на две части, 

соответствующие левым и правым спиралям. Эгот факт демонстрирует 
то обстоятельство, что даже самые незначительные изменения углов et 
и ~, при постоянных значениях других торсионных углов, могут приво
дить к изменению знака спирали. Для того чтобы правая спираль 
В-ДНК переIШiа в стереохимически разрешенную гладкую левоспираль
ную форму, торсионные углы должны измениться менее чем на 30'' 
(кроме углах, который находится в высокой-анти( - ск)-области у пра

воспиральной формы и в низкой-анти-области -у левоспиральной) (см. 
табл. 4.6). 

Несмотря на это, стереохимически разрешенные гладкие левые спи
рали до сегодняшнего дня кристаллографическими методами не обна
ружены. Кристаллические структуры олигонуклеогидных фрагментов 
ДНК и РНК, а также тРНК свидетельствуют о том, что все спирали 
в них правые. Построение молекулярных моделей показывает, что 

именно в правой спирали взаимодействие между нуклеотидами разных 

цепей оптимально. Тем не менее не исключено, что при определенных 
условиях образуется и левая спираль. 

Такие условия могут реаJiизовываться, например, при образовании 
комплексов с белками. При исследовании кристаллической структуры 
белка, активирующего катаболизм (БАК), возникло предположение, что 
он может связываться именно с гладкой левой двойной спиралью ДНК 

(см., однако, гл. 18). Предположения о существовании левоспирального 
дуплекса poly[ d (1-С)] · poly[ d (1-С)] высказывались гораздо раньше; 
основанием для них послужили данные по дифракции рентгеновских лу
чей на волокнах и круговому дихроизму с сопутствующим построением 
молекулярных моделей [388]. Надо особо подчеркнуть, что описанные 
выше левые двойные спирали и Z-ДНК с зигзагообразным остовом -
совершенно разные структуры. В Z-ДНК повторяющейся единицей 
является динуклеотид d (G-C), в котором dG и dC находятся в разных 
конформациях, тогда как структурные характеристики нуклеотидов 
в составе гладкой левой спирали пракп~чески идентичны. 

Концепция виртуальной связи: нуклеотид как система, состоящая из 
двух блоков. Если нуклеотид рассматривать как систему, состоящую из 
двух блоков, т.е. систему, содержащую только две «виртуальные связи», 
и, таким образом, не рассматривать каждый торсионный угол в отдель

ности, то расчеты существенно упростятся. Каждый блок состоит из це
почки атомов, Р 5.-О5.-С5.-С4• и С4.-С3.-03.-Р3., которые у нук

леотидов обычно находятся в транс(или антиперипланарной)-конфигура
ции, что позволяет считать каждую из них планарной системой. 

Виртуальные связи Р 5• • • • С4• и С4• • · • Р 3 ., соединяющие атомы фосфора 

8* 
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~··эндо, с3• ·эндо 

300° 'У +ск 

2400 

вп 

120° 

- ск 

60° 120° 240° 360~ 

А 

Рис. 4.29. А. Схема, иллюстрирующая области стерически разрешенных конфор-
маций для одноцепочечных полинуклеотидов [383]. Сахар принимает оnну из 
двух конформаций-С2.-эндо (сплошная линия) и С3.-эндо (пунктир); торсионный 

уrол у(С4.-С5,) соответствует трем заторможенным конформациям в областях 

+ ск, - ск и an. сх. и~ изменяются от О до 360°. Чтобы не заrромождать рисунок, 
приводятся контурные ливни, соответствующие только п = 8 и h = О, r де п- чис
ло нуклеотидов на виток, а h-расстояние между остатками вдоль оси спирали. 
Параметры, отвечающие двойным спиралям уотсон-криковского типа, соответ
ствуют углам сх. и ~' равным - 60° (300°). Эти области выделены цветом. 

с атомом С4., образуют виртуальные валентные и торсионные углы, что 

позволяет построить как спиральную полимерную структуру, так и по

лимерную структуру в состоянии разупорядоченного клубка и сопоста
вить эти структуры с экспериментальными данными (380, 389). 

Необычная Z-ДНК: можно ли предсказать существование такой 
структуры теоретически? Говоря о левозакрученной двухцепочечной 
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Рис. 4.29. Б. Более детальная, чем на рис. 4.29. А, схема, на которой представле
на зависимость n/h для одноцепочечноrо полинуклеотида (381]. Сахар в этом 
полин}'I<леотиде находится в С3.-эндо-конформации, у лежит в + ск-области, ~ 
и е-в ап-области, х соответствует анти-ориентации. сх и ~ изменяются от О до 
360°. Числа на кривых изо-п (пунктирные кривые) и изо-h (сплошные кривые) 
указывают число нуклеотидов на виток спирали и расстояния между остатками 

вдоль оси соответственно. h = О А отвечает спирали, выродившейся в прямую. 
Для правой спирали h положительно, а для левой отрицательно. Каждая из 
п-изол;Иний дважды пересекает каждую из h-изолиний, что дает области R1, R11 и 

L1, L11 для правых и левых спиралей. Самой предпочтительной среди них 
является область R1, rде имеют место наиболее благоприятные взаимодействия 

основание-основание и сахар-основание между соседними нуклеотидами. 

R1 - темная, а R11 -светлая области над изолинией h = О. L1 и L11 - соответственно 
темная и светлая области под изолинией h =О. 
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Табл и ц а 4.6. Конформационные параметры правой и левой двойных спиралей 
В-типа, полученные путем расчета потенциальной энергии1) (391] 

Торсионные углы остова и угол вра

щения вокруг r ликозидной связи 

Эндоциклические торсионные углы 

фуранозы 

Параметры оснований, определение ко
торым дано на рис. 2.14 

а 

J3 
'У 
() 

е 

~ 
х 
Vo 
V1 
V2 

V3 
V4 

eR 
От 
D 

Правая Левая 

302° (314°) 270° 
144° (214°) 135° 
41° (36°) 36° 

149° (156°) 137° 
228° (155°) 241° 
202° (264°) 204° 
- 1060 ( - J()()o) 177° 
- 33,7° ( - 34,8°) - 38,6° 
18,7° (33,3°) 18,1 о 
6,3° ( - 18,6°) 11,2° 

- 30,0° ( - 4.0°) - 36,1° 
40,5° (24, 7°) 35,2° 
- 4,0° ( - 1,0°) 0,0° 
- 7,5° ( - 6,0°) • - 30° ' . 
- 0,30( -.0,14) А - 1,22 А 

l) Считается, что сахар находится в С2.-эндо-конформации, а угол у лежит в об
ласти + ск. Числа в скобках получены из данных по дифракции на волокнах В-ДНК 

Z-форме, которую может образовать полинуклеотид poly[ d (G-C)] 
с чередующейся последовательностью, необходимо отметить следую

щее. Повторяющейся единицей в такой структуре является динуклеотид 
(гл. 12), поэтому, беря за основу мононуклеотид, предсказать существо
вание Z-ДНК невозможно. Соответствующий анализ можно провести, 
однако, увеличив размер повторяющейся единицы по динуклеотида или 

более (390, 391]. Можно попьпаться даже рассмотреть единицы с раз
ной нуклеотидной последовательностью; такая ситуация наблюдается 

при исследовании тонкой структуры кристаллов додекамерного фраг
мента ДНК (разд. 11.2). 

КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

Основные положения гл. 4 можно суммировать следующим образом. 

1. Азотистые основания планарны. Они находятся в кето- и амино-тау
томернъrх формах. Из-за резонанса аминогруппы не могут выйти из 
плоскости гетероциклов, причем энергетический барьер вращения 
аминогрупn равен ,...., 15 ккал ·моль - 1

• 

2. Сахарный остаток-рибоза либо дезоксирибоза - находится в 
С2.-эндо (S)- или С3.-эндо (N)-конформации. В растворе между этими 
конформациями поддерживается динамическое равновесие. Быстрый 
переход от одной конформации к другой происходит в соответствии 
с циклом псевдовращения, с образованием промежуточной 
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04,-эндо-конформации. Разность энергий двух состояний невелика: 

по теоретическим оценкам она составляет 0,6-3,8 ккал· моль - 1
, 

а экспериментально наблюдаемая величина равна 4, 7 ккал· моль - 1. 

Положение равновесия С2,-эндо ~ С3.-эндо определяется электро

отрицательностью заместителей при атомах С2• и С3• (из-за 2ош-эф

фекта более электроотрицательный заместитель предпочитает ак
сиальную ориентацию) и ориентацией оснований (син-ориентация 
оснований чаще всего сочетается с С2.-эндо-конформацией сахара). 
В составе спиральных полинуклеотидов это равновесие «заморажи

вается»: сахар присутствует либо в С2.-эндо-, либо в 

С3.-эндо-конформации (табл. 4. 1i 
3. Пиримидиновые нуклеозиды, как правило, находятся в анmи-ориен

тации относительно гликозидной связи C1,-N, тогда как в случае 
пуриновых нуклеозидов анти- и син-конформации встречаются оди
наково часто. В растворе между эrnми двумя конформациями на
блюдается быстрый равновесный переход. Син-конформация стаби
лизируется взаимодействием 05.-Н · · · N 3 (пурины) и 05.-Н · · · 0 2 

(пиримидины), а также наличием объемных заместителей при ато
мах С8 (в пуринах) и С6 (в пиримидинах). Исследование кристаллов 
некоторых (модифицированных) нуклеозидов позволило обнаружить 
высокую-анти(- ск)-конформацию с углом х, лежащим вблизи 
- 100°. 5' -нуклеотиды и полинуклеотиды находятся в анmи-конфор
мации, однако гуанин столь же часто оказьmается в син-ориентации. 

4. Нуклеозиды предпочитают конформацию с торсионным углом у, 

находящимся в области + ск. Конформации, в которых этот угол 
лежит в областях - ск и ап, встречаются редко. Для 5'-нуклеотидов 
преобладающей является + ск-конформация, которая стабилизи
руется водородной связью (основание) С-Н ···05. ; эта связь влияет 

также на соотношения между син- и анmи-ориентациями основания 

(табл. 4.7). 
5. Фосфатная группа имеет теураэдрическую конфигурац,,ию. Длина 

связей Р-0 меняется от 1,5 А для связи Р-о- до 1,6 А для связи 
Р-Оэфир. Эго различие обусловлено разным вкладом п-электронов 

из-за перекрывания 3dx2 -у2- и 3dz2-орбиталей атома фосфора с 2р
орбиталями атома кислорода; по этой же причине валентный угол 

0-Р-О увеличивается от 105 до 120°. Длина связей Р-0-Р 
в пирофосфатной rруппе равна 1,6 А, а валентный угол-,...., 130°, од
нако геометрия связи «обычная)). Дополнительная энергия «богатых 
энергией» пирофосфатных rрупп обусловлена отталкиванием фосфа
тов и гидратацией фрагментов, образующихся при разрыве связи. 

6. Ориентация фосфатных групп относительно связей С-О такова, 
что для С5 .-05.-связи угол J3 лежит в области ап, а для связи 
С3.-О3• угол Е немного смещается в сторону больших углов (220°1 
в область - ак. 

7. В нуклеозидах все торсионные углы~ кроме угла у, связаны между 
собой. В полинуклеотидах угол 'У тоже не является независимым. 



Таблица 4.7. Предпочтительные конформации нуклеозидов и нуклеотидов1) 

Ткп нуклеозма или нуклеотида Конформация сахара (Б) х у р е сх ~ 
C,.-N с •. -с,. с,.-о,. с"-о,. Р-0,. Р-0" 

Нуклеозиды 
Пиримидин оные 

Рибо С3.-эндо/С2.-эндо анти/син ск/-ск/ап 
Дезоксирибо С3~эндо/С2.-эндо анти/син ск/-ск/ап 

Пуриновые 
Рибо С3.-эндо/С2.-эндо анти/син ск/- ск/ап 
Дезоксирибо С3.-эндо/С2.-эндо анти/син ск/- ск/ап 

5' -нуклеотиды 
Пиримидиновые 

Рибо С3.-эндо/С2.-эндо анти ск an(1800) - ак(2200) 
Дезоксирибо С3.-эндо/С2.-эндо анти ск an(1800) - ак(2200) 

Пуриновые 
Plfбo ез.-эндо/~.-эндо анти ск ап(1800) - ак (220") 
Дезоксирибо С3.-эндо/С2.-эндо анти ск ап(1800) - ак(2200) 

Спиральные полинуклеотиды 
Рибо С3.-эндо анти ск ап(\800) - ак(2200) -ск -ск 

Дезоксирибо ез.-эндо/~.-эндо анти ск ап(\80°) - ак(2200) -ск - ск 

•1 Преобладающие конформации 11одчер~снуrы. По номенkпатуре ск, - ск к аn-это + zощ, - zош и тра11с соответственно. 
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Это означает, что структурные изменения происходят согласованно. 
8. Из-за гош-эффекта торсионные углы а и l;, определяющие ориента
цию относительно эфирных связей Р-05• и 03.-Р, лежат в основ
ном в областях + ск и - ск. В одноцепочечных полинуклеотидах 

ориентация относительно связей Р-0 такова, что углы а и С лежат 
строго в областях - ск либо ап/ - ск или в области - ск/ап, а в спи
ральных структурах со спаренными основаниями и а, и С лежат 

только в области - ск. 
9. Для спирали из нуклеотцдов в стандартной («жесткой>>) конформа

ции с углами х_, у, f.3, Е в областях анти, + ск, ап (180°), - ак (220°) 
и с сахаром в С2.-эндо- или С3.-эндо-конформации можно рассчи

тать спиральные параметры: п (число нуклеотидов на виток) и 

h (расстояние между нуклеотидами вдоль оси спирали) для разных 
значений углов а и С. График зависимости п - h показывает, что 
имеется только одна область, соответствующая спиральному со

стоянию молекулы. Гладкие лево- и правозакрученные конфигура
ции разделены прямой h = О А, которая соответствует структуре ти
па лестницы. При весьма незначительных вариациях углов а и 

~знак спирали может измениться. Правые спирали встречаются ча
ще из-за более тесных горизонтальных и вертикальных контактов 

между соседними нуклеотидами. 

1 О. Для предсказания структуры полимеров, находящихся в спиральном 
состоянии и в виде статистического клубка, используется понятие 

«виртуальная связь»; в его основе лежит представление о полинук

леотиде как о последовательности блоков Р 5 • · · · С4• и С4• · · · Р 3 •• 



ГЛАВА 5 
Физические свойства нуклеотидов: 

плотность заряда, рК, спектры 
и таутомеризация 

Физические свойства нуклеотидов, которые будут обсуждаться в этой 
главе, помоrают установить некоторые ·характерные особенности этих 
молекул. В частности, с их помощью удается понять механизм узнава
ния основаниями друг друга при спаривании и принципы их взаимодей
ствия с ионами металлов. Оба этих важнейших для биолоrических си
стем процесса зависят от распределения плотности заряда, значений рК 
и таутомерной формы нуклеотида. 

S.1. ПЛОТНОСТЬ ЗАРЯДА 

Способность оснований к специфическому спариванию путем образования 
водородных связей обусловливаетск распределением плотности заряда. 

Такое распределение было рассчитано для многих ну.клеогидов и их 
производных; в.клад u- и п-электронов оценивался методами Делъ Ре 
и Хюккеля [72] (рис. 5.1), а общий заряд-методом КВВМО [70, 71, 
180]. 

Из распределения плотности заряда, которое приведено на рис. 5.1, 
видно, что атомы водорода в аминогруппах аденина, гуанина и цитози

на характеризуются примерно одинаковой положительной величиной u
заряда + О,22е. Эги атомы обладают слабо выраженными кислотными 
свойствами и моrут выступать в роли доноров при образовании водо

родной связи: 

~- ~+ ~-

N - Н ". О 
Донор Аtщептор 

Одинаковый положительный заряд, равный + О,19е, несут и водо
родные атомы при N3 в урациле и при N1 в rуанине, т.е. водородные 

атомы амидоподобных rpyпn. Эгот заряд несколько меньше заряда во
дородных атомов аминогрупп. С другой стороны, основания моrут вы
ступать и как акцепторы при образовании водородных связей. Роль ак

цепторов иrрают атомы N 1, N 3 и N 7 в аденине; N3, N7 и 0 6 в rуанине; 

0 2 и О 4 в урациле и тимине, а также N 3 и 0 2 в цитозине. Все эти 
атомы несут отрицательный заряд, ветrчина которого меняется от 
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Рис. 5.1 Распределения плотности заряда в нуклеоmдах [72]. Заряд а-электро
нов Дель Ре обозначен прямым шрифтом, а заряд n-электронов Хюкхеля -кур

сивом. 

- О,41е (для атома 0 2 тимина) до - О,65е (для атома N 3 цитозина), бла
rодаря чему они являются хорошими акцепторами водородных связей. 

Как можно видеть из тоrо же рис. 5.1, влияние общей п-электронной 
системы гетероцикла распространяется на прилеrающие к гетероцик

лам атомы фуранозы-С1., 0 4 • и С4 •. Этим влиянием можно отчасти 

объяснить укорочение связи С1.-О4, по сравнению со связью С4.-04., 

что обусловлено сопряжением неподеленной пары электронов атома 
О 4 • с п-электронной системой гетероцикла. Поскольку атом кислорода 

О 4 • несет небольшой отрицательный заряд - О,16е, он является слабым 

акцептором водородной связи. Действительно, образование водородных 
связей с этим атомом бьшо обнаружено в кристаллических структурах 

лишь немноmх нуклеозидов. Тем не менее при благоприятном стерео
химическом расположении атома О 4 • относительно И-О-групп такие 
связи, по-видимому, образуются (разд. 4.3; рис. 4.11). 

Распредел.:ние заряда в фосфатной группе указывает, что этерифици
рованные атомы кислорода, несущие заряд - О,22е, являются плохими 
акцепторами при образовании водородной связи, а два других кисло

родных атома, несущие заряд -О,83е,-хорошими; это находится в со

ответствии с кристаллографическими данными. 
Отрицательно заряженные атомы N и О оснований и атомы кисло

рода фосфатных групп, способные к образованию водородных связей, 
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Табл и ц а 5.1. Полученные расчетным путем и измеренные экспериментально 
дипольные моменты для разных основанийн 

Теория Эксперимент 
Соединение 

величина, D2 ) величина, D направле1mе, град 

Аденин 2,9 64 3,0 
Урацил 4,6 36 3,9 
Гуанин 7,5 - 31 
Цитозин 7,6 102 

11 Направление ве1аора дипольного момента отсчитывалось относительно связей 
N 1- C4 в пиримидинах и С4-С:о; в пуринах; если в соответствующих стру1аурных 

формулах атом С2 располагался слева от гликозидной связи, угол отсчитывался против 
часовой стрелки [180]. 

2
) Приведены значения для 9-метиладенина и 1.3-диметилурацила. 

как правило, могут связывать также ионы разных металлов. Такие ком
плексы представляют не только биолоrический, но и стереохимический 

инrерес; мы рассмотрим их более детально в гл. 8. 
Неравномерное распределение плотности заряда приводит к появле1В1ю 

диоольноrо момента. Приведенное на рис. 5.1 распределение плотности 
заряда может быть представлено для каждого из оснований един

ственным вектором, направление и величина которого задают ди

польный момент µ. Вектор дипольного момента обычно лежит в пло
скости основания. Его ориентацию определяют относительно некоего 

выбранного направления в молекуле (табл. 5.1 ). Соответствующие тео
ретические расчеты поддаются экспериментальной проверке лишь в от

ношении величины дипольного момента, которую можно непосред

ственно измерить. Ориентация определяется только в том случае, если 
в распоряжении исследователя имеются данные о величинах дипольных 

моментов нескольких различным образом замещенных производных ис
следуемой молекулы. 

5.2. рК ОСНОВАНИЙ, САХАРОВ И ФОСФАТНЫХ ГРУПП. 
МЕСТА НУКЛЕОФИЛЬНОЙ АТАКИ 

Протонирование и депротонирование осиоваиий происходит ори отклонении 

рН в обе стороны от нейтрального значения рН на 3,5 единицы, т.е. в ин
тервале рН 3,5 -:- 10,5 (табл. 5.2). Из данных табл. 5.2 следует, что 
атомы водорода амидоподобных группировок (при атомах N 3 и N 1 

в урациле и гуанине соответственно) проявляют выраженные кислотные 

свойства, а эндоциклические атомы азота -основные, чего и следовало 
ожидать, исходя из распределения плотности заряда. Расстояния между 
основаниями и отрицательно заряженными фосфатными группами в 3'
и 5'-нуклеотидах неодинаковы, поэтому различается и электростатиче

ское притяжение между ними. В результате соответствующие значения 
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рК оснований при переходе от нуклеозидов к 3' - и 5' -нуклеотидам уве
личиваются примерно на 0,5 ( 404]. 

При щелочных рН протоны, связанные с атомами N 3 урацила 

и тимина и с атомом N 1 гуанина, отщепляются. При слабокислых рН 

( > 3) протонируются атомы N 1 аденина и N 3 цитозина, а при более 

кислых ( < 2)-также атом N 7 и гуанина и аденина (рис. 5.2) и атом 0 4 

урацила (401-403, 405- 412]. Кристаллографические исследования пока
зали, что при достаточно низких значениях рН ( < 2) N 9-замещенный 
гуанин протонируется по азоту N 7 [413, 414], аденин подвергается двой
ному протонированию по атомам N 1 и N 7 [415], а 1-метилурацил про
тонируется по атому О 4 [ 416]; при этом геометрия связей меняется так 
же, как и в обычных резонансных структурах: если протонируется эндо

циклический азот, то соответствующий валентный угол C- N - C уве
личивается примерно на 5° [191] (разд. 4.5). 

Во всех onиcalПIЪIX выше случаях протонируются эндоциклические 

атомы азота, а не экзоцнклические [ 417]. Это положение согласуется 
с распределениями зарядов, представленными на рис. 5.1. Более того, 
оно получило квантово-химическое объяснение. Обычно распределение 
заряда рассчитывается для изолированной молекулы, находящейся в ос

новном состоянии [418]; в то же время такие химические реакции, как 
протонирование. зависят от распределения заряда в переходном состоя

нии, которое сильно отличается от основного. Карты изолиний электро
статическоrо потенциала, рассчитанные для четырех оснований при 

сближении их с протоном или с нуклеофильным алкилирующим аген
том, наглядно показывают, что атаке подвергаются в первую очередь 

эндоциклические атомы азота и атомы кислорода кетогрупп, а не ами

ногруппы (418]. 
При сильнощелочных условиях депротонируются вторичные гидрок

сильнь1е группы рибозы. То обстоятельство, что соответствующие значе-

таблиц а 5.2 Значения рК11 оснований в составе нуклеозндов и нуклеотидов, 
экстраполированные к нулевой ионной силе1) 

Соединение/место 

протонирования и Нужлеозид 3'-фосфат 5'-фосфат 
депротонирования 

АденозинfN 1 3,52 3,70 3,88 
ЦитидинjN3 4,17 4,43 4,54 
Гуанозин/N1 9,42 9,84 10,00 
Урилин/~з 9,38 9,96 10,06 
2' -дезокситимидин/ 9,93 10,47 
Nз 

1 ) Приведенные значения получены при концентрации соединений 5 -10- s М и тем
пературе 20°С. Поскольку 5' -фосфат расположен ближе к основанию, чем 3' -фосфат, ero 
влияние на рКа оказывается сильнее. (По [401]. Более полную таблицу см. в работах 

[402, 403].) 
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Та 6 л и ц а 5.3. Значения рК. для вторичной иониза
ции фосфатных групп в составе нуклеозидмоно-, ди

н трифосфатов1> [ 424] 

Фосфат 
Соединенне 

моно- ди- три-

Аденозин 6,67 7,20 7,68 
Цитидин 6,62 7,18 7,65 
Гуанозин 6,66 7,19 7,65 
Ури.цин 6,63 7,16 7,58 

l) Первичная ионизация происходит при рН 1- 2 (рис. 5.2). 

ния рКа ,...., 12,4 ниже, чем рКа первичной или изолированной вторичной 
гидроксильных групп, обусловлено тем, что отриuательно заряженные 
группы С-О ~ стабилизируются наличием вицинальных rидроксилов 
рибозы, между которыми возникают индуктивные эффекты и образует

ся водородная связь (420, 421] (рис. 5.2) (аналогичные свойства гидрок
силов rлюкозы рассмотрены в работах ( 422, 423]. 

Фосфатные группы в составе нуклеозидмоно·, дм. и трифосфатов 
имеют два значения рК [ 424, 425]. При низких рН, в районе 1-2, в ре
зультате протонирования отрицательный заряд фосфатной группы ней
трализуется · полностью, а заряд ди- и трифосфатов -частично. В резуль

тате среднее значение отношения заряд/фосфат для дифосфатов равно 
1 /2, а для трифосфатов -1 /3 или 2/3. На стадии первичной ионизации от 
каждого фосфата отщепляется по одному протону и каждая фосфатная 
rруппа приобретает по одному отрицательному заряду (отношение 
заряд/фосфат= 1,0). Вблизи рН 7 начинается вторая стадия ионизации, 
при коrорой от концевого фосфата отщепляется последний протон 
(табл. 5.3). В диэфирах, подобных ДНК и РНК, или в коферментах 
NAD + и СDР-холин при физиологических условиях такого протониро
вания не происходит, поэтому интерес представляет только первая ста

дия ионизации. 

Та 6 ли u а 5.4. Некоторые замещеиные производные урацила и соответствующие 
значения рК 

Названия соединения 

5,6-диrидроурацил 

Структурная формула 

о 

НN~'й 
O

j__ ~н 
N Н 

1 
н 

рК 

> 11 
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о 

~сн, HN 

5-метилуридин O~N 9.7 

1 
R 
о 

Уридин HN:J 
O~N 

9.3 

1 
R 
о 

2-тиоуридин 
HN:J 
S~N 8,8 

1 
R 
s 

4-тиоуридин 
HN:J 
O~N 8,2 

1 
R 
о :\Br HN 

1-метил-5-бромурацил O~N 7,8 

1 
R 
s 

2,4-дитноуридин HN:J 
S~N 7,4 

1 
R 
о 

1-метил-6-азаурацил HN~ 
O~N .... N 

6,9 

1 
R 

R- рибоза или метильная rруппа. 
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Рис. 5.2_ Места протони
рования в аденозинди

фосфате (ADP). Амино
группа аденина не прото

нируется даже при низких 

рН. Первичная нонизация 

фосфатных групп завер
шается в области рН 2, 
выше рН 3,8 аденин ста
новится нейтральным. 

При рН 6,8 происходит 

вторичная ионизация 

фосфатных групп, и при 
рН > 12,5 депротони
руются вторичные гид

роксилы рибозы_ 
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Химическая модификация оснований непосредственно влияет на вели

чину рК0 (см. табл. 5.4 [402, 410, 426]). Так, рКа 5-метилуридина, равное 
9,7, превышает рКа уридина, которое равно 9,3. При замене кетоrруппы 
на тиокетогруппу в 2,4-дитиоуридине рКа уменьшается до 7,4. Умень
шение рКа до 7,8 наблюдается для 5-бромзамещенного производного 
уридина. Поскольку значения рКа некоторых модифицированных ну

клеозидов близки к физиологическим значениям рН, такие нуклеозиды 
встречаются и в виде ионов, и в виде различных таутомерных форм (см. 

следующий раздел). 

5.3. ТАУТОМЕРИЯ ОСНОВАНИЙ 

Если в гетероциклических молекулах протоны, связанные с атомами азо

та, способны переходить на другие свободные атомы азота либо на атомы 
кислорода кетогруппы, то в растворе зти молекулы будут присутствовать 

в разных таутомерных формах~ бь1стро переходящих одна в другую [198, 
427]. Такой тип таутомерии с прототропными переходами, сильно зави
сящий от диэлектрической постоянной раствора и рК соответствующе

го гетероатома, был предметом многочисленных исследований [ 428, 
429]. 

Гетероциклы нуклеозидов также подвержены таутомерным превра

щениям. В незамещенных основаниях может происходить прототропная 

миграция от одного эндоциклического азота к другому, типа 

N7- H +:t N9- H в пуринах и N 1-Н +:t N 3-Н в пиримидинах 

(рис. 5.3). Однако такой тип изомеризаuии, требующий наличия незаме
щенного атома N 9 в пуринах и N 1 в пиримидинах, мы в дальнейшем 

рассматривать не будем, поскольку в нуклеозидах это условие не вы

полняется. В этом последнем случае мы имеем дело с переходами ке
то Р: енол и амино Р: имино (рис. 5.4). Поразительно, насколько измене
ние в положении атома водорода меняет характер образуемых 
основанием водородных связей: кетоrруппа с акцепторными свойствами 

в енольной форме становится донором, а отдающая водород амино
группа при переходе в форму замещенного имина -акцептором. Если, 

однако, в последнем случае связь N - H способна менять ориентацию, 
то имин('группа может выступать и в роли донора. 

В результате таутомерных превращений урацил и гуанин в енольной 
форме при спаривании могут имитировать цитозин и аденин, а цитозин 
и аденин в нминоформе-урацил и гуанин (рис. 5.4). В самореплицирую
щейся системе по Уотсону и Крику, основанной на принципе специфиче
ского спаривания, подобные метаморфозы могут привести к катастро
фическим последствиям. Именно поэтому таутомерия оснований была 
детально изучена методами УФ-, ИК- и ЯМР-спектроскопии, кристал
лографическими методами (все эти результаты суммированы в работе 

[ 429]; более поздние данные описаны в работах [ 430- 433]), а также ме
тодами квантовой химии [179, 180]. 

9-509 
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Рис. 5.3. Прототропная таутомериза

ция незамещенных аденина, гуанина 

и цитозина 

Наиболее существенные результаты этих исследований таковы. Ке
то- и амино-формь~ представленные на рис. 2. 1 и 2.2, являются ос
новными в случае природных оснований. Доля имино- и енольных тау

томеров для аденозина (434] и 1-мепшурац1mа (410] составляет менее 
0,01%. Такая картина наблюдается во многих растворителях с раз
личными диэлектрическими постоянными и даже в газах [ 435]. Ранние 
исследования производных цитозина и гуанина методом ЯМР, согласно 
которым доля редких имино- и енольных форм составляет 15%, оказа
лись ошибочными [ 436, 437]. Квантово-химические расчеты слишком 
чувствительны к длине связей 0-Н, и их нельзя использовать для 
установления деталей таутомерных состояний [ 438]. К интерпретации 
кристаллографических данных с позиции таутомерии следует тоже под
ходить с осторожностью, поскольку различия в длине С-О-связей (в 
урац1mе) можно считать значимыми только в том случае, если они пре

вышают За [ 439]. Кроме того, координационное связывание 0 2 кето

группы с катионами, например с К +, может влиять на длину связи 
С-О и искусственно индуцировать енолизацию [440]. 

Можно смело утверждать, что в природных основаниях преобла
дают кето- и амино-таутомерные формы природных оснований; это со
ответствует назначению оснований узнавать нужного партнера для спа

ривания-необходимое условие, налагаемое на самовоспроизводящийся 
генетический аппарат. Несколько замечаний относительно частоты му
таций, вызванных неправильным спариванием оснований вследствие их 

таутомеризации, можно найти в гл. 6. 
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Рис. 5.4. Кето-енольная и амино-иминная таутомеризация оснований в составе 
нуклеозидов. Стрелки с символами А и D указывают на акцепторные и до
норные группы, способные к образованию водородных связей. Обратите внима
ние, что в енольной форме G становится подобным А, а U - C; в иминоформе 
А эквивалентно U или G, а C-U. Если иминоrруппа (- N - H) и енольная 
(0-Н) группа могут менять ориентацию. то появляются дополнительные воз

можности для образования водородных связей. К счастью, доля оснований в ке
то- и аминоформах при физиологических условиях > 99,99% (см. текст). 

9• 
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Рис. 5.5. Зависимость константы Кт 
кето-енольного равновесия для 

N6,N6,N9-триметилизогуанина от при
роды растворителя [ 447]. Полярность 
растворителя Ет 

30 
определена в со

ответствии с работой [ 447], Кт выра
жена в логарифмических единицах. Ке

то-енольное равновесие для изогуани

на сильно зависит от растворителя. 

поэтому данное основание не находит 

применения в химии нуклеиновых кис

лот. 

В случае модифицированных оснований картина несколько меняется, 

и становится ясным, почему природа в качестве основного объекта выбра
ла четыре нормальных основания. Природный изогуанозин, структурный 
аналог гуанозина (рис. 5.5) [441, 442], не включается в ДНК или РНК, 
хотя с чисто функциональной и структурной точек зрения он мог бы 
спариваться с синтетическим изоцитидином и заменять обычный ана
лог. Причина такой дискриминации заключается в необычной кето
енольной таутомеризации изогуанозина, равно как и соответствующего 

замещенного изогуанина, которая сильно зависит от полярности рас

творителя и температуры [ 443]. 
Другие химические модификации, такие, как замена кетогруппы 

в шестом положении пуриновых нуклеозидов на тиокетогруппу, увели

чивают долю енольных таутомеров до 7% [ 444]. В противоположность 
этому для 4-тиоурацила, замещенного по положению 1, может суще
ствовать только кето-таутомерная форма [ 445]. В ряду галогензаме
щенных по положению 5 производных уридина введение фтора практи
чески не уменьшает долю преобладающей кетоформь~ хотя значение 
рК8 = 7,4 близко к физиологическим значениям рН [ 446]. Подобным же 
образом можно было бы ожидать, что введение брома, оказывающее 
сходное влияние на рКа (7,8), не будет затрагивать кето-енольной тауто
меризации, однако на самом деле доля енольных таутомеров возросла 

при этом в 10 раз, составляя тем не менее лишь 0,1-1 % от доли кетоизо
меров [410]. Вместе с тем для увеличения доли имино- и енольных тау
томерных форм совсем не обязательна модификация оснований. 
В разд. 6.1 приводятся данные ЯМР, показывающие, что в тРНК из 
всех основани~ принимающих участие в спаривании, от 5 до 15% нахо
дятся в редких таутомерных формах, в которых атомы водорода, 
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принимающие участие в образовании водородной связи, способны со
гласованно переходить от донора одного основания к акцептору ком

плементарного основания. 

КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

Особенности взаимодействия нуклеотидов с другими молекулами, как 
правило, можно объяснить характером распределения в них плотности 
заряда. Так, аминогруппы оснований, являющиеся хорошими донорами 

при образовании водородной связи, несут частичный положительный 
заряд, тогда как атомы кислорода кетоrруппы и атомы азота оснований 

являются хорошими акцепторами, а атомы кислорода сахарного коль

ца - плохими. Аналогично акцепторные свойства атомов кислорода, 

принимающих участие в образовании эфирной связи в фосфатных груп
пах, менее выражены и подавляются свободными атомами кислорода, 
несущими частичный отрицательный заряд. Значения рК оснований 
и фосфатных групп лишь в некоторых случаях отражают распределение 
плотности заряда, поскольку на величину рК влияет их основность, а не 

электроотрицательность. Так, при низких рН протонируются эндоци
клические атомы азота, а не аминогруппы, а моноэфиры фосфатных 

групп имеют два основных значения рК-одно в области 1- 2, а другое 
вблизи 7. 

В растворе основания в принципе могут находиться в двух тауто
мерных формах. Однако обычные кето- и аминоформы всегда превали
руют над енольной и имино-формами, доля которых, как правило, не 
превышает 0,1%. Эта величина, однако, может сильно меняться для мо
дифицированных оснований или для оснований в составе пары. 



ГЛАВА 6 
Силы, стабилизирующие ассоциаты 

оснований: водородные связи -и стэкинг-взаимодеиствие 

Прежде чем переходить к описанmо структуры нуклеотидов и их олиго

и полимерных комплексов, остановимся вкратце на особенностях взаи
модействия между основаниями. Эги взаимодействия моrут быть двух 
типов: а) между основаниями, лежащими в одной плоскости,-горизон
тальное взаимодействие, реализующееся путем образования водо
родных связей, и б) между основаниями, уложенными одно над дру

гим,-стэкинг-взаимодействие, которое обусловлено в основном диспер

сионными лондоновскими силами и гидрофобными эффектами. Образо
вание водородных связей выражено наиболее сильно в неполярных 
растворителях, где стэкинг пренебрежимо мал. В водных растворах ос
новной вклад во взаимодействие вносит стэкинг, поскольку с донорами 

и акцепторами водородных связей между основаниями конкурируют 

молекулы воды. Оба типа взаимодействий бьmи тщательно исследо
ваны, особенно водородные связи, поскольку они выполняют очень 
важную функцию в процессах передачи генетической информации (см. 
обзоры [ 448, 449]). 

6.1. СВОЙСТВА ВОДОРОДНЪIХ СВЯЗЕЙ 

Водороднъ1е связи имеют электростатическую природу. Они играют клю
чевую роль в стабилизации вторичной структуры белков и нуклеиновых 

кислот, и им посвящено множество монографий и обзорных статей [192, 
198, 450-452, 455, 456]. Мы рассмотрим только некоторые особенности 
образования водородных связей между основаниями. 

Водородная связь Х-Н · · ·У образуется в том случае, когда атом 
водорода Н связан с двумя электроотрицательными атомами Х и У. 
Сила связи (а следовательно, ее длина) зависит от заряда на атомах Х, 
Н и У. О водородных связах, в которых Х-это атом углерода, а У -
атом кислорода, мы уже говорили в разд. 4.9 (относительно распределе
ния плотности заряда см. рис. 5.1 ). 

Водородные связи между основаниями могут быть двух типов: 
N-H · · · N и N- H ···О. В обоих случаях донором является N-Н-груп
па в амино- или иминоформе. В некоторых модифицированных основа
ниях, содержащих тиокетогруппу, образуется водородная связь типа 
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Таблиц а 6.1 . Энергия некоторых ковалентных и водородных связей 

Энергия. необходи-

Тип связи длина связи. А 
Энергия связи. мая для удлl!нения 

ккал · моль - 1 
связи на О.1 А, 
ккал · моль - 1 

Ковалентная связь 
С-С 1,54 ± 0,02 83,1 3,25 
С-Н (в этане) 1,09 ± 0,02 [197] 98,8 [198] 3,60 [455] 
Водородная связь 
0-Н···О 2,75 + 0,2 [ 456] 3 ~ 6 (455] 0,1 [198] 

(расстояние О ... О) 

N-H · · · S, однако сера обычно является более слабым акцептором, чем 
кислород [ 453, 454]. 

Водородные связи -это слабые связи с изменяющейся геометрией. Они 

в 20-30 раз слабее, чем ковалентные, имеющие совершенно определен
ную длину, силу и ориентацию (табл. 6.1 ). Водородные связи легче изги
баются и растягиваются, вследствие чего геометрия системы Х-Н · ··У 
является непостоянной (табл. 6.2). Обычное требование, согласно кото
рому р:~сстояние Н · ··У должно быть меньше суммы вандерваальсовых 
радиусов атомов Х и У, в случае предельно длинной связи Н ···У может 
не вьшолняться. В таких случаях используется менее жесткое требова
ние, основанное на значениях радиусов по Аллингеру (см. табл. 3.1) 
[158, 451]. Относительно длинные и слабые водородные связи обра
зуются в разветвленных системах типа 

__ ... -·у 1 

х-н:: ...... -... 
------- у 

-- 2 

в которых два акцептора У 1 и У 2 конкурируют за один атом водорода 

[321, 451]. 
Аддитивность и кооперативность водородных связей. При образова

нии водородных связей происходит перераспределение зарядов: Н ста

новится еще более электроположительным, а Х и У - еще более элект
роотрицательными. Это способствует тому, что Х и У образуют 
водородные связи и с другими атомами. Если У представляет собой 
атом кислорода гидроксильной группы, то из-за поляризации связанно
го с ним водорода он становится еще лучшим донором. Подобная коо

перативность [ 451] обычно наблюдается в бифункциональных системах 
типа Х-Н · · · Х-Н · · · Х-Н · · ·, в которых каждый донор одновременно 
выступает также в роли акцептора и наоборот. Примерами такого рода 
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Таблиц а 6.2. Некоторые геометрические параметры водородных связей, обра
зующихся при спаривании оснований (192, 321, 450, 453, 454] 

Расстояния или углы 
Система Среднее 

минимум максимум 

N-H · · · N 
N · · · N 2.75 3,15 2,90 
N-H 0,86 1,02 о.95 

Н · · · N 1,78 2,02 1,99 

&!!--N --~N 20 17° 9° 

N-H · · ·О 
N · · · О 2,74 3,07 2,95 
N-H 0,83 1,06 0,95 
н ... о 1,83 2,17 1,95 
~Н--N ---~О 30 23° 9° 

0-Н · · ·О 
о ... о 2,60 3,05 2,73 
0-Н 0,68 1,16 0,86 
н ... о J,74 2,20 J,95 

d!--О --~О 10 20° 80 

N-N · · · S 
N · · · S 3,25 3,55 3.32 
N-H 0,84 1,04 0,95 
н ... s 2,27 2,57 2,40 
~Н--N ___ .::::g 10 25° )5° 

могут служить гидроксилы нуклеозидов и основания, имеющие фор
мально одинаковую электронную структуру: 

н '/ N 
1 
с~ 
"z 

Здесь Z-это эндоциклический атом азота (незамещенный) или атом 

кислорода (кетогруппы). Эквивалентность простой Х-Н-системе стано
вится еще более наглядной, если представить схему делокализации 
электронов: 
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~ Н +--1 Акцmrоо 
дон~Н 

Н -Е-- 1 Акцептор 

"4 
1 
с~ 
~OJ 

Дон~Н 
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Эта схема иллюстрирует не только геометрию образования водо
родных связей; она позволяет предположить, что основания преимуще

ственно образуют комплексы, стабилизируемые по крайней мере двумя 
водородными связями. Более того, можно ожидать, что вследствие опи
санной кооперативности атомы водорода будут согласованно перехо
дить от донора одного из партнеров к акцептору другого: 

н н 
/ 

О····Н-~кN~ п~-Н····N N~ 
11 ~ -~ ~ 1 ~ f ~ ;-+, ~ 1 
'1 N .L Н.:: ·· N') N" ~Н _L N N" 
N-< ~-N N---{- '°=N 

/ о / о 

Такой переход лишь слабо повлияет на геометрию пары и не скажется 
на уотсон-криковском спаривании, поскольку комплементарность 

в пределах пары по-прежнему сохранится. Результаты недавних иссле
дований т РНК методом ЯМР показали, что в водном растворе в лю
бой момент времени от 5 до 15% всех пар находится в имино-енольной 
форме, правда соответствующая константа скорости невелика: 

НЮ--:- 300 с - 1 [456а]. Однако спектры ЯМР можно объяснить и по-дру
гому, с привлечением анизотропных эффектов, и кажется более правдо
подобным, что атомы водорода остаются на амино/кето-группах и не 
переходят от доноров к акцепторам. 

6.2. тmты ВОДОРОДНЫХ СВЯЗЕЙ МЕЖДУ 
ОСНОВАНИЯМИ: СИММЕТРИЯ ПОЛИНУКЛЕОТИДНЪIХ 

КОМПЛЕКСОВ 

Взаимодействия между одинаковыми (гомо) и разными (гетеро) основа
ниями были выявлены при анализе кристаллическ~ структур как изоли

рованных оснований, нуклеозидов и нуклеотидов, так и комплексов, со

ставленных из двух или более соединений этого типа (см. обзор [192]). 
Если предположить, что стабильная пара оснований должна содержать 
как минимум две водородные связи, N-H · · ·О и N-H · · · N, то четыре 
основания, замещенные по гликозидному азоту (N 1 в пиримидинах и N9 

в пуринах), могут образовать 28 различных пар (рис. 6.1) [33, 457]. 
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Среди 28 пар осиований имеются пары с осью симметрии 2-го порядка, 
с псевдоосью симметрии 2-го порядка и пары, вовсе не обладающие сим

метрией. На рис. 6.1 представлены 28 пар оснований, разделенных на 
группы в соответствии с тем, какие основания образуют пару: пурин -
пурин, пиримидин - пиримидин или пурин - пиримидин. В каждой груп
пе глико:,идные связи C1,-N либо не связаны друг с другом никакими 
элементами симметрии (асимметричны), либо связаны осями симметрии 
2-го порядка, которые располагаются в плоскости, перпендикулярной 

плоскости оснований, или в плоскости оснований. На рис. 6.2 они обо
значены символами t и t соответственно. Обратите внимание, что 
в гомопуриновых и гомопиримидиновых парах оснований (I-IV 
и XII- XV) ось симметрии 2-го порядка в точности переводит одно ос
нование в другое. Однако в гетеропуриновых и гетеропиримидиновых 
парах (VllI и XVII, XVIll), а также в уотсон-криковских пурин-пирими
диновых парах (XIX и ХХ) ось симметрии связывают только глико
зидные связи С 1.-N, но не основания в целом, и поэтому называется 
псевдоосью симметрии. 

Элементы симметрии присутствуют и в полинуклеотидных комплек

сах. Элементы симметрии в полинуклеотидных комплексах (гл. 9- 13) 
представляют особый интерес, поскольку они связывают друг с другом 

не только гликозидные связи, но и сахарофосфатные остовы. Если осно
вания в паре связаны друг с другом осыQ симметрии 2-го порядка, рас
положенной в плоскости, перпендикулярной плоскости оснований (сим

вол 1 ), то направления З' ~ 5' обоих остовов совпадают и сами 
остовы являются идентичными. Если же основания в паре связывает ось 

симметрии 2-го порядка, лежащая в плоскости оснований (символ t), то 
остовы ориентированы антипараллельно (рис. 6.2). Сахарофосфатные 
остовы параллельны, например, в [poly(AH + )]2, где основания спари
ваются по схеме 11, представленной на рис. 6.1 [ 458]. Антипараллельная 
направленность имеет место в ДНК, РНК и poly(A) · poly(U), в которых 
спаривание оснований является уотсон-криковским ~8]. Особое место 
занимают poly(U) и его 2-тиокето-производное poly(s U), которые обра
зуют антипараллельные двойные спирали с асимметричными парами 

Рис. 6.1. 28 возможных пар оснований, при формировании которых образуются 
как минимум две водородные связи (33, 457]. Атомы водорода и азота изобра
жены маленькими и большими темными кружками соответственно, атомы кис

лорода -светлыми кружками, а rликозидные связи -жирной линией; R-С1 .-атом 
рибозы. Пары оснований разбиты на группы в соответствии с их составом 
и симметрией. Группы состоят из симметричных или асимметричных пар, со

держащих только пурины, только пиримидины, или из пар, представляющих со

бой смешанные пурин-пиримидиновые ассоциаты. Символами • и i обозначены 
оси симметрии 2-ro порядка, лежащие в плоскости, перпендикулярной плоскости 
рисунка, и в плоскости рисунка соответственно (рис. 6.2). Уотсон-криковские 

пары XIX и ХХ, а также VIII и XVIll псевдосимметричны: ось симметрии 
связывает только rликозидные связи, но не атомы самих оснований. 
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Цеnи наnравлены 

параллельно 

Цеnи наnравлены 
антипараллельно 

Рис. 6.2. В зависимости от ориентации гликозидной связи C1.-N в парах мо
жет иметь место симметрия 2-го порядка двух типов. На этом рисунке глико

зидные связи обозначены отрезками, отходящими от прямоугольников, которые 

изображают пары оснований. Оси: симметрии 2-го порядка (диады) могут распо

лагаться как в плоскости, перпендикулярной плоскости пары (слева), так и 
в самой плоскости оснований (справа); этим задается ориентация связанных с ос

нованиями сахарофосфатных групп, т. е. остовов полинуклеотидных цепей. Если 

двойная спи:раль имеет ось симметрии 2-го порядка, которая лежит в плоскости, 

перпендикулярной плоскости пары (и соответственно совпадает с осью спирали; 

слева), то цепи будут направлены параллельно друг другу. Если же ось симмет
рии двойной спирали располагается в плоскости пары и соответственно перпен

дикулярна оси спирали, то направление цепей будет антипараллельным (справа). 
В уотсон-криковских ДНК и РНК цепи направлены именно таким образом (см. 

также рис. 6.3, А и Б). 

оснований типа XVI. В этом случае два сахарофосфатных остова не
идентичны друг другу и имеют разную конформацию [459-461] (гл. 13). 

Термин «связанные операцией симметрию>, строго говоря, применим 

только к кристаллическим полинуклеотидным комплексам. В зrих ком

плексах кристаллографические оси совпадают с осями, связывающими 

гликозидные связи (рис. 6.2). Поэтому вступают в силу все ограничения, 
налагаемые пространственной группой симметрии, молекулы распола

гаются в строгом порядке в соответствии с кристаллографическими 
правилами. Если кристалл растворить, т.е. разрушить кристаллическую 

решетку, симметрия молекулы в общих чертах сохранится, но строгой 
кристаллографической симметрии уже может и не быть. Наглядным 
примером такого рода является кристаллическая структура волокон 

ДНК. В В-форме ее «пронизывает» кристаллографическая ось симмет
рии 2-го порядка, и структура в точности повторяется через каждые 1 О 
пар (один виток, или одив период по оси с). В растворе или в случае, 
когда ДНК адсорбирована на плоскую поверхность, период равен 

10,4 + 0,1 и 10,6 + 0,1 парам оснований соответственно [462, 463]. В кри-
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сталлич~ском двухцепочечном ДНК-додекануклеотиде вообще ни одна 
из кристаллографических осей не совпадает с осью симметрии, связы

вающей основания в паре; период равен 10,3-10А парам оснований 
[464], а для центральных шести пар-9,8 (гл. 10). 

6.3. ДЕТАЛЬНАЯ ГЕОМЕТРИЯ УОТСОН-КРИКОВСКИХ 
И ХУГСТЕНОВСКИХ ПАР ОСНОВАНИЙ 

Рассмотрим уотсон-криковские и хугстеновские пары более подробно 
(рис. 6.3 и 6.4). Все углы и расстояния, приведенные на рис. 6.3, для не
водородных атомов получены по результатам рентгеноструктурного 

анализа ApU [ 465] и GpC [ 466]. Положения атомов водорода рас
считывались по координатам атомов С, N и О. Геомеrрические пара
метры хугстеновской пары 9-этиладенин-1-метилтимин были установ
лены методом дифракции нейтронов. В зrом случае положения атомов 
водорода определялись экспериментально. 

Геометрический изоморфизм и пропеллерный поворот. Уотсон-криков
ские AU- и GС-пары изоморфны. т.е. близки по форме и имеют одина
ковые размеры. В АU-паре расстояние С1 • ···С1 • примерно на 0,3 А 
меньше, чем в паре GC, а углы между прямой, соединяющей эти атомы, 
и гликозидными связями C 1.-N лежат в интервале 54,4- 57,4°. Если 
пренебречь этой незначительной разницей в 3°, можно считать, что гли
козидные связи связаны друг с другом псевдоосью симметрии 2-го по

рядка (рис. 6.3, Б). 
Два основания в парах AU и GC некомпланарны, они повернуты 

друг относительно друга, подобно лопастям пропеллера. Угол пропел
лера в паре AU равен 12°, а в паре GC-7°. Примерно такую же величи
ну имеют углы пропеллера и в других парах оснований [192]. 

В противоположность этому основания в хугстеновских парах, изоб
раженных на рис. 6.4 [467], строго компланарны, так как в кристаллах 
они лежат в кристаллографической плоскости зеркального отражения. 
Однако в других кристаллических структурах, где хугстеновские АU
пары свободны от подобных кристаллографических ограничений, на

блюдается такой же пропеллерный поворот, как и в уотсон-криковских. 
Угол пропеллера в паре 9-метиладенин-1-метил-5-иодурацил соста

вляет 9° [ 468]. В хугстеновской паре расстояние С 1• • • ·С 1• на 2 А мень-
ше, чем в уотсон-криковской, и составляет 8,645 А, а угол между со
ответствующей прямой и гликозидной связью C 1.-N для пуриновых 
и пиримидиновых оснований различается более чем на 10°; иными сло
вами, псевдоось симметрии 2-го порядка отсутствует. 

Структурная неупорядоченность: хугстеиовские и обратнъ1е хугстенов
ские пары оснований. Методом дифракции нейтронов в кристаллической 
структуре комплекса 1-метилтимин-9-метиладенин бьша выявлена не
кая неупорядоченность [ 467], выражающаяся в том, что 10-13% моле
кул 1-метилтимина повернуты на 180° вокруг оси C6- N 3. На возмож

ность образования такой структуры указьmал в своей оригинальной 
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работе сам Хугстен [469]. Одновременное присутствие хугстеновских 
и обратных хуrстеновских пар оснований (структуры XXIII и XXIV на 
рис. 6.1) можно объяснить симметрией 1-метилтимина: поворот на 180° 
приводит к тому, что место атома 0 4 занимает атом 0 2, при эгом си

стема водородных связей сохраняется. Картина, обратная только что 
описанной, наблюдается в комплексе 1-метил-5-бромурацил-9-этиладе
нин (5-метильную группу тимина замещает атом брома). В этом случае 
только 6% молекул 1-метил-5-бромурацила принимают участие в хуг
стеновском спаривании, а остальные 94% спариваются по обратному 
хугстеновскому типу [470]. Можно было бы предположить, что конфи
гурацию пары определяет изменение электронной структуры пиримиди

на, обусловленное заменой тимина на бромурацил. Однако в кристал
лах комплекса 1-метил-5-фторурацил-9-этиладенин наблюдается толь
ко хугстеновское спаривание, так что определяющим фактором, 

по-видимому, является кристаллическая упаковка и стэкинг между осно

ваниями [ 4 71]. 

6.4. ОБРАЗОВАНИЕ ПАР ОСНОВАНИЙ 
С ТОЧКИ ЗРЕНИЯ ТЕРМОДИНАМИКИ, КИНЕТИКИ 

И ЗАКОНОВ КВАНТОВОЙ ХИМИИ: 
ЭЛЕКТРОННАЯ КОМПЛЕМЕНТАРНОСТЬ 

Для определения констант ассоциации оснований, а также энтальпии и эн

тропии этого процесса использовались термодинамические методы. Спари
вание оснований в водной среде представляет собой относительно 
малоэффективный процесс, поскольку за донорные и акцепторные 
группы, способные к образованию водородных связей, конкурируют мо
лекулы воды. В результате возможно лишь качественное описание про

цесса. Слабопольный сдвиг сигналов от аминогрупп в спектрах ЯМР 
различных 5' -нуклеотидов позволил расположить эги нуклеотиды в по
рядке уменьшения их способности к ассоциации (образованию пары) 

[204]: 
GMP с СМР > UMP > IMP » АМР, 
АМР с UMP,..., СМР » IMP, GMP, 
СМР с GMP,..., СМР > UMP > ХМР, АМР, IMP 

Рис. 6.3,А. Уотсон-криковское спаривание в кристаллах GpC (вверху) и ApU 
(внизу) [ 465, 466). Координаты атомов водорода взяты не из экспериментальных 
данных, а рассчитаны исходя из расположения других атомов. Различия в дли

нах водородных связей N- H · ··О (2,86-;-2,95 А) и N-H · · · N (2,82-;-2,95 А) нахо
дятся в соответствии с данными табл. 6.2 и отражают «гибкость» подобного ти
па взаимодействий. Расстояние между атомами С1• (10,4-:- 10,72 А) и углы 
C1. ···C1,- N (примерно 53°) в этих парах практически совпадают и лежат 
в основе их геометрического изоморфизма. Б. Схема, иллюстрирующая изомор
физм и псевдосимметрmо уотсон-криковских пар. 
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Рис. 6.4. Хугстеновская пара оснований 9-этиладенин-1-метилтимин. Данные 
получены с помощью метода нейтронного рассеяния, позволяющего локализо

вать атомы водорода [ 467]. Обратите внимание на различие в значениях углов 
C1,···C1.- N (56 и 44°) и относительно небольшое расстояние С1 . · · · С1 • (8,645 А). 
Водородные связи NH · · ·О и NH · · · N обозначены пунктиром 
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Для количественного исследования процесса ассоциации оснований 

необходимо использовать неполярные растворители, в которых роль 

водородных связей возрастает, а стэкинг между основаниями становит

ся пренебрежимо малым [204]. В ряде работ исследовались основания, 
содержащие замещенный гликозидный азот, с использованием в каче

стве растворителей тетрахлорметана, хлороформа и диметилсульфокси
да. За ассоциацией оснований следили по изменению сиruалов ЯМР 
аминогрупп и по изменению их ИК-спектра (рис. 6.5) [ 472, 473]; приме
нялись также калориметрические и осмометрические методы. 

В растворе образуется смесь уотсон-криковских и хугстеновских пар 

основани~ в которых имеются как минимум две водородные связи и ис

пользуются все потенциальные донорные и акцепторные группы. Как сле
дует из данных, представленных на рис. 6.6, константы ассоциации ос
нований сильно зависят от химической природы взаимодействующих 

партнеров. В ряду комплексов типа 9-эгиладенин-1-циклогексилурацил 
3-метилурацил вообще не образует комплекса с аденином. Это озна
чает, что для образования димера недостаточно одной водородной свя

зи между аминогруппой аденина и карбонильным кислородом урацила; 

для этого необходимы по крайней мере две водородные связи (цикличе
ский димер). Очевидно. что константа ассоциации зависит от кислотно

сти водородных атомов иминогруппы урацила (табл. 5.4): при низкой 
кислотности (например, в случае 5,6-дигидро-1-циклогексилурацила; 
рК = 11) наблюдается слабая ассоциация оснований, а при высокой (на
пример, в случае 5-бромпроизводного, рК = 7,8)-сильная. В 4-тиоураци
ле (рК = 7,4) эффект высокой кислотности уравновешивается слабой ак
цепторной способностью атомов серы. 

Интересно сравнить константы ассоциации при образовании ком
плекса между 1-циклоrексилурацилом и тремя представителями ряда 

9-этиладениновых производных: 9-этил-6-метиламинопурином, 9-этил-2-
аминопурином и 9-этиладенином (рис. 6.6). Константа ассоциации с по
следним соединением (100 л ·моль - 1

) вдвое выше, чем с первыми двумя 
(50 и 45 л ·моль - 1 

). Это может означать, что аденин связывается с про
изводными урацила и по схеме Уотсона-Крика, и по схеме Хугстена 

(пары оснований ХХ и XXIII на рис. 6.1 ). Статистическое преимущество 
перед последними двумя соединениями обеспечивается наличием двух 
способных к образованию водородных связей групп. Разграничить 
обычные и обратные уотсон-криковские и хугстеновские пары основа
ний не удается, так что все данные по ассоциатам AU относятся к смеси 
указанных пар оснований. 

Свойства водородных связей с атомами 02 и 04 урацила определяют
ся электроотрицательностью последних. Смесь пар оснований AU изуча
ли методом 13С-ЯМР по изменению сигналов от атомов С2 и С4 кар
бонильных групп в производных 1-циклогексилурацила при образова

нии ими комплекса с 9-этиладенином в хлороформе (система, аналогич
ная изображенной на рис. 6.6). Оказалось, что частота связывания 
с атомом 0 4 уменьшается, а с атомом 0 2 увеличивается в следующем 

10-509 
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Рис. 6.5. Эффект ассоциации оснований. Вверху: спектры ПМР 9-метилгуанина 
(G), 1-[7-15N]метилцитозина (С) и их эквимолярной смеси (G +С) в растворе 
дейтерированного диметилсульфоксида/ диметилформамида (DMF) [ 472]. 15N
замещенный цитозин был использован для того, чтобы в спектре выявился дуб
лет С-15NH2, который иначе не был бы виден на фоне сигналов от протонов 
ароматической группы. Спектры получены на спектрометре Varian А-60; по оси 
абсцисс отложен химический сдвиг (в Гц) в сторону слабых полей относительно 

эталонного соединения ТМС (тетраметилсилана). Внизу: ИК-спектры 2,6-диами
но-9-этилпурина (А), 1-циклогексил-5-бромурацила (Б) и их эквимолярной смеси 
(В) (473]. Во всех случаях растворителем является 0,002 М дейтерированный 
хлороформ. В верхней части каждого из рисунков приведены спектры пропуска

ния чистого растворителя (а) и исследуемого раствора (6). В нижней части приве
дены разностные спектры поrлощения (в). Пунктирная кривая г является суммой 

кривых в, приведенных на рис. А и Б; разность между ней и экспериментальной 
кривой в прямо указывает на наличие водородных связей в комплексе. 
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ряду [474]: 

тимин, урацил. 5-бромурацил. 4-тиоурацил. 

В таком же порядке уменьшается электроотрицательность атома О 4 ; 

5-метильная группа тимина отталкивает электроны, и электроотрица

тельность атома О 4 увеличивается, тогда как 5-бром притягивает элект

роны, что приводит к обратному эффекту. Это последнее обстоятель
ство помогает понять, почему включение 5-бромуридина в ДНК 
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Рис. 6.6. Константы ассоциации (л ·моль - 1
) различных производных 1-циклоу

рацила и 9-этиладенина (в дейтерированном хлороформе при 25°С) [ 473]. 
Данные получены с помощью ИК-спектроскопии (см. подпись к рис. 6.5). Числа 
у стрелок-это константы ассоциации соответствующих производных аденина 

и урацила, а числа, расположенные справа от структурных формул соединений,
константы самоассоциации. А. Ассоциация 9-этиладенина с производными ура
цила. Б. Ассоциация 1-циклогексилурацила с производными аденина. 

ю• 



148 Глава 6 

приводит к мутациям с нарушением спаривания оснований. Если атом 

О 2 образует водородную связь с большей вероятностью, чем атом О 4 
в противоположность тому, что имеет место в тимидине, то совершен

но очевидно, что для образования пары G- 5-BrU (пара XXVIII на 
рис. 6.1) 5-бромурацилу совсем не обязательно переходить в редкую 
таутомерную форму, чтобы геометрия этой пары стала подобна геомет
рии пары GC [ 4 75]. 

При повышенных концентрациях могут образоваться олигомерные 
мультиплеты оснований. В обычных условиях комплекс AU представляет 
собой димер, а не тример или олигом.ер более высокого порядка. То же 

самое относится и к самоассоциатам UU и АА. Об этом свидетель
ствует наличие в ИК-области полосы с Vmax = 3490 см- 1

, которая отве
чает свободному атому водорода N-Н-группы аденина. Если бы 
и уотсон-криковские, и хугстеновские центры связывания были заняты 
(рис. 6.7), эта полоса отсутствовала бы. Комплексы из двух, трех и т. д. 
оснований образуются при повышенных концентрациях [ 476]. Среди 
них наибольший интерес представляет тример, состоящий из одной це
пи poly(A) и двух цепей poly(U)-poly(A)·2 poly(U) (см. гл. 10). 

Данные оо термодинамике образования l"Омо- н l"етерокомплексов 
с участием четырех оснований приводятся в табл. 6.3 [ 476-480]. Очевид
но, что константы связывания и энтальпия сильно зависят от природы 

растворителя. Ясно также, что самоассоциаты менее стабильны, чем 
комплементарные AU- и GС-пары. Однако уменьшение энтропии во 
всех случаях примерно одинаково (от - 11 до - 16 э. е.), что указывает 
на сходство общей структуры всех ассоuиатов: комплексы стабилизи
руются по крайней мере двумя водородными связями. Если считать. 
что вся энтальпия спаривания, составляющая примерно 6 ккал на 

1 моль димера обусловлена только образованием водородных связей, 

Рис. 6.7. В тримере А· 2U основание А образует одновременно и уотсон-криков
ские, и хугстеновские водородные связи. 8-атомы азота, О-атомы кислорода, 

жирные линии - гликозидные связи. На этом рисунке изображены только нор
мальные уотсон-криковские и хугстеновские пары, которые формируются 

в тройной спирали poly (А)· 2poly (U) (разд. 10.2). Если учесть, что существуют 
еще и обратные пары, можно представить четыре возможные схемы расположе

ния оснований в тримере. 
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Табл и ц а 6.3. Термодинамические параметры комплементарного спаривания 
и самоассоциации оснований путем образования водородных связей 

Соединения. раствори-
Реакция 

тели и методы 

Гуанозин, цитидин G +G~G2 
в диметилсульфокси- С+ С+:! С2 
де, ЯМР, 32°С [477] G +С+:! GC 

9-этилденин. 1-цикло- А+ А+:! А2 
гексилурацил в U + U+:tU2 
хлороформе, ИК, А+ U+:!AU 
25°С [478] 

1-метилпиримидин, А+ U+:!AU 
9-метилпурин в ва- G + C+:!GC 
кууме, масс-спектро- U + Ui2 U2 
метрия [ 480] 1 ) С+СµС2 

Касс• 
Л · МОЛЬ - l 

0,18 
0,1 
3,7 ± 0,6 
3,1 + 0,3 
6,1 ± 0,6 
103 + 36 

- ЛН, 
ккал · моль - 1 

l,O + l 
1,7 + 1,5 
5,8 
4,0 + 0,8 
4,3 + 0,4 
6.2 + 0.6 

14,5 
21,0 
9,5 

16,0 

-ЛS, 

э. е. 

16 
11,4 ± 2 
11,0 + 1 
11.8 + 1,2 

•J Более полные данные см. в кн. : Веркин Б. И. и др. Взаимодействия биомолекул: 
новые экспериментальные подходы и методы.- Киев, «Наукова думка)), 1985. 

то на каждую водородную связь будет приходиться от 2 до 
3 ккал -моль - 1-величина, как раз и ожидаемая для такого типа взаи
модействий (табл. 6.1 ). Однако расчет, проведенный для условий in 
vacuo, дает величину 7 ккал· моль - 1 

[ 480]. 
Ассоциация пар лимитируется диффузией. Кинетику ассоциации осно

ваний исследовали путем измерения затухания ультразвука на примере 

системы 9-этиладенин - 1-циклогексилурацил в хлороформе. Скорость 
образования дуплекса как в случае гомо-, так и в случае гетерокомплек

са, по существу, лимитируется только диффузией и одинакова во всех 
трех случаях [481] (табл. 6.4). Однако скорость диссоциации для ком
плекса AU меньше, чем для комплексов АА и UU; это означает, что от
носительная прочность водородной связи уменьшается в ряду AU, АА, 
UU. К такому же выводу приводит и сравнение соответствующих кон
стант ассоциации. 

Табл и u а 6.4. Константы скорости ассоциации и диссоциации 9-этиладенина 
и 1-циклогексилурацила в хлороформе [ 481] 

Реакция 

U + Ui2U2 

А+ А+2А2 
А +U~AU 

Константа скорости 

Ассоциация, 
моль - 1 · с- 1 

1,5· 109 

~ 2· 109 

4,О · 109 

Диссоциация, 
с - 1 

25 ± 107 

~ 60-107 

3,2 · 107 

Темпера
тура, ос 

25 
25 
20 лн = - 6,1 

ккал ·моль - t 
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Квантово-химические расчеты показывают [ 482-485], что основным 
фактором при mецифическом взаимодействии оаюва181й RВJJяется элект

ронная комплементарность. Результаты таких расчетов для некоторых 
комбинаций оснований представлены в табл. 6.5. Сравнение вкладов 
дисперсионных сил (Е дисп). поляризации (Епол) и электростатических эф
фектов (Еэл) в полную энергию водородных связей четко показывает, 

что наиболее существенный вклад (примерно 80%) вносит Еэл, т. е. водо
родные связи в основном имеют электростатическую природу. Анализ 
зависимости Еполн от состава пары свидетельствует о том, что стабиль
ность таких комплексов зависит не только от числа водородных связей, 
но и в значительной степени от внутренней электронной структуры ос

нований. Этот факт был установлен ранее на основе измерения кон
стант связъmания и назван электронной комплементарностью ( 473]. 

Сравнение Еnоли для различных пар приводит к выводу, что компле

ментарные уотсон-криковские пары более стабильны, чем самоассоциаты 
индивцуальных компонентов. Все некомплементарные пары типа AG 
и GU менее стабильны, чем соответствующие самоассоциаты. Этот 
факт объясняет, почему некомплементарные пары не кристаллизуются. 

Исключение составляют замещенные основания, например 5-фторура
цил, образующий комплекс с цитозином [486, 487]. У таких оснований 
электронная структура изменена, вследствие чего энергия связывания 

для них отличается от таковой у соответствующих природных анало

гов. Особый интерес представляют так называемые «качающиеся» пары 
оснований, которые будут обсуждаться в разд. 6.9. 

Табл и ц а 6.5. Еполн для некоторых пар оснований, полученная методами 
квантовой химии [484] 

Пары оснований1) Еэл Епол Едисп Еполн 

Комплементарные уотсон-криковские и хугстеновские пары 

G- C (XIX) - 14,10 - 1,90 -0,79 - 16,79 
А-Т (ХХ) - 5,7 -0,57 -0,73 -7,00 
А-Т (XXI) - 5,47 -0,64 -0,86 - 6,97 
A-U (ХХ) - 5,68 -0,66 -0,87 - 7,21 
A- U (XXIII) -4,93 -0,70 -0,98 - 6,61 
A- U (XXIV) - 5,26 - 0,64 -0,95 - 6,85 
Самокомплементарные пары 

А-А (V) -4,40 -0,49 - 0,71 -5,60 
U - U (ХП) - 4,13 -0,61 -0,68 - 5,42 
G- G (111) - 13,71 - 1,72 - 0,61 - 16,04 
С-С (XIV) - 8,61 - 1,41 - 0,71 - 10,73 
Н екомплементарные пары 

A-G (VIII) - 7,68 - 1,02 -0,70 -9,40 
G- U (XXVlll) - 6,08 - 1,12 -0,67 -7,78 

1) Римские цифры в скобках указывают на тип спаривания оснований в соответствии 
с рис. 6.1. 
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6.5. ВЕРТИКАЛЬНЫЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 
МЕЖДУ ОСНОВАНИЯМИ 
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Основания укладываются друг над другом, образуя высокие стопки наоо
добие стопок монет. «Горизонтальная)) ассоциация оснований, обуслов

ленная образованием водородных связей, наблюдается в неводных рас
творах, а также в газообразном и кристаллическом состояниях. Помимо 
этого, в твердой фазе основания почти всегда располагаются парал

лельно одно над другим на расстоянии вандерваальсового радиуса 

"'3,4 А.. Такое расположение является результатом не горизонталь
ных, а вертикальных взаимодействий. Стопки образуются и в вод
ных растворах. Поскольку стэкинг играет важную роль в стабилизации 
спиралей нуклеиновых кислот [ 488, 489], мы рассмотрим его основные 
геометрические и термодинамические параметры, а также силы, лежа

щие в основе подобных взаимодействий (см. обзор [ 448)). 
В двух сравнительных исследованиях [ 490, 491] упаковка оснований 

в комплексах с переносом заряда была сопоставлена с упаковкой в не
полярных ароматических соединениях, таких, как бензол, нафталин, ант
рацен и фенантрен. Неполярные ароматические соединения не обладают 
дипольным моментом и в кристаллической решетке располагаются 
в виде «елочки)), в которой соседние молекулы не параллельны, а пер

пе~щикулярны друг другу. Если, однако, в молекулу антрацена или фе
нантрена ввести атом азота, как это имеет место в молекулах акридина 

и этидия, то у нее появится дипольный момент; в результате молекулы 

в кристалле будут располагаться параллельно, образуя стопки. 
Специфичность стэкинг-взаимодействия. Расположение оснований 

в виде стопок преобладает и в кристаллических структурах [ 490, 491]. 
При этом оказывается, что стэкинг-взаимодействие между основаниями 

довольно специфично: полярные заместители одного основания, ~--
==N-, _ Q или__ галогены, нависают над ароматическим кольцо~осе~
него-основания (рис. 6.8). Такого рода специфичность стэкинга Даже-60-
.Лее вi.фаж·еНа;Чем специфичность при образовании водородных связей. 
Рассмотрим, например, кристаллы дезоксиаденозинмоногидрата [ 492], 
аденозин-5'-фосфата [493], аденозин-5'-бромурацила [494] и дезоксигу
анозин-5'-бромдезоксиуридина [398). Во всех С(lучаях пространственная 
rруппа кристаллов, размеры элементарной ячейки, молекулярная упа

ковка и система водородных связей различаются; и тем не менее пу

рины вступают в стэкинг-взаимодействие по одной и той же схеме, 

представленной на рис. 6.8, А. Специфичность стэкинга проявляется и 
в галогензамещенных основаниях. Атомы галогенов располагаются над 
примыкающими ароматическими гетероциклами на расстоянии, даже 

меньшем чем сумма ва~щерваальсовых радиусов для атомов галогена 

и атомов гетероцикла (рис. 6.8, И). 
Анализ кристаллических структур некоторых нуклеозидов и нуклео

тидов указывает на наличие тесного межмолекулярного контакта между 

атомом О 4 • сахара и примыкающим гетероциклом (рис. 6.8, А, К). Ве-
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Рис. 6.8. Схемы стэкинr-взаимодействия между основаниями в кристаллах раз
личных соединений (рисунок заимствован из статьи [ 491 ]). А. Стэкинr, наблю
дающийся в кристаллах дезоксиаденозинмоноrидрата [ 492], аденозин-5' -фосфа
та [ 493] и в комплексе аденозин-5-бромуридин [ 494]. Б. Стэкинr между 
протонированными пуринами (9-метиладениндигидробромид) [ 415]. В. Стэкинr 
в кристаллах гуанозина и инозина [ 495]. r. Влияние rалоrеновоrо заместителя 
на стэкинr в случае 8-бромrуанозина [ 496]; сравните со схемой В. Д - Ж. Взаи
модействие между амино- или кетоrруппами и пуриновыми или пиримидиновы

ми основаниями: Д-9-этилrуанин - 1-метил-5-фторцитозин [ 497]; Е-цитозин
моноrидрат [ 498]; Ж -9-этиладенин - 1-метилурацил [ 499]. З. Перекрывание 
пиримидинов с участием эндоциклическоrо атома азота урацила [500]. И. Влия
ние галоrеновоrо заместителя на стэкинr между пиримидиновыми основаниями 

в кристаллах 5-бромуридина (501] и 5-фтор-2'-дезоксиуридина [502]. К. Взаимо
действие рибозноrо кольца с пиримидином (цитидин) [ 503]. 
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роятно, в основе взаимодействий такого рода лежит низкая электро

отрицательность атома О 4 • (разд. 5.1 ), что приводит к тесному сопряже
нию с rt-электронной системой гетероцикла. 

В кристаллах некоторых протонированных пиримидиновых основа

ний и нуклеотидов стэкинг не наблюдается вообще. Это позволяет ду
мать, что заряженные пиримидины не вступают в стэкинг-взаимодей

ствие. В случае протонированных пуринов стэкинг тем не менее имеет 

место, но носит другой характер, чем у незаряженных пуринов: атом N 
нависает над атомом N7 примыкающего основания (рис. 6.8,Б). 

Анализ типов стэкинга в кристаллах оснований, нуклеозидов и нук
леотидов показывает, что главную роль в стабилизации стэкинга 
играет. по-видимому, взаимодействие между постоянными и индуциро

ванными диполями; в роли постоянного диполя, влияющего на rt-элект

ронную систему соседнего основания, выступают группы С==О и 
C- NH2 [491]. 

6.6. ТЕРМОДИНАМИКА СТЭКИIП'-ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 

Процесс образования стопок &ддитивен н лимитируется диффузией; в его 
основе лежат слабые взаимодействия. Осмометрическими методами 
[ 448, 504] было показано, что в водных растворах основания и нуклео
зиды образуют ассоциаты при помощи вертикальных взаимодействий, 
причем помимо димеров образуются ассоциаты более высокого поряд
ка (рис. 6.9). Как показали седиментационные измерения, этот процесс 
обратим. Увеличение свободной энергии на всех этапах одинаково, от

куда следует, что присоединение основания к другому основанию или 

к стопке оснований носит аддитивный, некооперативный характер, так 

что процесс можно считать изодесмическим [505]. Приведенные 
в табл. 6.6 данные для пуриновых и пиримидиновых нуклеозидов в вод
ном растворе указывают, что 1) значения констант ассоциации К харак;. 
терны для слабых взаимодействий; 2) энтальпия ЛН и энтропия ЛS от
рицательны; 3) изменение стандартной свободной энергии ЛG по 
порядку величины не превышает энергию теплового движения kT 
(0,6 ккал ·моль - 1

); 4) метилирование оснований обычно приводит к не
большому увеличению стэкинг-взаимодействия. 

Структуру стооок в водном растворе исследовали также методом 

ЯМР [506, 507]. При образовании стопки из двух гетероциклов про
тоны каждого основания подвергаются разэкранирующему эффекту за 
счет магнитной анизотропии, обусловленной кольцевыми токами сосед
него основания. Вследствие этого с увеличением концентрации гетеро

циклов наблюдается сдвиг линий резонанского поглощения для прото

нов в сторону сильных полей (рис. 6.1 О). Относительный сдвиг для 
протонов оснований и сахаров в пуриновых нуклеозидах показывает, 

что в стэкинrе принимает участие шестичленное пиримидиновое, а не 

пятичленное имидазольное кольцо и что ориентация гетероцикла 

в стопке зависит от типа основания, т. е. от его амино- и кето-замести-

t 
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Рис. 6.9. Формирование стопок оснований в водной среде начинается с образо
вания димера [544]. Дальнейшую ассоциацию можно рассматривать как изо
десмический процесс, т. е. каждый следующий шаг не зависит от предыдущего 

и все они характеризуются одинаковыми кинетическими и термодинамическими 

параметрами. 

телей [ 448]. Заметного уширения линий при ассоциации не наблюдает
ся, откуда следует, что образование и разрушение агрегатов происходят 
слишком быстро по временным масшгабам, характерным ДТIЯ ЯМР. 

Как показывают измерения поглощения звука, процесс агрегации, изоб
раженный на рис. 6.9, лимитируется только диффузией [508]. 

Пурин-пуриновые стопки наиболее стабильны. Исследование раство

римости в двухфазных системах и данные ЯМР показывают, что интен
сивность стэкинг-взаимодействия между пуриновыми и пиримидиновы

ми основаниями уменьшается в следующем порядке [509-513]: 
Пурин-Пурин> Пиримидин-Пурин> Пиримидин-Пиримидин. 

В олиго- и полинуклеотидах стэкинг между соседними основаниями 

приводит к формированию стабильной одноцепочечной спиральной 
структуры [514]. Стабильность таких спиральных структур подчиняется 
таким же закономерностям, что и указанные выше: при комнатной тем

пературе poly(A) представляет собой в основном спиральную структуру, 
а poly(U) находится преимущественно в состоянии разупорядоченного 
клубка. 

Образование спиральной структуры одноцепочечными олигомерами 
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Табл и ц а 6.6. Термодинамические параметры самоассоциации (стэкинга) нуклео
зидов и оснований в водном растворе [ 448] 

Соединение 

6-метилпурин 

Пурин 

Рибозилпурин 
Дезоксиаденозин 

Цитидин 

Уридин 

Тимидин 

К, Л · МОЛЬ - l 

6,7 
2,1 
1,9 
ОТ 4,7 ДО 7,5 
0,87 
0,61 
0,91 

ЛН, 
ккал · моль - 1 

- 6,0 + 0,4 
- 4,2 ± 0,2 
- 2,5 ± 0,1 
- 6,5 ± 1,0 
- 2,8 ± 0,1 
- 2,7 ± 0,1 
- 2,4 ± 0,3 

ЛS, э. е. 

- 16 
- 13 
-7 
-18 
-10 
-10 
-9 

ЛG, 
ккал · моль - 1 

- 1,12 
-0,44 
-0,38 
-1,00 
0,08 
0,29 
0,06 

можно представить как простой переход между двумя состояниями 

[514-522]: 
Спираль (стэкинг-взаимодействие)~Разупорядоченный клубок (стэкинг отсут-

ствует) 

Термодинамические параметры этого процесса для некоторых олигону

клеотидов приведены в табл. 6.7. ЛН, ЛS и Tm для ApU и АрА практи
чески одинаковы; по-видимому, указанные выше правила, определяю

щие зависимость стэкинга от последовательности оснований, для таких 

коротких олигонуклеотидов не выполняются. Вместе с тем для димера 

СрС в соответствии с этими правилами стэкинг существенно меньше. 
Как отмечалось ранее (табл. 6.6), при алкилировании оснований стэкинг 
увеличивается; о~ этом свидетельствует повышение Tm с увеличением 
степени метилирования (табл. 6. 7). 

Предложенный ранее более сложный механизм образования струк
туры АрА, основанный на данных ЯМР [516] и результатах кинетиче
ских экспериментов [ 517], в дальнейшем подвергся серьезной критике 
[520]. Полученные недавно данные по круговому дихроизму и ЯМР 
вновь подтвердили, что модель двух состояний вполне адекватна. Эги 
же данные показали, что в спиральных олигорибонуклеотидах сахар на
ходится в С3.-эндо-конформации. В спиральных олигодезоксирибонук
леотидах преобладает С2.-эндо-конформация, причем для концевого 

Таблица 6.7. Термодинамические параметры стэкинга в некоторых ди
нуклеозидфосфатах Хр У 

Соединение 

АрА [522] 
СрС 

ApU 
m6 ApU 
m~ApU [518] 
Ар А 
m~Apm~A 

лн, 

ккал · моль - 1 

- 8,5 ± 0,5 
- 8,5 + 0,5 
- 7,3 + 0,5 
- 7,4 ± 0,3 
- 6,5 + 0,2 
- 7,2 + 0,3 
- 6,7 ± 0,2 

ЛS, кал · К- 1 • 

·МОЛЬ - l 

- 28,5 + 1,5 
- 30,0 + 1,5 
- 24,7 + 1,7 
- 24,8 + 0,9 
- 20,9 ± 0,7 
- 24,5 + 0,9 
- 21,1 + 0,7 

26,2 + 3 
13,3 ± 5 
22,0 ± 1,1 
26,9 + 0,9 
36,7 ± 0,8 
21,9 + 0,9 
44,5 + 0,8 
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Рис. 6.10. Стэкинг оснований можно наrлядно продемонстрировать с помощью 
ЯМР и путем измерения давления паров над разбавленным раствором [ 506]. А. 
Из зависимости химического сдвиrа протонов оснований от концентрации осно

ваний можно оценить константу ассоuиаuии образующихся стопок Все спектры 

N6-диметиладенозина в 0 20 были получены при температуре l0°C. Б. Зависи
мость осмотического коэффиuиента ф для разных нуклеозидов в водном раство
ре от моляльной концентраuии т По таким кривым можно вычислить 
константы ассоuиаuии и рассчитать свободную энерmю образования соответ
ствующих комплексов. Обратите внимание на сильную зависимость ф от мети

лирования оснований. 

3' -нуклеотида наблюдается быстрый равновесный переход 
С2.-эндо ~ С3.-эндо [519]. Эгот эффект должен приводить к расширению 
спектра конформационных состояний, и в свете этих новых данных сле

довало бы пересмотреть кинетические данные и данные ЯМР [516, 617]. 

6.7. СИЛЫ, СТАБИЛИЗИРУЮЩИЕ С1ЗКИНГ ОСНОВАНИЙ: 
ГИДРОФОБНЫЕ СВЯЗИ И ЛОНДОНОВСКИЕ ДИСПЕРСИОННЫЕ СИЛЫ 

В формировании стэкинrа участвуют диполь-дипольные взаимодей

ствия и 1t-электронные системы. Кроме того, имеются данные, что опре
деленный вклад в стэкинг вносят лондоновские дисперсионные силы 
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[ 488, 489J а в водных растворах еще и гидрофобные силы [523. 524]. 
Как эти силы действуют? 

Стэкннг оснований стабилизируется энтропийными факторами; льдопо

добная вода и водные полости. В водном растворе основания стремятся 
объединиться в агрегаты и тем самым уменьшить контакты с раствори
телем. В предельном случае это приводит к образованию двухфазных 

систем. Для биологических макромолекул гидрофобные силы особенно 
важны: способствуя взаимодействию между неполярными боковыми 
rруппами аминокислот в белках и между основаниями в нуклеиновых 

кислотах, они вносят существенный вклад в стабилизацию вторичной 
и третичной структуры этих молекул [525--528]. Хотя значимость гидро
фобных сил несомненна, их природа до сих пор остается предметом 
споров [ 529]. 

Агрегаuия молекул в водных растворах может происходить по двум 
причинам. 

1. Если молекулы воды группируются у поверхности (гидрофобной) 
неполярной молекулы, образуя структуру, похожую на структуру льда 

[530], то энтропия системы при этом уменьшается, и с этой точки зре
ния такая ситуаuия является невыгодной. Если же растворенные моле
кулы аrрегируют друг с другом, то суммарная поверхность, контакти

рующая с водой, уменьшается. Эго приводит к высвобождению 
молекул структурированной воды, к увеличению ее энтропии и к стаби

лизаuии аrрегатов [531- 533]. 
2. Чтобы противодействовать силам поверхностного натяжения во

ды, растворенной молекуле выгодно образовать в воде полость. Если 
агрегируют две (или больше) растворенные молекулы, размеры полости 
увеличиваются. Эго приводит к уменьшению площади поверхности, 
контактирующей с водой, и, следовательно. к уменьшению поверхност

ного натяжения, что в свою очередь ускоряет проuесс агрегации [534, 
535]. 

Какой из зтих двух механизмов лежит в основе стэкинга? Как видно 
из табл. 6.6, образование стэкинга оснований в водном растворе являет
ся процессом экзотермическим и сопровождается отрицательным изме

нением энтропии, что вроде бы свидетельствует против механизма 1. 
Однако исследование системы актиномицин - дезоксигуанозин в водном 
растворе в присутствии метанола, а также изучение процесса тепловой 

денатурации динуклеозидфосфатов выявили «скрытое» положительное 
изменение энтропии, замаскированное общим отрицательным измене
нием энтропии [507, 536, 537]. По всей видимости, механизм 1 вносит 
более существенный вклад в стэкинг, чем механизм 2, и многочис
ленные эксперименты показьmают, что гидрофобные силы иrрают здесь 
очень важную роль [512, 538, 539]. 

Специфичность стэкинга определяется диполь-дипольными взаимодей

ствиями и лондоновскими дисперсионными силами. С помощью гидро
фобных сил нельзя объяснить некоторые аспекты специфичности взаи
модействия оснований: почему, например, пурины образуют более 
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стабильные стопки, чем пиримидины, или почему метилирование усили

вает стэкинг-взаимодействие? Все эти особенности связаны с электрон
ной структурой оснований и определяются главным образом лондонов
скими дисперсионными силами и диполь-пипольными взаимодейст

виями. 

Как было показано Лондоном [540], вандерваальсовы силы притя
жения между атомами при их сближении в основном определяются 
электрокинетическими взаимодействиями между системами. Распреде

ление заряда в группах атомов всегда асимметрично. Диполь, образо
вавшийся в одной группе атомов, приводит к поляризации электронной 

системы соседних атомов или молекул, индуцируя тем самым образова
нuе параллельно ориентированных диполей, которые притягиваются 

друг к другу. Эги силы аддитивны и обратно пропорциональны шестой 
степени расстояния между диполями. Они не зависят от температуры 
и пропорциональны произведению поляризуемостей взаимодействую

щих молекул [541]. Поскольку основания обладают еще и собственным 
дипольным моментом, два типа электронных эффектов - лондоновские 
дисперсионные силы и взаимодействие между постоянными диполями

дают весьма заметный эффект, который в пуринах проявляется сильнее, 
чем в пиримидинах. 

Спаривание оснований путем образования водородных связей зависит 

от состава пары оснований, тогда как стэкннг зависит как от состава, так 

и от последовательности; результаты квантово-химических расчетов. 

Электростатические силы, действующие между основаниями в стопке 
и в паре, по самой своей природе связаны с распределением заряда, 

и их можно изучать квантово-химическими методами. Первые грубые 
оценки, полученные в рамках диполь-дипольного приближения, были 
затем уточнены с учетом монополь-монопольных, поляризационных 

и дисперсионных взаимодействий, а также отталкивания, представлен

ного членом 1/r12 в уравнении (3.5) Леннард-Джонса [483, 484, 489, 537, 
542, 543]. 

Данные, которые приводятся в табл. 6.8 ДJIЯ десяти возможных 
комбинаций пар оснований GC и АТ в стопках, бьши получены в рам
ках геометрии В-формы ДНК (гл. 11 ). Если разложить полную энергию 
стабилизации димеров, образованных из разных пар оснований, на го

ризонтальную (спаривание) и вертикальную (стэкинг) составляющие 
[ 484, 542], то мы увидим, что горизонтальное комплементарное спари
вание оснований путем образования водородных связей, зависящее 
только от состава пары. является более важным, чем вертикальный стэ
кинг, который зависит как от состава, так и от последовательности 

оснований. 
Поскольку GС-пары более стабильны, чем АТ (табл. 6.5), стопки из 

димеров с высоким GС-солержанием энергетически более выгодны, чем 

АТ-богатые стопки. Так, энергия стэкинга ДJIЯ стопок 1 с. G 1 и 1 т. А 1 
G·C~ А•Т~ 
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Таблица 6.8. Полная энергия стэкинrа (ккал на моль димера) в десяти 
возможных димерах с геометрией В-ДНК. полученная в результате квантово

химических расчетов1) [542] 

Димер, образовавшийся в результате стэкин

rа пар оснований 

rC·G 1 G·C 
rC·G 1 
А·Т 

jT·A1 G·C 
1C·G 1 
Т·А 

jA·T1 G·C 
rG·C1 C·G 
rG·C1 G·C rC·G1 C·G 
fT·A1 
А·Т 

rG·C1 
Т·А 

rA·T1 C·G 
1G·C1 
Т·А i~:~ 

тА·Т1 
А·Т 

rт·л1 
Т·А 

rA·T1 
Т·А 

Энергия стэкинга, ккал на 
моль димера 

-14,59 

-10,51 

- 9,81 

- 9,69 

- 8,26 

- 6,57 

- 6,51 

- 6,78 

- 5,37 

- з,s2 

t) Стрелки указывают направление сахарофосфатного остова (5' -+ 3') от С3.-атома 
одного сахарного остатка к С5.-атому следующего. Эти атомы углерода связаны друг 

с другом фосфодиэфирной связью. 

различается на 8 ккал· (моль димера) - 1
• Влияние последовательности 

оснований на энергию стэкинг-взаимодействия подчиняется следующей 

общей закономерности: 

15'пиримидин·пуринз·l 6 6 15'пурин.пиримидинз'l 
олее ста илен, чем r 

З'пурин. пиримидин5• 3пиримидин. пурин 5, 

Например, энергия комплексов 

1~:~l и 1~:~l 
различается на 5 ккал на моль димера (табл. 6.8). Природа корреляции 
между энергией и нуклеотидной последовательностью становится по-
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нятной, если рассмотреть геометрmо перекрывания оснований при стэ

кинге (рис. 9.6). В чередующихся пурин-пиримидиновых последователь
ностях перекрывание между соседними основаниями в стопке опреде

ляется двумя типами последовательностей: 

1
5'пиримидин 1 3'пурШI 
з· пурин или З'пиримидин 

Перекрывание в таких димерах сильно отличается по геометрии от 

перекрывания в тех случаях, когда соседними основаниями в цепи 

являются только пурины или только пиримидины. 

Следует подчеркнуть, что данные, представленные в табл. 6.8, полу
чены для условий in vacuo и не учитывают гидрофобных взаимодей
ствий, которые, однако, существенным образом влияют на стэкинг. По 

результатам экспериментов, которые обсуждаются в следующем разде
ле, бьш определен суммарный вклад спаривания оснований и стэкинга 
в стабильность спиральных олиго- и полинуклеотидов в водных раство

рах. 

6.8. ОБРАЗОВАНИЕ И РАЗРУШЕНИЕ ДВОЙНОЙ СПИРАЛИ 
ПРОИСХОДЯТ КООПЕРАТИВНО 

Спираль, в которой основным повторяющимся мотивом является один ви

ток, можно считать одномерной кристаллической решеткой. Формальная 
аналогия между спиралью и кристаллом проявляется и в их физических 
свойствах: разрушение обеих структур происходит кооперативно, при 
строго определенной температуре (плавление), а рост начинается после 

образования зародыша (нуклеации). 
Кооперативный механизм образования спирали (механизм «застежка

молния») требует наличия зародыша, состоящего из трех пар оснований. 
На рис. 6.11 показана схема образования двойной спирали между 
poly(A) и poly(U). Первым шагом этого процесса является образование 
единственной пары А U с константой ассоциации, равной произведению 
параметра нуклеации (3 (1 О - 3 л ·моль - 1

) на параметр роста цепи 
s (равный примерно 10 при 0°С и 1 при температуре плавления); оба па
раметра определяются по данным релаксационной кинетики. Поскольку 

образование первой пары зависит от параметра (3, эта пара довольно 
нестабильна; образование же второй пары, вступаюшей в стэкинг-взаи
модействие с первой, зависит только от константы s и поэтому проте
кает легче. Третья пара, укладываясь в стопку над первыми двумя, фор

мирует зародыш, из которого путем добавления новых пар шаг за 
шагом создается спираль, аналогично тому, как застегивается «молния» 

[544]. 
Энергетический профиль этого процесса схематически изображен на 

рис. 6.12. Образование первой изолированной пары невыгодно и сопро

вождается увеличением свободной энергии системы. После формирова-
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Образование Образование 
зародыша двойной спирали 

Рис. 6.11 . Схематическое изображение процесса образования двойной спирали 
oligo (А) · oJjgo (U) [544). В этой системе параметр роста спирали s равен пример
но 10 при О0С и 1 при температуре плавления. Константа ассоциации К первой 
пары равна ~s, и, поскольку параметр нуклеации ~ равен 10 - 3 л · моль - 1

, эта 
константа очень мала. Однако образование следующей пары происходит с кон

стантой К = s в соответствии с линейной моделью Изинга. В противоположность 
11зодесмической модели процесса образования стопок оснований (рис. 6.9), со
гласно которой каждый р1аг не зависит от предыдущего, в кооперативной моде
ли Изинга образование пар и стэкинг очень сильно зависят от ближайшего сосе
да. Исключение составляет только самый первый шаг~ образование первой 

пары. 

ния зародыша (стопки из трех последовательных пар оснований), ко
торый, однако, все еще легко разрушается, добавление новой пары 
становится выгодным и сопровождается уменьшением свободной энер
гии. С этого момента рост двойной спирали проходит самопроизвольно 

и определяется в основном геометрическими ограничениями, нала

гаемыми на сахарофосфатный остов стереохимией нуклеотидного зве

на: наиболее предпочтительной оказывается как раз та конформация, 
которая соответствует спиральной структуре. Этому же проuессу спо
собствуют образование водородных связей и стэкинг, и все указанные 
факторы совместно обусловливают кооперативность образования спи
рали и ее разрушения (плавления). 

Одним из параметров, характеризующих двойную спираль, является ее 

температура плавления Tm. Образование стэкинга сопровождается 

уменьшением поглошения УФ-света (гипохромизм; рис. 6.13); поэтому, 
наблюдая за спектром поглощения в зтой области, удобно следить за 

образованием и разрушением двойной спирали. Если медленно повы
шать температуру раствора двухцепочечной ДНК (или РНК), то при 
определенной температуре будет наблюдаться резкое увеличение погло
шения, обусловленное разрушением спиральной структуры. Среднюю 
точку такого перехода называют температурой плавления (Tm)- На 

рис. 6.14 приведены кривые плавления двухцепочечных молекул 
oligo(A) · oligo(U) разной длины. Видно, что с увеличением длины цепи 
11- 509 
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Свободная 
энерrия 
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Рис. 6.12. Зависимость полной свобод
ной энергии системы (в произвольных 
единицах) от числа пар, участвующих 

в стэкинr-взаимодействии и включив

шихся в спираль [ 544]. После преодо
ления энергетического барьера нуклеа

ции последующий рост спирали со

провождается уменьшением свобод

ной энергии и процесс протекает само

произвольно. 

... 
s 
:1: 

з 
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Рис. 6. 13. Спектры поглощения натив
ной двухцепочечной ДНК (1). денату
рированной ДНК (2) и мономерных 

нуклеотидов (3), стэкинr между ко

торыми отсутствует (концентрация 

мономеров такая же. как в нативной 
ДНК). В денатурированной ДНК все 

еще сохраняется значительный стэкинr 

[185]. 

Tm растет и кривая становится более крутой, указывая на увеличение 
кооперативности [ 545-54 7]. 

Переход спираль-клубок в двухцепочечных структурах осуществляет

ся по ПJНIНЦИnу «все ИJJИ ничего». Анализ системы А(рА)1 7 • U(pU)1 7 при 
разных температурах (рис. 6.15) показывает, что она либо полностью 
диссоциирована и представляет собой смесь мономеров, либо имеет 
форму непрерывной двойной спирали, в которой процесс быстрой дис
социации -ассоциации затрагивает лишь пары, рааюложенные 

у концов. 

Tm двухцепочечных нуклеиновых кислот растет не только с увеличе
нием их длины, но и с повышением ионной силы раствора и GС-содержа

ния полинуклеотида (рис. 6.16, 6.17). Поскольку в первом приближении 
нуклеотидный состав связан с температурой плавления линейной зави

симостью, его можно оценить по величине Tm. Из характера указанной 
зависимости следует, что АТ(U)-богатые участки двухцепочечных ДНК 
или РНК со случайной последовательностью плавятся при более низких 
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Рис. 6.14. Кривые плавления двойных спиралей oligo(A)·oligo(U) разной 
длины -от 8 пар оснований до оо [545]. Т m бесконечно длинноrо дуплекса 
poly (А)· poly (U) равна примерно 49°. По оси ординат отложена величина 

100 · (Ет - Ек)f Ек, где Ет- поглощение при данной температуре, Ек - поглощение 
полностью денатурированной ДНК. Измерения проводились при длине волны 

290 нм. Концентрация олигонуклеотидов составляла 5-:-- 11,3 мМ; плавление про
водили в 50 мМ Nа-какодилатном буфере, рН 6,9. 

температурах, чем ОС-богатые (рис. 6.18), т. е. в двойной спирали при 
повышении температуры образуются локально денатурированные 
участки [550]. Все это приводит к тому, что спектр времен релаксации 
для процессов плавления оказывается чрезвычайно широким [544, 550]. 
Профиль дифференциальной кривой плавления (т. е. зависимость вели
чины ЛА/ЛТ от температуры) не является гладким, а содержит множе
ство пиков, каждый из которых отвечает выплавлению конкретного 

участка двойной спирали с определенным ОС-содержанием [551-554] 
(рис. 6.19). 

В результате анализа множества профилей подобных кривых была 
получена «матрица стабильности» для спаренных динуклеотидов с гео

метрией В-ДНК, позволяющая оценить значения Tm каждого из спа
ренных динуклеотидов при определенных условиях (табл. 6.9,А). По 

данным табл. 6.9 можно рассчитать температуру плавления Tm двухце
почечной ДНК с любой последовательностью оснований. Некоторые 
примеры такого рода приведены в табл. 6.9,Б. Если построить график 

11 • 
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Рис. 6.15. Анализ поведения сис
темы А(рА)17 · U(pU)17 при разных 

температурах [ 548]. Произведение 
(Параметр нуклеации ~) · (концен
трация с), которое использовалось 
в этом анализе, равно 10 - 7

• Заме
тим, что концевые пары легко рас

крываются и схлопываются, в ре

зу ль тате чего наблюдается распре

деление спиралей по длинам лишь 

в интервале от 13 до 18 пар осно
ваний. Спирали длиной от 1 до 12 
пар практически отсутствуют; они 

либо диссоциируют, либо перехо

дят в класс спиралей с длиной цепи 

от 13 до 18 пар. 

зависимости температуры плавления дуплекса. рассчитанной по данным 

табл. 6.9, от энергии стэкинга, полученной квантово-химическими мето
дами (табл. 6.8), то мы с удивлением обнаружим, что он является ли
нейным (рис. 6.20). Экспериментальные и теоретические данные согла
суются между собой, хотя при теоретических расчетах не учитываются 
гидрофобные эффекты, стерические ограничения, наличие положи

тельных ионов вокруг фосфатных групп, гидратация и т. д. По-видимо
му, все эти эффекты взаимно компенсируются. 

Используя олигорибонуклеотиды с заданной нуклеотидной последова

тельностью в качестве молельных соединений, удалось установить, как 
меняются термодинамические параметры при присоединении или отщепле

нии одной пары оснований от предсуществуЮЩей спирали [554-557]. Ис-
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Рис. 6. J 6. Плавление ДНК из D. рпеитопiае (R-36A) при разной ионной силе 
[ 549). Ионную силу варьировал..t путем изменения концентрации KCl в цитрат
ном буфере, рН 7,0. 

ходя из данных табл. 6.1 О, можно сделать вывод, что зависящая от ну
клеотидного состава и последовательности оснований стабильность 
РНК-дуплексов уменьшается в следующем порядке: poly(G) · poly(q > 
> poly(G- C) · poly(G- C) > двойная спираль со случайной последова-
тельностью > poly(A-U) · poly(A- U) > poly(A) · poly(U). Такой порядок 
для (А/U)-полимеров является несколько неожиданным, поскольку для 
аналоmчных дезоксиполинуклеотидов наблюдается обратная ситуация: 
комплекс poly(dA) · poly(dT) более стабилен, чем чередующийся сополи
мер poly(dA-dT) · poly(dA- dT) (558]. Низкая Tm последнего объясняет
ся образованием коротких шпилек с пониженной термостабильностью. 
Поскольку РНК-аналоги также способны образовывать шпильки (это 
известно из данных по тРНК), то, по-видимому, различие в стабильно
сти коррелирует с типом спиральной структуры, а не с нуклеотидным 

составом: для дезоксианалоrов предпочтительными являются В

и О-типы спирали, тогда как рибополинуклеотиды могут существовать 
только в А-форме (гл. 9). 

Шпильки, малые и боковые петли. При оценке стабильности двухце
почечных РНК необходимо учитывать не только взаимодействие между 
соседними нуклеотидами, но и эффект образования разнообразных пе
тель: шпилечных, малых и боковых [557-561] (табл. 6.10; рис. 6.21). Со
гласно имеющимся данным, боковые и малые петли более стабильны, 
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Рис. 6.17. Зависимость температуры плавления Т m ДНК от GС-содержания 
[549). Препараты ДНК готовили в буфере 0,15 М NaCl + 0,015 М цитрат Na, 
рН 7,0. Точки 1 и 41, соответствующие poly(dA - dT) и poly(dG - dC), не ло
жатся на прямую Т rn = 69,3 + 0,41 (%GC), проведенную через эксперименталь
ные точки методом наименьших квадратов. 

-----

(1) (2) (З) (4) (5) (6) (7) 

Рис. 6.18. Схематическое изображение процессов денатурации и ренатурации 

двухцепочечных ДНК и РНК [550]. В первую очередь плавятся АТ-богатые 
участки. 
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Таблица 6.9. Оценка стабильности двойной спирали ДНК [555] 

(А) Матрица стабильности для спаренных динуклеотидов с геометрией В-ДНК1) 

3' 
5' 

А т G с 

т 36,73 54,50 54,71 86,44 
А 54,50 57,02 58,42 97,73 
с 54,71 58,42 72,55 85,97 
G 86,44 97,73 85,97 136,12 

11 Значения Tm (в 0С) приведены для 19,5 мМ Na+ . 

(Б) Значения Tm, полученные исходя из данных табл. А, для ряда синтетиче
ских дезоксирибополинуклеотидов с заданной последовательность~о 

Tm, ос 
Полинуклеотид 

эксперимент1 
> теория21 разность3• 

Poly (dA- dT) · poly (dA- 45,0 46,9 - 1,9 
- dT) 
Poly ( dA- dA- dT) · poly (dA- 49,2 49,4 - 0,2 
-dT-dТ) 
Poly (dA) · poly (dT) 53,0 54,5 - 1,5 
Poly (dG-dA-dA) · poly (dT- 64,5 66,5 -2,0 
- dT-dC) 
Poly (dG-dT- dA) · poly (dT- 66,8 64,3 2,5 
- dA- dC) 
Poly(dA- dA- dC) · 70,2 69,О 1,2 
·poly(dG-dT- dT) 
Poly (dG-dA) · poly (dT- dC) 71,3 72,4 - 1,1 
Poly (dG-dA-dT) · poly (dA- 72,0 66,1 5,9 
-dT-dC) 
Poly(dG- dG- dA) · 76,3 76,9 - 0,6 
· poly (dT-dC- dC) 
Poly (dG- dT) · poly (dA- dC) 77,4 76,2 1,2 
Poly (dG) · poly (dC) 87,8 86,0 1,8 
Poly (dG- dC) · poly (dG-dC) 99,2 104,3 - 5,1 

1• Приведенные значения являются результатом интерполяции экспериментальных 
значений, полученных при разных ионных силах, к точке 19,5 мМ Na +. 

2• Рассчитаны по данным табл. 6.9 (А) с учетом частоты встречаемости ближайших 
соседей в каждом полимере. 

3> Тm(эксп.)- Тm(теор.). 

чем шпилечные; оптимальный размер последних соответствует шести 

неспаренным основаниям. 

Следует подчеркнуть, что в двух.цепочечных ДНК и РНК могут рас
крьmаться как концевые пары, так и пары, расположенные внутри спи-
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Табл и ц а 6.1 О. Экспериментально полученные значения свободной энергии 
двухцепочечных участков и петель в РНК при 25~с1) [557] 

}Частки со спаренными основаниями 

-A-A-
-U-U-

---A-U- -U-A-
-U-A ·-Л-u-

--А-С- -С-А- -A-G- -G-A-
-U-G-' -G-U-' -U-C- '-C-U-
~ - ~ 

~ 

-C-G-
-G-C-

-G-C G-G-
-C-G- ·с с-
~ 

---G-U-
-U-G-

--G-X- -X-G-

-U-Y- '-U-Y-

}Частки с неспаренными основаниями 

Число неспаренных оснований 

2--6 
7- 20 
m( > 20) 

1 
2-3 
4- 7 
8-20 
m( > 20) 

3 
4-5 
6- 7 
8-9 
10-30 
m( > 30) 

ЛG (ккал) ± 101/0 

-1,8 

-2,2 

-3,2 

-5,0 

-0,3 

о 

ЛG (ккал) ± 1 ккал 

Боковые петли 

+2 
+3 
1 + 2logm 
Внутренние петли 

+з 
+4 
+5 
+6 
4 + 2logm 

Шпилечные петли 
оканчивающиеся 

парой GC 
+8 
+5 
+4 
+5 
+6 
3,5 + 2 logm 

оканчивающиеся 

парой AU 
>8 
+7 
+6 
+7 
+8 
5,5 + 2logm 

11 Приведенные значения свободной энергии ЛG для участков со спаренными осно~ 
ваниями представляют собой изменение свободной энергии при присоединении одной 
пары к уже сушествующей спирали и поэтому определяются последовательностью 

только двух пар. 
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Рис. 6.19. Кривая плавления ДНК 
(вверху) и ее первая производ1-шя 

dA/dT (внизу). Четко видны 9 пи
ков, каждый со своей собственной 

температурой, высотой и шириной. 
Представлены расчетные кривые; 

экспериментальные кривые приве

дены в работе (557]. 
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Рис. 6.20. Корреляция между температурой плавления Т m• определенной экспе
риментально (табл. 6.9), и энергией стэкинга, полученной расчетным путем 

(табл. 6.8), для спаренных динуклеотидов с геометрией В-ДНК. Примечательно, 
что два разных подхода к одной и той же проблеме дают согласующиеся ре

зультаты, коэффициент корреляции между которыми составляет 0,97. Значения 
энергии, приведенные на графике, взяты из работы [ 536] и мало отличаются от 
тех, которые указаны в табл. 6.8 [ 555]. 
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Рис. 6.21 . Возможная вторичная 
структура фрагмента РНК вируса R17 
длиной 55 нуклеотидов, построенная 
по данным табл. 6.10 и 6.11 [557]. 
ЛGnолн при 25°С равна - 21,8 
ккал· моль - 1

. Уточненные и незначи
тельно отличающиеся от приведенных 

данные представлены в работе [ 556]. 

ральных участков. Однако частота раскрытия в последнем случае (по 

данным для двухцепочечных олигорибонуклеотидов) довольно низка 
[563, 566] (табл. 6.11). Обычно GС-пара примерно в НЮ раз более ста
бильна, чем пара AU; при этом важную роль играют и фланкирующие 
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Табл и ц а 6. 1 l. Вероятность раскрытия А U- и GC-nap 
в двухцепочечной РНК (561] 

Пара и ее окру-
ЛG раскрытия цен-

Вероятность 
тральной пары при 

жение 
25°С, ккал ·моль - 1 раскрытия 

C- G- G 7,5 оз - 10- 5 

t - t-t ' 
G-G- A 6,75 12 . 10- 5 

t - t - -U , 

A- G-G 
6.75 12 - 10- 5 

u-с-ё ' 
A- G- A 6,0 4 2 -10- 5 

-U- c-u ' 
А-А-А 4,0 120· 10- 5 

u- u- u 
A-A-G 

4.15 100-10- 5 

u- u-t 
G- A- A 

4,~5 100-10- 5 

t - -U-iJ 
G- A- G 4,3 10-10- 5 

t - u- c 
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пары оснований. В молекуле РНК со случайной последовательностью 
длиной в 106 нуклеотидов при 25°С примерно 10 GС-пар и 500 АU-пар 
не будут связаны водородными связями и не будут участвовать в стз

кинг-взаимодействии с соседними парами. Из всего этого следует, что 

двухцепочечные нуклеиновые кислоты представляют собой не ста
тичные цилиндрические структуры, а конформационно подвижные, <<Ды
шащие» объекты, реагирующие на любые химические модификации 
[563]. 

6.9. ТАУТОМЕРИЯ ПАР ОСНОВАНИЙ И «КАЧАНИЕ»: 
СТРУКТУРНЪIЕ АСПЕКТЫ СПОНТАННЫХ МУТАЦИЙ 
И ГЕНЕТИЧЕСКИЙ КОД 

Если бы в живых организмах не происходило мутаций и спаривание ос

нований осуществлялось строго в соответствии с принципом Уотсона
Крика, то флора и фауна нашей планеты не бьши бы столь разно
образны. Модифицированная генетическая информация передается в хо
де репликации последующим поколениям, затем подвергается тран

скрипции и трансляции, в результате чего синтезируются видоизме

ненные белки (рис. 6.22). 
Репликация, транскрипция, трансляция и генетический код. Наиболее 

важным моментом во всех трех процессах является узнавание основа

ниями друг друга в соответствии с принципом Уотсона-Крика, в ре-
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Репликация ТранскрипциFI 
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Одна цепь 

1 
Серин 

1 
Тирозин 
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Генетический код 

Рис. 6.22. Схематическое представление центральной догмы молекулярной гене
тики [584]. Двухцепочечная ДНК реплицируется и передается от одного поколе
ния другому. Последовательность нуклеотидов в ДНК несет информацию о по

следовательности аминокислот в белке. Для того чтобы мог синтезироваться 

белок, ДНК транскрибируется с образованием информационной, или матрич
ной, РНК (мРНК). Последовательность нуклеотидов в этой мРНК переводится 
на язык последовательности аминокислот (трансляция). Нуклеотидный триплет 

кодирует одну аминокислоту в соответствии с генетическим кодом (рис. 6.2з~ 
Трансляция осуществляется при участии транспортной РНК-молекулы-адапто

ра, которая содержит антикодон, комплементарный кодону в мРНК, и связы

вается с аминокислотой, специфичной данному антикодону. 

Рис. 6.23. Генетический код, представленный в радиальной форме [585]. Трип
леты, кодирующие разные аминокислоты (их обозначения располагаются по пе

риферии окружности), читаются от центра (5') к периферии (3'). Во всех трип
летах первьlе два основания строго фиксированы, а последнее может 

различаться (вырожденность). Исключение составляют триплеты, кодирующие 
аминокислоты Trp и Met. Аминокислоты, отмеченные звездочкой, встречаются 
дважды; точками и треугольниками указаны терминальные и инициирующие ко

доны соответственно. 
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Рис. 6.24. Возможные механизмы возникновения Неnра-

случайных мутаций в АТ-паре при транзиции 

и трансверсии [ 566]. Аналогичную схему можно 
нарисовать и для GС-пары. Оба мутационных про

цесса проходят через образование редких тауто

мерных имино- и енольных форм оснований. ко

торые на схеме обозначены звездочкой. В результа
те трансверсии образуется пурин-пуриновая пара, 

в которой одно основание находится в син-конфор

мации. как это показано на рис. 6.25. Размеры пи
римидин-пиримидиновой пары слишком малы. 

чтобы она осталась незамеченной при коррекции. 
(По (570].) 

Пара вильная 

оснований napa Мутация 

а:: А А* G 
s: / 1 или1 1 ::r 
s: А С* С--+С 
м 1 :х: Т (/' G--+G "' Q. ""-~или+• 1 1-

т с 

А ~д· т а:: 
s: 1 1 1 u 
а. т А А 
а> 
ш 

~д· u А с :х: 

"' 1 ~ 1 
Q. т G 1-

зультате которого осуществляются прямое копирование ДНК (реплика
ция) и преобразование последовательности нуклеотидов в ДНК в со
агветствующую последовательность информационной РНК (транскрип

ция). В процессе трансляции информация. содержащаяся в мРНК (ма
тричная, или информационная РНК) в виде последовательности 
нуклеотидов, транслируется на рибосомах в последовательность амино
кислот. Аминокислоты поставляются на рибосому молекулами тРНК, 
выступающими в роли посредников [564]. Каждая специфическая тРНК 
содержит антикодон - определенную последовательность из трех ну

клеотидов (триплет), которая узнает комплементарный ему кодон в мо

лекуле мРНК, в результате чего к растущей полипептидной цепи при

соединяется следующая аминокислага в соагветствии с генетическим 

кодом (рис. 6.23). Последовательность аминокислот в полипептидной 
цепи полностью определяется последовательностью триплетов в мРНК, 

которая читается от 5'- к З'-концу. 

Образование пары, отличной от уотсон-крнковской, может привести 
к мутации. Рассмотрим сначала процесс репликации ДНК. Случайные 

замены нуклеотидов, которые могут произойти в ходе этого процесса, 

бывают двух типов: 1) транзициu, когда пурин заменяется другим пури
ном или пиримидин - другим пиримидином; 2) трансверсии, когда пу
рин заменяется пиримидином и наоборот [565] (рис. 6.2Л). Эксперимен
тально наблюдаемая частота мутаций колеблется от 1 О - 8 до 1 О - 11 на 
одну синтезированную пару [566]. Эти цифры указывают, как часто 
ускользает из-под двойного контроля со стороны ДНК-полимеразы 

синтез неправильных, отличных от уотсон-криковских пар. Фермент 

ДНК-полимераза перемещается вдоль молекулы ДНК в направлении 

5' ~ 3', присоединяя нуклеозидтрифосфаты к растущей новосинтезиро
ванной цепи ДНК, комплементарной цепи-матрице [567]. Правильность 
каждого шага синтеза проверяется и подвергается последующей коррек

ции. Если присоединенный нуклеотид будет признан неправильным, его 
вырежет из цепи смещающаяся в обратном направлении (З' ~ 5') экзо
нуклеаза [568, 569]. 
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pj-~ 
R ~R 

А:С* 

Р5-« 
R R 

~: Асин 

Рис. 6.25. Некоторые таутомерные не
уотсон-криковские пары, которые мо

гут встречаться в схемах, изобра
женных на рис. 6.24. Подобные пары 
приводятся и в работе (570]. Редкие 
таутомерные формы оснований обо
значены звездочкой. 

Обычная 
уотсон· 

криковская 

пара 

G:C 

А: 1 

U: I 

Рис. 6.26. Сравнение струI<Туры уот
сон-криковской и «качающихся» пар. 

Отклонение от стандартной геометрии 

показано цветной стрелкой. Пары, со

стоящие из оснований в енольной или 

имино-формах, описаны в работе 
(580]. 
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Как отмечалось в разд. 5.3, примерно одно из каждых 104 
--:- 105 ос

нований находится в редкой таутомерной енольной или иминоформе, 
и это может приводить к образованию пар, отличных от уотсон-криков
ских (рис. 6.25). Если геометрия таких пар и уотсон-криковских пар оди
накова, то при дупликации и коррекции эта пара может быть и не 
выявлена. 

Общую частоту мутаций можно оценить, перемножив концентрации 
редких таутомерных форм, присутствующих в исследуемой системе. 
Это дает величину 10 - 4 .10- 4 -:-- 10- 5 .10- 5, т.е. 10- 8 --:- 10 - 10 мута
ций на синтезированную пару, что соответствует экспериментальным 

данным [570]. 
Механизм транзнции и трансверсии различается. Для объяснения 

трансверсий был предложен несколько иной механизм (рис. 6.24). Он 
предполагает, что в результате трансверсии образуется не пурин-пири
мидиновая неправильная пара, а пурин-пуриновая. «Стандартная)) пу

рин-пуриновая пара длиннее, чем пурин-пиримидиновая, и не может 

остаться незамеченной аппаратом репликации и коррекции. Поэтому 
предполагается, что в ней при присоединении к растущей цепи происхо

дит аити -+ сии-переход и она приобретает «нормальные» размеры. Это 
требует одновременного образования редких таутомерных форм ука
занных оснований (рис. 6.25). Аити -+ сии-переход уменьшает вероят
ность мутаций еще на 1- 2 порядка, и суммарная частота мутаций ста
новится равной 1 О - 10 -:-- 1 О - 12 трансверсий на один присоединенный 
нуклеотид, что опять-таки согласуется с экспериментом [570, 571]. 

<<Качание)) оснований: мутации и узнавание тРНК-мРНК. Образова

ние редких таутомерных форм оснований хорошо объясняет природу 
мутаций в ДНК, связанных не только со случайной заменой нуклеоти

дов, но и с включением, например, 5-бромурацила и 2-аминопурина (т. е. 
природу химических мутаций). С другой стороны, в некоторых случаях, 
по крайней мере при образовании неправильных GТ-пар, возникновение 

муrации можно объяснить простым несоответствием партнеров, без 
привлечения редких таутомерных форм. Эга гак называемая гипотеза 
«качания)) оснований была предложена Криком [572] и в дальнейшем 
подтверждена экспериментально [573- 576]. 

Гипотеза «качания)) была выдвинута для объяснения вырожденности 
генетического кода, который переводит информацию с языка нуклео
тидной последовательности мРНК на язык аминокислотной последова
тельности синтезируемого полипептида. Многочисленные эксперименты 

[577] показали, что определенный нуклеотидный триплет в мРНК (ко
дон) узнается комплементарным триплетом тРНК (антикодон), с 3'-кон
цом которой связана специфичная для данного антикодона аминокисло
та, которая включается затем в растущую полипептидную цепь. 

Триплеты из четырех нуклеотидов А. U, G и С, которые должны коди
ровать 20 аминокислот, на самом деле могут образовать 43 = 64 слова, 
т. е. вырожденность кода заранее предопределена. Первые две «буквы)) 

кодона в направлении 5'-+ 3' прочитываются однозначно. Вся выро-
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жденность заложена в третьей «букве», которой могут соответствовать 

от одного до четырех разных оснований (рис. 6.23). 
Отвечает ли каждому из 64 кодонов своя т РНК или же одна т РНК 

узнает несколько кодонов с одинаковыми первыми двумя буквами 
и разными третьими? Верным оказалось второе из двух предположе

ний, т. е. предположение в пользу гипотезы «качания)). 

Между кодоном в мРНК и антикодоном в тРНК образуются три 
пары оснований. Согласно гипотезе «качания)), первые две из них 

являются обычными уотсон-криковскими парами, а в третьем положе

нии допускается отклонение от этого принцШiа и образуются следую
щие пары: 

Основания в третьем 

положении аmикодона 

u 
с 
G 
1 

Основания в третьем положении кодона мРНК 

уотсон-криковские 

А 
G 
с 

с 

«качающиеся» 

G 

u 
U,A 

Обращает на себя внимание тот факт, что ни в одной из т РНК в треть

ем («качающемся))) положении антикодона не обнаружено основания 
А [578]. Вероятно, после синтеза происходит его дезаминирование. 

Разные «качающиеся)) пары образуются с разной вероятностью. Со
гласно гипотезе «качания», образование пар между пиримидинами типа 

UU или UC (пары XVI и XVIll на рис. 6.1) крайне маловероятно, по
скольку расстояние между гликозидными связями в этих парах соста

вляет "'8,5 А, что на 2 А. меньше соответствующего расстояния (10,6 А) 
в стандартной уотсон-криковской паре. По-видимому, сохранение уот
сон-криковской геометрии весьма существенно; в спаренных триплетах 

кодон-антикодон основания образуют стопки со спиральной конфигу
рацией и сильное отклонение от уотсон-криковской геометрии не допу

скается [579] (разд. 15.7). С этой точки зрения непонятно, как может 
происходить образование «:качающейся» пары А-1, в которой глико
зидные атомы С1 , находЯтся друг от друга на расстоянии 12,8 А. Воз
можно, имеет место спаривание А-Iсин [580], аналогичное тому, кото
рое наблюдалось в паре 9-этил-8-бромаденин-9-этил-8-бромгипоксан
тин [581 ], размеры которой близки к уотсон-криковским. 

«Качающиеся» пары, постулированные в работе [572], изображены 
на рис. 6.26, на котором для сравнения показана также обычная уотсон
криковская GС-пара. Все они образованы с помощью двух водородных 
связей, однако по своей геометрии отличаются от стандартных пар. 

Гликозидные связи C1.-N не связаны осью симметрии 2-го порядка. и, 
таким образом, изоморфизм между А U- и GС-парами исчезает. 

Об образовании <<качающихся» пар свидетельствуют не только ре-
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зультаты исследования процесса трансляции: GU-пapa непосредственно 

обнаружена в акцепторном стебле дрожжевой т PHKPhe (гл. 15). Такие 
же пары, по-видимому, ответственны за стабилизацию двойной спирали 

poly(G) · poly(U) [582], а в комплементарных двухцепочечных олигону
клеотидах по своей стабильности они приближаются к АU-паре [583]. 
Что касается возможностей образования длинной пары А-1, то такого 

типа пары можно выявить, рассмотрев пуриновую двойную спираль 

poly(A) · poly(J) (гл. 13). 

КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

В этой главе рассмотрены силы, стабилизирующие комплексы основа

ний, в основном ответственные за стабильность двойных спиралей. На

иболее важны водородные связи, образующиеся между одинаковыми 
(гомо) и разными (гетеро) основаниями. Спаривание оснований может 
осуществляться 28 разными способами. Из гетеропар регулярные 
двойные спирали образуются только в том случае, когда геометрия 
этих пар является уотсон-криковской; они изоморфны друг другу. 

AT(U)- и GС-пары nсевдосимметричны: ось 2-го порядка связьmает 
только гликозидные связи (и сахарофосфатные остовы), но не от
дельные атомы пары. Образование водородных связей между основа
ниями специфично, в его основе лежит электронная комплементарность 
оснований; при этом GС-пара более стабильна, чем AU, а гомо- и все 
остальные гетеропары менее выгодны В кристаллах компонентов ну
клеиновых кислот и в двухцеnочечных молекулах основания уложены 

в стопки, так что экзоциклические группы (С==О и C-NH2) или эндо

циклический атом азота располагаются над гетероциклом соседнего ос

нования. Стэкинг-взаимодействие в стопках осуществляется в основном 
за счет дисперсионных сил, взаимодействий между постоянным и инду

цированным диполями и гидрофобных сил. Образование и разрушение 

двойных спиралей происходят кооnеративно; это обусловлено геоме
трическими ограничениями, налагаемыми строением сахарофосфатного 
остова, а также особенностями горизонтальных и вертикальных взаимо

действий между основаниями. 

Уотсон-криковское спаривание систематически нарушается в процес
се трансляции, при связывании антикодона тРНК с кодоном мРНК, 

когда образуются «качающиеся)) пары. Нарушение уотсон-криковского 
спаривания наблюдается не только в процессе трансляции; такое нару
шение в процессе репликации ДНК приводит к мутациям, частота ко

торых определяется присутствием таутомерных имино- и енольных 

форм, а также наличием син- и анmи-конформеров пуриновых нуклео
тидов. 
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ГЛАВА 7 
Модифицированные нуклеозиды 

и нуклеотиды; нуклеозими-

и нуклеозидтрифосфаты; 

коферменты и антибиотики 

Модифицированные основания, нуклеозиды и нуклеотиды, о которых 

в основном пойдет речь в данной главе, представляют собой как при

родные соединения, так и продукты химического синтеза. Они играют 
важную роль в процессах биохимической регуляции и широко исполь

зуются в химии. биохимии и фармакологии как модельные соединения 
для изучения механизмов различных биологических процессов. Они ус

пешно применяются также как антибиотики и противоопухолевые 

препараты. Полное описание структуры и функций модифицированных 
нуклеозидов и нуклеотидов выходит далеко за рамки нашей книги, по

этому в данной главе мы коснемся только наиболее широко распро
страненных и наиболее важных со структурной точки зрения молекул. 

Детальную информацию по этим вопросам можно найти в работах [21 ~ 
586-590]. 

7.1. КОВАЛЕНТНЫЕ СВЯЗИ МЕЖДУ ОСНОВАНИЕМ И САХАРОМ, 
ФИКСИРУЮЩИЕ ИХ В ОПРЕДЕЛЕННОЙ КОНФОРМАЦИИ: 
ЭТАЛОНЫ ДЛЯ СПЕКТРОСКОПИЧЕСКИХ МЕТОДОВ 

Образование дополнительной ковалентной связи между основанием и са

харом или между гидроксильными группами сахара фиксирует конформа

цию нуклеозида. Используя это обстоятельство, нуклеозиды можно за

фиксировать в сип- или апти-конформации в зависимости от того, по 
каким атомам оснований происходит сшивание: С8 (пурин) или N 3 (пу

рин), сб (пиримидин) или С2 (пиримидин). Дальнейшая «Подстройка» 

угла х определяется тем, какой из атомов сахара-С2., С3• или 

С5.-будет выбран для связывания (табл. 7.1 ). 
Мостик между основанием и сахаром типа С2,-Х-С(основание). Ес

ли основание и сахар фиксированы друг относительно друга мостиком 
типа С2,-Х-Qоснование), го образовавшееся пятичленное кольцо, ко

торое содержит атомы С1 .-С2 .-Х, и гетероцикл будут компланарны 

и жестко связаны между собой. Это приведет к фиксации нуклеозида 
в одной из двух конформаций: высокой-апти ( - ск) или сип в зависимо
сти от того, какой из атомов основания принимает участие в связыва-



t; Табл и ц а 7.1. Струrrуриые харажтеристижи ряда нужлеозидов. хояформация жоторых фихсироваиа дополнительной связью 
ме11Щ}' оснОВЗЮfем и сахаром 

Параметры 
ОVАентациа орментацю1 
оmоснте..-п.чо оmосктельно 

ССЫJ1ХЗ Название соедmiеню1 11 Коиформ8ЦЮI сахара nсевдовраwе· rпm:oзllдJIOД СIRЗИ C •. -Cs· 
ниа связи !х)•1 (у) 

Р, Vmax, об- град об- град 

град град пасть пасть 

2;1'-аиrидро-1-1}-D-
арабинофураио-
зил-урацил 

(Х "" У -О) 
С4.-Эндо-Сз ··ЭКЗО, 4'f 3 А 727 29 син 115 ап 175 [591~ 

Б С4.-эндо-Сз··ЭКЭО, 1Т 214 34 син 110 ап 174 [592 
- 2-тиоурацпл (Х = С4.-эндо, 4Е 232 34 син 116 ап 187 [593 

=S, У= 0) 
-цитозин (Х = О. С4.-эндо-04.-экэо, 4Т0 247 '}2 син 119 ск 49 [594) 
Y=NН2f1 

у 

,t] 
но\У 

он 

6,2'-анrидро-1·13-D· с •. -экзо-о •. -эндо, 4 Т° 63 44 вы- 291 ск 57 [595) 
арабинофураио- со-

зил-6-rидроJСси- кая-

цитозин ан-

ти 



Таблица 7.1 (продолжение) 

Химическая структура 

но 

NH. 

\9х) 
он 

Название соединения'' 

8,2'-анrидро-9-Р-D-
арабинофурано-
зил -аденин 

(Х=О) 

- 8-мерж.аптоаде-
инв (Х = S)31 

8,3' -анrидро-8-
мержапто-9-Р-D
фуранооил
аденин 

Параметръ1 

Коиформащ~я сахара пссвдовраще· 

ния 

Р, Ymax• 
Град rрад 

с.~эндо-Сз.-экзо, ;т 218 19 

~ 

С4~эндо, 4Е 232 34 

С2··ЭКЗО, 1Е 345 45 

Ориентация Ориентация 
относительно <rrносите~u.но 

ГЛИIСОЗИДllОll СВЯЗИ с •. -С,. 
Ссылка 

связи <х>4' (у) 

о6- град об- rрад 

пасть 11асть 

вы- 287 ск 59 [596) 
со-

кая-

ан-

ти 

вы- 299 ап 163 [597] 
со-

кая-

ан-

mu 

вы- 256 ск 74 [598] 
со-

ка я-

aн-

mtl 



о 2,5' -анrидро-1-(2' ,3' - С4.-э11до-04.-экзо, 6Т 254 42 Ctm 71 ск 42 (599, 

х-Д~ 
О-изоnрошt11ИД11Н- 600] 
/}-О-урацил 
(Х = О) 

~ 
2-тиоурацил С4.-эндо-О4.-экзо, ~т 250 35 син 64 ск 45 (601] 
(Х = S) 

о Хо 
.· А 

сн,~ () 2',3' -0-изоnроnили-
но 

дпн -аденозин 

А Плоская ан- - 170 ск 54 (602] 
ти 

ОХО 
Б С4.-эндо-С3.-экзо, ~Т 215 32 ан- - 164 atl 175 

mu 

сн;~ о 
но 

2',3'-0-мс;rокси- С2.-эндо, 2Е 163 23 ан- -124 ск 53 (603] 
метилен -урцдин ти 

о о 

нхосн 
" 

•> Символы А и Б относятся к двум нt3аnисимым молеl(}'лам в асимметричноii части элементарной ячейки. 
11 В форме 3',S'-дифосфата. 
31 В форме S' -монофосфата. 
41 В ориrинальных работах торсионный уrол х определялся ках угол 0 4.- C1.- N9-(1 (пурины) и 0 4.-C,.-N,- C., (пиримидины). 

Для перехода х новой номенl(латуре (rл. 2) к ним прибавляли или вычитали 180". Приведенные эначен:ия х следует считать nриблиэиТ1:Ль-
HblMlt ( ± 3°). 
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в 

Рис. 7.1. Молекулярная структура некоторых нуклеозидов с фиксированной кон
формацией, представленных в табл. 7.1. А. 2,2' -ангидро-1-~-D-арабинофуранозил
урацил [591, 592]; конформация сахара С4.-эндо, ориентация основания соот
ветствует высокой-анти(- ск)-области. Б. 8,3'-анmдро-8-меркапто-~-D-ксилофу
ранозиладенШI [ 598], в котором сахар фиксирован в С2.-экзо-конформации 
2Е, а ориентация основания соответствует высокой-анти-( - ск)-области. В. 2,5' -ан
гидро-1-(2' ,3' -О-изопропилидин )-~-D-рибофуранозилурацил [599, 600]; основание 
находится в син-ориентации, а сахар-в 04.-экзо-конформации 0Е, которая 
во всех других случаях запрещена. Г. 2',3'-0-изопроnилидинаденозин (602] 
нуклеозид с планарной рибозой, которая в немодифицированных нуклеозидах 
не обнаружена. 
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L_J 
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Рис. 7.2. Связывание основания с сахаром через атом 0 2 пиримидина изменяет 
электронную структуру гетероцикла и приводит к появлению положительного 

заряда у производных цитозина. Иминоформа (V) при кристаллографических ис
следованиях не обнаружена; преобладающие мезомерные структуры заключены 
в цветные прямоугольники. 

нии (рис. 7.1,А). Поскольку подобная связь замораживает вращение во
круг гликозидной связи C1.- N, а также вокруг связи С1 .-с2• и жестко 

фиксирует эндоциклический торсионный угол v1(04.-C1.-C2.-C3.) 

вблизи 0°, из плоскости сахарного кольца может выступать только 
атом С4•• В результате сахар принимает конформацию 

конверта-С4.-экзо или С4.-эндо, которой соответствует фазовый угол 

псевдовращения Р, равный 240 или 60° (табл. 7.1). 
Само собой разумеется, что циклизация основание-сахар по атому 

С2• приводит к существенному изменению геометрии соединения. Осо

бенно это касается валентных углов, в образовании которых принимает 
участие гликозидная связь, и валентных углов при атоме С2 •• Если 

в сшивании принимает участие атом О 2 пиримидинового нуклеотида, 

меняется вся электронная система (а вместе с ней и свойства донорных 

и акцепторных rрупп, участвующих в образовании водородных связей), 

поскольку связанный двойной связью кета-кислород 0 2 заменяется кис

лородом, образующим две одинарные связи. 

Среди возможных канонических электронных структур производных 
цитозина преобладает структура 1, изображенная на рис. 7.2 [594]. При
мечательно, что ни в одной из кристаллических структур, включая ци

клические производные цитозина, не удалось обнаружить основание 
в иминоформе типа V. Наблюдаются в основном мезомерные формы 11 
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и 111 с положительно заряженным атомом N 1 . Именно поэтому в ци

клических производных цитозина ориентация относительно связи 

С 4.-С5 • чаще всего соответствует области + ск, так что гидроксидьная 
группа О 5.-Н получает возможность вступить в выгодный контакт 
с положительно заряженным атомом N 1 • Совершенно иная картина на

блюдается для производных урацила: гетероцикл не несет на себе ника

кого заряда и атом О 5• чаще всего направлен в сторону от него, 

в область ап [ 604]. 
Мостик между основанием и сахаром типа С3.-Х-С(основание). Ис

кажения валентных углов, в образовании которых принимает участие 

гликозидная связь, и углов при атомах, принимающих участие в сшива

нии, оказьmаются менее существенньwи, если циклизация происходит 

не по С2.-, а по С3.-атому. Вследствие стерических оrраничений сахар 
в образовавшемся циклонуклеозиде будет находиться преимущественно 

в С2.-экзо- (или эквивалентной ей С3.-эндо-) конформации. Гликозидный 
торсионный угол х лежит в той же высокой-анти ( - ск)- или син-обла
сти (в зависимости от того, с каким из атомов основания происходит 

сшивание), но отличается приблизительно на 40° от угла в соответ
ствующем циклонуклеозиде, образованном по атому С2 •• Примечатель
но, что в единственной известной на сегодняшний день кристаллической 

структуре соединения подобного типа-8,3' -ангидро-8-меркапто-9-JЗ-D
ксилофуранозил -аденине [598] (рис. 7.1,Б) -атом 0 5• все-таки находит
ся над плоскостью рибозы, хотя участвующий в циклизации атом серы 
отталкивает его по направлению к атому О 4 • ; об этом свидетельствует 

увеличение угла 'У до предельного в области ск значения 74,3° 
(табл. 7.1 ). 

Мостик между основанием и сахаром типа С 5.-Х-С( основание). 
Этот мостик является последним из всех возможных, обеспечивающих 
циклизацию основания и сахара. Кристаллографические исследования 
были проведены для двух соединений такого рода: 2',-3'-О-изопропили
диновых производных 5',2-0-циклоуридина, в которых циклизация про
исходит по атомам кислорода и серы (табл. 7.1; рис. 7.1, в~ В подобных 
соединениях атом С5' подходит к основанию ближе, чем в немодифици

рованных нуклеозидах, поэтому свободно реализуется обычно запре

щенная О 4.-экзо-конформация сахара. 
Анализ молекулярных моделей показывает, что при образовании мо

стика типа С5.-Х-С(основание) торсионный угол Х может принимать 
два значения: в окрестности 0° (сп) и 60° (ск). Вследствие этого атом 
Х располагается над атомом О 4 • или над фуранозным кольцом. Первая 

ориентация приводит к неблагоприятному тесному контакту между ато
мами Х и 0 4 ., поэтому единственно возможной конформацией остается 

такая, при которой атом Х располагается над фуранозньw кольцом. 
· Мостик между вицинальными атомами кислорода 0 2• и 0 3• гидрок

сильных групп рибозы. Нередко для предотвращения химической моди

фикации рибонуклеозидов по атомам 0 2 • и 0 3• гидроксилов. находя-
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щихся в цис-ориентации, осуществляют их блокирование или сшивание 

с помощью изопропила или другой, менее объемной группировки. Ци
клизованные таким путем нуклеозиды сохраняют прежнюю гибкость 

относительно связи С4.-С5. , однако, как видно из табл. 7.1, амплитуда 
изгиба сахарного кольца Vm может уменьшиться до такой степени, что 
рибоза становится плоской-ситуация, которая никогда на наблюдалась 
в кристаллических структурах немодифицированных нуклеозидов 
(рис. 7.1, Г) [172]. Отметим, что такая же плоская рибоза бьша обнару
жена в случае цитидин-2',3' ~О-циклофосфата (табл. 7.2). Это позволяет 
предположить, что циклизация типа 2',3' -0, как правило, стабилизирует 
планарную форму, являющуюся промежуточной между относительно 
плоскими конформациями С2.-эидо и С3.-эидо, быстро переходящими 
одна в другую (что характерно и дпя немодифицированных нуклеоти
дов). По данным ЯМР, равновесие сии~ аити смещено в сторону сии 
[603, 605]. 

Нуклеозиды с фиксированной конформацией представляют собой уни

кальную систему для калибровки спектроскопических данных и проверки 
специфичности бнолоrических систем. Из-за присущей нуклеозидам гиб
кости бывает очень трудно разграничить их структурные формы, опи
раясь на спектроскопические данные. Помимо равновесного перехода 

между разными конформациями сахара одновременно происходит вра

щение вокруг экзоциклической С4.-С5.- и гликозидной С1.-N-связей 
(разд. 4.13). Если все или одну из этих конформационных степеней сво
боды заморозить, то интерпретация данных ДОБ, :КД и ЯМР станет 
более надежной [599, 603, 606-610]. Нужно, однако, иметь в виду, что 
химическая модификация, приводящая к образованию мостика между 

сахаром и основанием, может существенно изменить спектральные 

свойства системы. 

Нуклеозиды с фиксированной конформацией-прекрасный инструмент 
для изучения специфичности ферментов, дпя которых нуклеозиды и ну

клеотиды выступают в роли субстратов, ингибиторов или коферментов. 
Циклические нуклеозиды находят применение и в фармакологии [21, 
588]. Бьmо показано, что они обладают сильной противоопухолевой 
и противолейкозной активностью [611]. 

7.2. ЦИКЛИЧЕСКИЕ НУКЛЕОТИДЫ 

Из природных циклических нуклеотидов наиболее важны те, в которых 
фосфодиэфирные rруппы образуют мостики между 2'- и З'- или между З'
и 5'-атомами кислорода (рис. 2.2 и 7.3). 

Нуклеозид-2',3'-0-циклофосфаты являются промежуточнL1ми продук
тами гидролиза РНК рибонуклеазамн (РНКазамн). Ферментативный ги
дролиз РНК осуществляется в два этапа. На первом происходит расще

пление связи между атомами Р и О по механизму трансэтерификации, 
с образованием фрагментов РНК с 2',3'-0-пиклофосфатом на конце. На 
втором этапе циклический фосфодиэфир гидролизуется с образованием 



Таблица 7.2. Структурные харахтеристиm нехоторых ЦИJ(ЛИ'iесJ<Их нуклеотидов 

Химическая структура 

'"'-v~ но \-( 
°'-/о 

р 

о/ ~о 

(12),/o~I 
но \-( 

°'-/о 
р 

s/ е'о 

Параметры 
псеедоера-

Наз еание соедииениJ1" Конформация сахара щеиия 

Р, Vmax• 
град град 

Цитидин-2',3'-0-
цихлофосфат, 
натриевая соль 

А Q4.-э11до-С4.-экзо, 0Т4 82 36 
Б Плосхая 

, в виде свобод-
НОЙ J<ИСЛОТЫ С2.-э11до-С3~экзо. 2т 3 174 29 

УрJ!ДИН-2',3'-0- 04.-экзо-С4.-э11до, 0Т4 262 23 
циr<лофосфотиоат, 
триэтиламмоний-

ная соль 

Ориентация Ориентация 

относительно относительно 

ГЛЮ<ОЗИДИОЙ связи с •. -с, . 
связи (х) (у) 

Ссылка 

об- об-
ласть град21 пасть град 

CUI/ 63 ск 56 [618] 
CUll 75 ап 162 [618] 

атпи - 118 ск 69 (619] 

а11ти - 167 ск 74 [620] 



"" сн~ 
<>--- ~~ w 
0 / -----о он 
() 

1-(3-D-арабинозил
цитиднн-2',5' -О
циклофосфат. в 

виде свободной 
кислоты 

Гуанози.н-3',5' -0-
ЦИ](Лофосфат, нат-

риевая соль (цик-

ЛИЧесJСИЙ GMP) 
Уридин-3',5' -0-
wцслофосфат, 

натриевая соль 

А 
Б 

5' -мстиленадснозин-
3',5' -циклофосфат 

С4,-экзо-С3.-эндо, 4Тз 

С4.-экзо- Сз.-эидо, 4Тз 
С4.-экзо-С3.-эндо. 4 тз 

С3.-эисо - С4--экзо, :т 

'' А и Б-две независимые молекулы в асимметричноii частн элементарной ячейхи. 

171 

43 

42 
48 

37 

42 анти - 154 ск 65 [621) 

44 сии 78 -ск 61 [622) 

48 анти - J03 - ск - 61 [623] 
47 анпrи - 122 - ск - 60 (623) 

син 54 - ск - 64 (624) 

21 В оригинальных работах, kОторые использовалиа. прн составлении этой таблицы, были даны значения углов 0 4.- C,.- N,-C6 (N9- C8 
ИсJСЛючение ссставляет работа (619] (третья строчха). Чтобы получить из них значения углов Q4.-C,.-N,- C2 (N9 - C4 ), хоторые использую1 
ся теперь, х старым значениям прибавлялись или вычитались 180°. Приведенные значения J( следует рассматривать хах приблизитет 
иые ( ± J °). 
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концевого 3' -О-фосфата [ 612]. Этот механизм хорошо изучен на приме
ре панкреатической РНКазы и будет описан в разд. 7.5. 

Нуклеозид-3' ,5' -циклофосфаты, в частности пуриновые производные, 
выполняют разнообразные биологические функции. Аденозин-3',5'-цикло

фосфат (циклический АМР, сАМР) играет роль посредника между боль
шой группой гормонов и регуляторными ферментами (протеинкиназа
ми) [613-615]. В бактериях сАМР участвует в регуляции экспрессии 
генов [616]. Как мы увидим в гл. 18, он образует комплекс с белком, 
активирующим катаболизм (БАК), и осуществляет аллостерическую ре
гуляцию. Соответствующий гуанозиновый аналог отличается от сАМР 
по своей биологической специфичности и, по-видимому, оказывает про

тивоположное действие на пролиферацию клеток и на другие клеточные 
процессы [ 617]. 

Геометрические характеристики природных нуклеотидов с 2',3'
и 3',5' -циклическими фосфодиэфирными группами, а также синтетиче
ского 2',5' -аналога приведены в табл. 7.2 (см. рис. 7.3). Как правило, эти 
молекулярные системы имеют ограниченные конформационные воз
можности и подобны циклическим нуклеозидам, описанным выше. 

Нуклеозид-2',З'-0-циклофосфаты имеют уплощенную рибозу и преиму

щественно находятся в сип-конформации. Все кристаллографические 
данные о нуклеотидах, в которых вицинальные атомы 0 2 • и 0 3• находя

щихся в цис-ориентаuии гидроксилов образуют кольuо с помощью фос
фодиэфирной связи, приведены в табл. 7.2 и на рис. 7.3, А. Поскольку 
в пятичленном кольце циклофосфата группа О2.-С2.-С3.-03• прак

тически планарна, «слитая» с этим кольцом рибоза в значительной мере 
теряет свою конформационную гибкость. Амплитуда изгиба сахарного 
кольца уменьшается, о чем свидетельствует планарность рибозы в про
изводных uитидина (табл. 7.2) и низкие значения Vmax (22- 36°), суще
ственно меньшие среднего значения (39°) для немодифицированных фу
ранозных колец [172]. Только в одном из 2',3' -0-циклических фосфатов, 
приведенных в табл. 7.2, сахар находится в С2.-эпд~конформации; во 
всех других случаях он имеет О 4.-эпдо- и даже во всех отношениях не

выгодную О 4.-экзо-конформацию конверта. Обе конформации упло
щенные и близки к конформации сахара в 2',3'-0-изопропилидинадено

зине (табл. 7.1). Как мы упоминали в разд. 4.2, плоская и 
О 4.-экзо-конформации стерически запрещены, поэтому очевидно, что 

циклические нуклеотиды представляют собой напряженные системы. 
Данные ЯМР для уридин- и цитиднн-2',З'-0-циклофосфатов. В отличие 

от цитидин-3'-фосфата химический сдвиг Н6 для указанных соединений 
не изменяется с увеличением температуры, что можно объяснить фикса
цией пиримидин-2',3'-0-циклофосфатов в сип-конформации, которой со
ответствует энергетический барьер, равный примерно 25 ккал· моль - 1 

[625- 627]. Этот факт, согласующийся с результатами кристаллографи
ческих исследований (табл. 7.2), можно объяснить, допустив, что пово
рот оснований при переходе из сип- в апmи-конформацию сопрово
ждается изгибанием группы С2.-н2• вниз, что совершенно запрещено 
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Рис. 7.3. Молекулярная структура двух природных циклических фосфатов, кон
формационные параметры которых указаны в табл. 7.2. А. Цитидин-2',3'-0-цик
лофосфат в виде свободной кислоты [619]. Протонированное по атому N3 осно
вание находится в анти-ориентации; из-за 2',3'-циклизацш1 изгиб сахарного 
кольца незначителен и оно находится в С2.-эндо-С3.-экзо-конформации 2Т 3• Б. 
Гуанозин-3',5'-0-циклофосфат-нуклеозид, в котором рибоза жестко фиксирова

на в С4.-экзо-С3.-эндо-конформации 4 Т
3. Основание находится в син-ориентации 

[622]. 
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при наличии связи между вицинальными атомами 0 2 • и 0 3, гидрок

сильных групп. Однако ДJIЯ пуриновых производных это положение не 
выполняется: основания у них более подвижны и постоянно переходят 
из син- в анmи-конформацию и обратно [ 605, 627, 628]. 

Конформация относительно гликозидной связи влияет на ориента

цию относительно экзоциклической связи С4,-С5 •• По данным ЯМР, 
в пиримидиновых нуклеозид-2' ,3' -0-циклофосфатах, предпочтительно 
находящихся в син-конформации, торсионный угол у относительно свя
зи С4.-С5 • находится в области ап или -ск, а атом 0 5 • направлен в сто

рону от наиболее близко расположенного атома основания 0 2• Для пу

риновых производных предпочтительной является + ск-область; син
конформация стабилизируется с помощью водородной связи 

05.-Н ··· N 3 [627, 628]. 
Данные ЯМР указывают на то, что в циклических нуклеотидах осу

ществляется равновесный переход между конформациями сахара 
С2.-эндо и С3.-эндо. В свете результатов кристаллографических исследо
ваний, согласно которым в нуклеозид-2'~3'-0-циклофосфатах наблю
даются планарные и С2.-эндо-конформации, наличие такого перехода 

представляется вполне логичным: амплитуда изгиба сахарного кольца 
Vmax · в циклических нуклеозидах меньше, чем в нециклических, а 

04.-эндо, 04.-экзо и плоская конформации, являясь промежуточными 
формами перехода С2.-эндо +:t С3,-эндо, стабилизируются при циклиза
ции. 

Теоретический анализ структуры нуклеозид-2',3'-0-циклофосфатов ме

тодом КВВМО [629] и полуэмпирическими методами расчета потен
циальной энергии [630, 631] согласуется с экспериментальными данны
ми и показывает, что, когда фуранозное кольцо нахолится в 

04.-эндо-конформации, пиримидины предпочитают син-конформацию. 

В пуриновых нуклеозидах син- и анmи-к.онформации встречаются одина

ково часто, а ориентация относительно связи С4.-С5. соответствует 
+ ск или аn-области. Однако в нуклеозид-2',3'-0-циклофосфатах, в ко
торых сахар находится в О 4.-экзо-конформации, основания находятся 

только в анmи-ориентации относительно сахарного кольца. При этом 

поворот вокруг связи С4.-С5 • с переходом в - ск- или аn-область пере

мещает атом О s· в сторону и от сахара, и от основания, с которыми из
за сближения экзоциклических заместителей в 04,-экзо-конформации са

хара может возникнуть стерически неблагоприятный контакт. 

В нуклеозид-3' ,5'-циклофосфатах фураноза фиксирована в высокоэнер
гетической конформации. Стереохимия этого класса нуклеотидов суще
ственно отличается от стереохимии их 2',3' -циклических аналогов. В по
следних образование пятичленного фосфодиэфирного кольца заставляет 
располагаться атомы О2 .-С2.-С3.-03• практически в одной плоско

сти и приводит к уменьшению амплитуды изгиба фуранозного кольца 
и даже к планарности рибозы, связанной с фосфатным циклом. В ци
клических 3',5' -нуклеотидах фосфодиэфирная группа является частью 
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шестичленного кольuа с фиксированной конформацией кресла. Это 
кольцо слито с рибозой через связь С3.-С4. , так что единственной воз

можной конформацией для рибозы остается С4.-экзо-С3.-эндо (4 Т
3) 

(рис. 7.3, Б). 
Значения эндо- и экзоциклических торсионных углов ДJIЯ шестичлен

ного кольца в конформации кресла лежат в областях + ск и - ск, т. е. 
вблизи + 60°. Следовательно, поворот вокруг общей ДJIЯ обоих колец 
связи С3.-С4. должен приводить именно к этому значению. Препят

ствием служит то обстоятельство, что эндоциклический торсионный 

угол v3 (С2.-С3.-С4.-04.), который в незамещенных нуклеозидах 

принимает значения от + 33 до - 41°, может увеличиться только до 
50°, и это соответствует максимальному изгибу рибозы с Vmax 45° [ 172]. 

В кристаллических структурах циклических нуклеозид-3',5' -фосфатов 
[622, 623, 632, 633], включая и модифицированный аналог с 8-заме
щенным аденином [ 634], диметилфосфоамидат и бензилтриэфирные 
производные тимидин- и уридин-3',5'-uиклофосфатов [635, 636], наблю
дались как син-, так и анmи-конформации. В одном случае- в кристал

лах сАМ Р обе конформации реализуются в рамках одной кристалличе
ской струк 1уры [632]. Эти наблюдения согласуются с данными ЯМР, 
которые указывают на наличие быстрого равновесного перехода 
син +2 анти; в данном случае этот переход, по-видимому, облегчается 
тем, что атом 0 5• фиксирован в положении «от рибозы» в ап-области, 
а сахар находится только в С4.-экзо- или С3.-эндо-конформации [ 153, 
637-642]. К таким же результатам приводят и теоретические расчеты 
[629, 630]. 

Циклический нуклеотид -это напряженная структура, о чем свидетель

ствуют ero геометрия и энтальпия гидролиза. Длины связей в фосфатных 
группах нециклических диэфиров и uиклических, с разным размером 
кольца, практически одинаковы и примерно равны значениям, приве

денным на рис. 4.23; небольшие отклонения обусловлены различиями 
в окружении в кристаллической решетке. С другой стороны, валентные 
углы, особенно эндоциклические углы Р-0-С и О-Р-0, сильно за
висят от размеров кольца. Как видно из табл. 7.3, эти углы в нецикли
ческих фосфодиэфирах и шестичленных циклических диэфирах очень 
близки. В пятичленных кольцах они меньше, а в семичленных системах 
больше, что свидетельствует о наличии механического напряжения. Су
дя по распределению энергии гидролиза фосфодиэфирных групп, цикли

ческие нуклеозид-3',5'-фосфаты менее напряжены, чем их 2',3'- и 2',5'-ана
логи. Однако энтальпия гидролиза 2',3' - и 3',5' -нуклеотидов дает 
обратную картину (табл. 7.3). 

Это кажущееся несоответствие можно объяснить, если рассматри
вать не только валентные углы фосфатных групп, но также и конформа

цию слитых с ними фуранозных колец. Как видно из табл. 7.3, энталь
пия rидролиза при переходе от циклического тетраметиленфосфата 

к его диметиленовому гомологу увеличивается; это увеличение связано 

с разной степенью стерического напряжения пятичленных колеи. Слия-
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Таблиц а 7.3. Энтальпия гидролиза - ЛН (ккал· моль - 1
) циклических и не

циклических фосфодиэфиров1> [643, 645] 

'-о о 
120 '-/ 
1о:уР'\. 

г° о 
2,5 

• fi7r~F(o 
~о о 

3,8 .... 

11 , 7 

о о 

l 12i_p/ 
У~-' о о 

6,9 

9,4 

1> Большими цифрами обозначена энергия, маленькими-значения валентных углов 
О-Р-0 и Р-0-С. Если указан только один угол Р-0-С, то это означает, что 
другой имеет близкое значение. Заметим, что значения энтальпии гидролиза диэтил

фосфата с открытой цепью и циклического тетраметиленфосфата практически одинаковы 

(2,5 и 2,6 ккал · моль - 1
) ; с уменьшением размеров циклическая структура становится 

более напряженной и параллельно этому увеличивается энтальпия. В циклических 2', 
3'-0- и 3', 5'-0-нуклеотидах дополнительное напряжение вносит фуранозное кольцо. 

ние кольца с рибозой. происходящее в циклических нуклеозид-2',З'-фос
фатах, увеличивает энтальпию гидролиза на 2,5 ккал · моль - 1 ; это 
указывает на дополнительное напряжение, вносимое фуранозной систе

мой, которая, как отмечалось выше, принимает более уплощенную (и 
поэтому более напряженную) конформацию, чем в неuиклических ну
клеотидах. С другой стороны, шестичленный циклический триметилен
фосфат с относительно низкой энтальпией гидролиза, 3,8 ккал · моль - 1, 

присоединяясь к рибозе с образованием циклического 3',5'-нуклеотида, 
сохраняет свою геометрию. Однако при этом изменяется конформация 
рибозы: угол С2.-С3.-С4.-04• становится равным - 50°. т.е. на 15° 
превышает значение соответствующего угла в нормальной рибозе. Это 

снова приводит к напряжению системы, энтальпия которой увеличи

вается на 7,9 ккал· моль - 1
. 

Итак, оценка энергии связывания uиклических фосфодиэфиров с ри

бозой показывает. что увеличение энтальпии гидролиза пятичленных 
2',З'-нуклеотидов обусловлено напряжением в двух слившихся друг 
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с другом пятичленных системах. В циклических З',5'-нуклеотидах в ос

новном напряжена только рибоза; конфигурация фосфатной группы 

в составе шестичленного кольца почти не изменяется [ 644- 646]. 

7.3. НУКЛЕОЗИДЫ С МОДИФИЦИРОВАННЫМ САХАРОМ: 
ГАЛОГЕНЗАМЕЩЕННЫЕ, АРАБИНО- И сr-НУКЛЕОЗИДЫ 

Из множества синтетических нуклеозидов с модифицированным саха

ром особый интерес представляют те, в которых вторичные гидроксилы 

02.Н и 03.Н замещены галогеном, амино- или азидной группами. Как 

отмечалось в разд. 4.3, электроотрицательность этих заместителей не
посредственно влияет на конформацию сахара. Более того, если в со
став полимерной РНК входят 2'-дезокси-2'-галогензамещенные нуклео
зиды, то стабильность молекулы in vivo существенно изменяется: РНК, 
модифицированную таким образом, РНКаза не в состоянии гидролизо

вать по механизму, описанному в дополнении 7.1. 
В этом разделе галогензамещенные нуклеозиды, не отличающиеся 

по структуре от нормальных нуклеозидов, мы рассматривать не будем. 

а обратимся к арабино- и а.-нуклеозидам; первые интересны с биологи
ческой точки зрения, а вторые-со структурной. 

Арабинонуклеозиды привлекли к себе особое внимание в связи с тем, 

что они обладают широким спектром действия в отношении ДНК-содер

жащих вирусов и РНК-содержащих онкогенных вирусов ( онкорнавирусы), 
как in vivo, так и in vitro. Их можно получать из природных источников; 
особенно широкое применение в химиотерапии нашел 9-Р-D-арабинофу
ранозиладенин (арабинозид аденина, видарабин, ara-A) (647, 648]. Ара
бинонуклеозиды отличаются от своих рибоаналогов прежде всего кон
фигурацией при атоме С2. : 02.-гидроксил находится в цис-ориентации 

относительно связи Cl'- N (рис. 7.4). Это приводит к незначительным 
изменениям длин связей и валентных углов фуранозного кольца [167], 
что, однако, не влияет ни на конформацию сахара (она по-прежнему 
остается С2.-эндо или С3.-эндо), ни на ориентацию относительно экзоuи
клической С4.-С5 .- и гликозидной С1 .-N-связей (они, как и обычно, 

соответствуют областям ск и анти). Высокая-анти ( - ск)-конформация 
в арабинонуклеозидах запрещена, и эта особенность позволяет объяс
нить некоторые их свойства [649]. 

В кристаллических структурах ряда арабинофуранозильных нуклео
зидов обнаружена внутримолекулярная водородная связь, соединяюшая 

атомы 0 2 • и 0 5 • (рис. 7.4). Однако, согласно спектроскопическим 

данным, полученным для раствора, в нейтральной среде эти связи по

чти не обнаруживаются [650]. Вместе с тем в щелочной среде, когда ги
дроксильная группа 02.Н депротонируется, или в условиях in vасио, 

принимаемых в теоретических расчетах [652, 653), образование внутри
молекулярных водородных связей 02.Н···О5• становится существенным 

[651]. Гидроксильная группа 02.Н находится в цис-ориентации относи
тельно гликозидной связи С1 .- N, и это должно препятствовать враще-

13- 509 
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Дополнение 7.1. 
О механизме действия панкреатической рнбонуклеазы (РНКазы А) 

РНКаза А расщеШiяет одноцепочечные РНК с 3' -конца пиримидиновых ну
клеотидов. Сначала образуется промежуточный фрагмент ·с концевым 2',3'-0-ци
клофосфатом (схема 1), который затем гидролизуется с образованием 3'-фосфа

та. В этом каталитическом процессе участвуют два rистидиновых остатка (His 
12 и His 119). расположенные в активном центре фермента: 

~~Пиримидин Ь~о"'Пиримидин 

,""" "W Гидролиз 
Трансэтерификациf! О о• 

о н '/J 

"(lf~-0 0 °""""""" 'f 'o 
Н2О 

он 
1 

О=Р-ое 

ь 
Основание 

. . 
1 
1 ~ 

о он 
t 

О=Р-0 е 

? 
Схема 1 

Возникает следующий вопрос : по какому механизму идет реакция-по ли

нейному (SN2) или по смежному, при котором в реакции принимает участие 
атом 0 2 nиримидина? В обоих случаях образуется промежуточное пентакова
лентное соединение фосфора, которое в смежном механизме подвергается псев
довращению, чтобы перевести уходящую группу (02 .) в апикальное положение 

[722]. 

но~ 
u u 

Линейный ~~ Смежный ~ 8"1.ОН м.он 

~ ОН о, fJ о он 

ме-о-Р-ое ~·р'о~МЕОН ео-t-о-ме 
" м:он s 

Схема2 
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Поскольку (циюшческая) фосфодиэфирная группа не является хиральной, 
анализ продуктов обычного гидролиза не дает никакой информации о механиз
ме реакции. Если, однако, в фосфатную группу включить атом серы, после чего 

эта группа станет хиральной, а гидролиз проводить в присутствии метанола, то 

один из продуктов реакции также будет хиральным. 

Как вилно из схемы 3, стереохимия этого продукта свидетельствует о том, 
что катализируемая РНКазой реакция идет по линейному механизму, поскольку 
в случае смежного механизма должен был бы образовываться его диастереизо

мер [ 699]. По такому же принципу был установлен механизм многих друmх 
ферментативных реакций, идущих с участием нуклеозидмоно-, ди- и трифосфа

тов [698]. 

Скема З 
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А 

Рис. 7.4. Два арабинонуклеозида. А. 1-Р-D-арабинозилцитозин, в котором 

имеется водородная связь 02.Н · · · Os· [714]. Б. 9-Р-D-арабинозиладенин (видара
бин, аrа-А)-противовирусный препарат с широким спектром действия [715]. 
Внутримолекулярные водородные связи между атомами 0 2 • и Os· образуются 
только в условиях, когда rидроксильная rруппа рибозы депротонирована (рН > 
> 12,5). При физиолоrических условиях число таких связей невелико [651]. 

JШЮ основания. Действительно, из девяти изученных на сегодняшний 

день кристаллографическими методами арабинофуранозильных нуклео
зидов ни один не был обнаружен в син-конформации. Однако в раство

ре взаимопревращение син ~ анти все же имеет место (правда, с мень

шей скоростью из-за более высокого энергетического барьера, препят
ствующего вращению). 

с~-Нуклеозиды представляют собой конформационные энантиомеры 

обычных рибонуклеозидов. Если в арабинофуранозильных нуклеозидах 
центром конформационной инверсии был атом С2., то в еt-нуклеозидах 
таким центром служит аномерный углерод С1 • (рис. 7.5). В природных 
полимерных нуклеиновых кислотах еt-нуклеозиды не обнаружены, одна-
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ко в живых организмах они присутствуют либо в виде мононуклеози
дов, либо в составе малых молекул [654-656]. Особенно важен сх-ну
клеозидный компонент витамина В-12 [657, 658]. сх-Нуклеозиды могут 
служить субстратом 5' -нуклеотидаз [ 659, 660]; кроме того. они обла
дают значительной антиметаболитной активностью в различных систе
мах [661, 662]. 

Гетероцикл присоединяется к атому С1" находящемуся в сх-конфигу
рации, и занимает цис-положение относительно связи С2.-02 •• Это 

оказывает определенное влияние на конформацию сахарного кольца. 

Конформации сахарных остатков в составе сх-нуклеозидов можно рас

сматривать как энантиомерные формы сахаров в J3-нуклеозидах; в та
ком случае наиболее предпочтительными окажутся конформации 
С2.-экзо и С3.-экзо (или С4.-эндо) [663]. Такое обращение конформации 
указывает на то, что тип гликозидной связи (сх или J3) непосредственно 
влияет на конформацию сахарного кольца. 

Как и в J3-нуклеозидах, преимущественной ориентацией относитель
но гликозидной связи в случае сх-нуклеозидов является анти. Однако, 

судя по кристаллографическим данным [664] и по данным ЯМР в рас
творе [ 638, 665, 666], преобладание ск-ориентации относительно связи 

А 

Б 

Рис. 7.5. Молекулярная структура двух <Х-нуклеозидов. А. 1-<Х-D-рибофуранозил
цитозин [716]. Б. <Х-D-2'-амино-2'-дезоксигуанозинмоногидрат [717а]. В обоих 
нуклеозидах основание находится в анmи-ориентации. В производном цитозина 

сахар находится в С3.-эндо(3Е)-конформации, а в производном аденина -в 
С2.-эндо(2Е) . 
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С4.-С5• оказывается менее выраженным. чем в Р-нуклеозидах. С точки 

зрения межмолекулярных взаимодействий это означает, что основным 

фактором, удерживающим гидроксильную группу в ск-ориентации, 
является взаимодействие 0 5 • ·· • Н-С(основание), о котором мы уже го

ворили в разд. 4.9. С другой стороны, спектроскопические данные для 
сх-нуклеозидов свидетельствуют о наличии небольшого гош-эффекта 
(разд. 4.12): заселенность трех заторможенных конформационных обла
стей для связи С4.-С5• такова, что торсионный угол 

04.-С4.-С5.-05 • несколько чаще оказывается в + ск-области, чем 
в ап. Такая же картина наблюдается при замене основания атомом 
Н или О-СН3-группировкой (233а]. 

7.4. МОДИФИЦИРОВАННЫЕ ОСНОВАНИЯ: АЛКИЛИРОВАНИЕ 
АМИНОГРУПЛ (ЦИТОКИНИНЫ) И ЭНДОЦИКЛИЧЕСКИХ АТОМОВ 

АЗОТА, ТИОКЕТОЗАМЕЩЕНИЕ, ДИГИДРОУРИДИН, 

ТИМИНОВЫЕ ДИМЕРЫ, 

АЗА НУКЛЕОЗИДЫ 

Модифицированные основания встречаются чаще, чем модифициро
ванные сахара. Возможно, это связано с тем, что сахарофосфатный 
остов в составе полинуклеотидов играет роль стержня, на который 
в строго определенных местах насажены функциональные основания, 

и потому любая его модификация будет нарушать эту схему. 
Много модифицированных оснований обнаружено в тРНК (рис. 7.6) 

[589, 590, 667-669]. Чаще всего происходит алкиJШрование аминогрупп 
аденина, гуанина и цитозина; алкилирование эндоциклических атомов 

азота N 1 аденина, N 7 гуанина и N 3 цитозина; замена кетогрупп тиоке

тогруппами; насыщение двойной связи С==С в 5,6-дигидроурациле 
и образование С-гликозидной связи в псевдоуридине. 

Особый интерес представляют продукты алкилирования аденина, из

вестные под названием цитокининов; они являются гормонами растений 

и играют важную роль в регуляции их роста и развития [670, 671]. Во 
всех активных цитокининах с аминогруппой аденина связан алифатиче

ский или ароматический заместитель с двойной связью между J3- и у
атомами боковой цепи (рис. 7.7). Кристаллографическое исследование 
цитокининов и сходных с ними минорных нуклеотидов тРНК показало, 

что во всех случаях заместитель при атоме N6 располагается дистально 

по отношению к имидазольному кольцу, вероятно, из-за того, что при 

проксимальной ориентации будет происходить перекрывание с атомом 
N 7 [672-677]. Такая конформация, однако, не позволяет атому N 1 вы
ступать в качестве акцептора, а атому N6 в качестве донора водородной 

связи при уотсон-криковском спаривании, и основания образуют хугсте
новские пары. Еще одной особенностью цитокининов является то, что 
плоскость пятичленного кольца почти перпендикулярна плоскости осно

вания (рис. 7.7). Если такая геометрия блокируется введением какого-
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Рис. 7.7. Вверху: структурные формулы некоторых цитокининов. У всех цитоки
нинов имеется двойная связь между 13- и у-атомами боковой группы, связанной 
с аминогруппой аденина. Зеатин и 6-(у,у-диметилаллиламино)-пурин (2iP) содер
жатся в растениях, кинетин и 6-бензиламинопурин (БАП)~это синтетические ци

токинины [670]. Внизу: молекулярная структура кинетина. Плоскость пятичлен
ного кольца практически перпендикулярна плоскости адениновой части моле
кулы. Обратите внимание, что атом N 1 не может участвовать в уотоон-криков

ском спаривании, однако «хуrстеновские группы» свободны. Двойные связи 13-r 
и Б-Е обозначены тройными линиями [673]. 

либо объемного заместителя, то активность цитокининов резко падает 

[673]. 
Несколько иная ситуация наблюдается в минорном нуклеотиде тРНК 

с гипермодифицированиым аденином, N- [ N-(9-~-D-рибофуранозилпурин-6-
ил}карбамоил ]треонином, (t6 А). Согласно кристаллографическим 
данным, боковая цепь в этом соединении тоже располагается дистально 

по отношению к атому азота N 7 аденина, а амидная NН-группа прини-
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Рис. 7.8. Молекулярная структура N-[N-(9-(3-D-рибофуранозилпурин-6-ил)карба
моил]треонина (t6 A), одного из минорных нуклеозидов тРНК (его структурная 
формула приведена на рис. 7.6) [674]. Разветвленная водородная связь (пунктир) 
фиксирует боковую группу в одной плоскости с кольцом аденина. У отсон-кри

ковское спаривание исключается, могут образовываться лишь хугстеновские 
пары. 

мает участие в образовании разветвленной водородной связи с атомом 
N 1 аденина и с гидроксилом треонина, выступающим в роли акцептора 

(674] (рис. 7.8). Такое взаимодействие приводит к компланарности аде
нина и атомов боковых групп, и только концевые карбоксильная и ме

тильная группы выступают из этой плоскости. 

Экстраполяция этих данных на случай N 4-ацетилцитндина, входящего 
в состав тРНК, позволяет предположить, что ацетильная группа распола

гается проксимально по отношению к атому N 3 и блокирует группы, уча

ствующие в уотсои-криковском спаривании. Такое предположение .согла

суется с данными ЯМР для производных N4-метилцитозина [205, 678]. 
Однако результаты кристаллографических исследований говорят об 
обратном: ацетильная группа располагается дистально, не мешая уот
сон-криковскому спариванию с гуанином. Такая структура стабилизи
руется тем, что ацетильный заместитель оттягивает электроны от гете

роцикла и активирует водород при атоме С5 . Об этом свидетельствует 

слабопольный сдвиг сигнала ЯМР для атома Н5 на 1,21 м. д. В свою 
очередь атом кислорода карбонильной группы вовлекается во взаимо

действие Н···О; длина образующейся связи равна всего 2,15 'А 
(рис. 7.9). Если повернуть ацетильную группу так, что она будет распо
лагаться проксимально по отношению к N3, то можно ожидать, что от
талкивание между N 3 и 0 7 будет дестабилизировать эту конформацию. 

В других модифицированных основаниях, также встречающихся 

в тРНК, группы, участвующие в уотсон-криковском спаривании, сво

бодны, а хугстеновские блокированы. Такие модификации были обнару
жены в кьюозине (Q) (680] и 7-метилгуанозине (m 7 0). Что касается 
m 7 G, то его гетероцикл несет избыточный положительный заряд 
(рис. 7.6). В тРНК обнаружено множество 5-замещенных пиримидинов. 
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Рис. 7.9. Молекулярная структура 
N4-ацетилцитидина [679]. Водородная 
связь С5-Н ···О (пунктир) фиксирует 
ацетильную группу в дистальном по

ложении относительно атома N 3 , по

этому может происходить уотсон-кри

:ковское спаривание. Атомы С, N, 
О изображены в виде эллипсоидов 

(дополнение 3.1 ). 

Рис. 7.10. Вверху: молекулярная струк
тура минорного нуклеозида тРНК

уридин-5-оксиуксусной кислоты (его 

структурная формула приведена на 

рис. 7.6) [681]. Основание и боковая 
группа компланарны. Внизу: если 

атом кислорода, через который при

соединена боковая группа, заменить 
на метильную группу (как это имеет 

место в 2-тио-5-метиламинометилури
дине), то планарность нарушится ибо

ковая цепь окажется расположенной 

перпендикулярно плоскости основания 

[683). 
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Таблиц а 7.4. Длина связей C- S и геометрические характеристики водород
ных связей с участием серы [ 685, 686] 

Длина связи C-S в пуриновых и пиримидиновых нуклеозидах 1,645- 1,690 А 
Длина «идеальной» одинарной связи C-S 1,812 А 
Длина «идеальной» двойной связи C=S 1,607 А. 

Геометрия водородных связей 
Длина, А. 

Для 0-H···S 
Для N - H···S 

Донор·· ·акцептор 

ОТ 3,13 ДО 3,47 
от 3,27 до 3,55 

Длина, А 
H ···S 

от 2,27 до 2,74 
от 2,27 до 2, 78 

Угол, rрад 

Донор-Н· · ·s 

от 120 до 173 
от 139 до 176 

Если замесmтель присоединяется через 5-оксигруппу, то он, как прави

ло, бывает компланарен с гетероциклом (рис. 7.10) (681]. При связыва
нии через метиленовую группу боковая цепь располагается перпе~щику
лярно плоскосm гетероцикла и препятствует стэкингу между соседними 

основаниями [ 682, 683]. 
Тнокетопронзводные нуклеозидов представляют интерес как противо

опухолевые препараты, как минорные составляющие тРНК и как спек
троскопические зонды. Производные пиримидинов с тиокетогруппами 
во 2-м, в 4-м или в обоих эmх положениях одновременно могут быть 
выделены из тРНК (см. две модификации 4-mоуридина на рис. 4.14). 
Тиокетопроизводные 6-меркаптопурин и 6-меркаптогуанин применяют
ся при лечении раковых заболеваний [21, 684]. 

Во всех изученных структурах mокетозамещенных оснований и ну

клеозидов связь C-S проявляет свойства двойной связи. Длина ее не
сколько больше, чем для «идеальной» связи C==S, и заметно меньше, 
чем длина одинарной связи (табл. 7.4). В кристаллических структурах 
тиокетогруппа в енольной форме не обнаружена, хотя при замещении 
кета-кислорода на атом серы рК амидоподобных оснований умень
шается (см. рис. 5.4). 

Атомы серы в тиокетогруппах оснований могут служить акцепторами 

при образовании водородных связей и замещать в этом смысле кето-кнс
лород [ 686] (разд. 6.1 ). Однако геометрия системы в таком случае не
много меняется. Во-первых, связь C-S становится на 0,4 А дJШннее, 
чем С-О-связь; во-вторых, ва~щерваальсов радиус атома серы, 1,85 А, 
больше, чем у атома кислорода, 1,4 А (рис. 3.1). Поэтому, когда в роли 
акцептора выступает атом серы, водородная связь становится длинее на 

0,4- 0,8 А (табл. 7.4); этого вполне достаточно, чтобы изменить биологи
ческие свойства соединения. В уотсон-криковской паре A-s4U геоме
трия комплекса искажена. В парах типа s6G-C илИ G- s2C картина 
еще более усложняет0ся, поскольку одна из водородных связей удлиняет
ся примерно на 0,6 А, что приводит либо к ослаблению остальных во
дородных связей (N-H · · ·О и N- H · · · N), либо к отчетливо выражен-
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Рис. 7.11. Структурные формулы че

тырех урациловых (или тиминовых) 

циклобутановых .nимеров [ 689]. 

Рис. 7.12. Молекулярная структура 
двух циклобутановых тиминовых ди

меров, показанных на рис. 7.11. Ввер
ху- цис-син [718], внизу-транс-ан
ти [718]. 

ному повороту плоскостей оснований друг относительно друга (пропел
лер) [687]. 

Высокая поляризуемость атомов серы приводит к стабилизации стэ
кинга, поскольку поляризациQнные зффекты вносят большой вклад 
в дисперсионные силы (разд. 6. 7). В кристаллических структурах пури
нов и пиримидинов, содержащих тиокетогруппы~ наблюдается регу
лярный стэкинг, при котором атом серы располагается над пиримиди-
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Рис. 7.13. Молекулярная структура минорного нуклеозида тРНК-дигидроури
дина [720]. Обратите внимание на изгиб пиримидинового кольца с насыщенной 
связью С5-С6• Если атом водорода при С6 замещен более объемной метиль
ной группой, то атом 0 5 смещается от рибозы. Кроме того, sp3-CH менее кис
лотна, чем sp2-CH, поэтому связь С-Н · · · 0 5• в дигидроурациле слабее. 

новым гетероциклом [ 686], чаще всего вблизи экзоциклических атомов 
азота [ 453]. Как будет показано в гл. 13, такое стэкинг-взаимодействие, 
когда 2-тиокето-сера располагается над атомом N 1 соседнего основа

ния, существенно повышает стабильность двухuепочечных нуклеиновых 

кислот. 

И наконец, немаловажной особенностью тиокетопроизводных ну
клеозидов является то, что полоса поглощения тиокетогруппы находит

ся в видимой области (Amax для 4-тиоуридина равна 330 нм). Они охот
но присоединяют амино-, кето- и другие группы и, являясь «мягкими» 

основаниями, охотно взаимодействуют с «мягкими» металлами, напри

мер с платиной. К этому вопросу мы вернемся в гл. 8. 
Еще одним важным нуклеозндом, входящим в состав тРНК, является 

днгидроуридин -производное уриднна с насыщенной С5-С6-связью [589, 
590, 667, 668]. Сходные соединения могут быть получены при облучении 
УФ-светом ДНК или замороженных растворов тимина или урацила 

(688, 689]. В этих случаях молекулы тимина, находящиеся рядом друг 
с другом, вступают в реакцию с образованием тиминовых димеров 
(иногда образуются также тримеры и тетрамеры). Наиболее инте
ресным со структурной точки зрения моментом является то, что моно

меры, объединяясь в димер, образуют циклобутановое кольцо, замы
кающееся двумя С5-С6-связями. Остатки тимина могут ассоцииро
ваться друг с другом по-разному: возможны четыре структурные 

формы димера -с цис/транс- и син/анmи-ориентацией гетероциклов 
(рис. 7.11 и 7.12). 

Основной структурной особенностью насыщенных пиримидиновых 
оснований является увеличение длины связи С5-С6 от 1,50 до 1,55 А 
[ 689]. Заместители при атомах С5 и С6, для которых характерна теперь 

sр3-гибридизация, перекрываются и, чтобы избежать этого, выходят из 
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плоскости остальных четырех атомов кольца примерно на 0,3-0,7 А 
(рис. 7.13). Из-за сравнительно большого объема С6-метиленовой груп
пировки в дигидроуридине изменяется конформация сахара: он практи

чески фиксируется в С2.-эидо-конформации и немного дестабилизирует 
+ ск-ориентацию относительно С4.-С5.-связи как в кристаллическом 
состоянии, так и в растворе (351, 690]. 

Иепланарность основания в производных дигидроуридина препят

ствует стэкингу параллельно ориентированных оснований, необходимо
му для образования двойной спирали. Создается впечатление, что по
добные молекулы специально созданы природой для нарушения 

спирального порядка. Такой вывод согласуется с результатом кристал

лографических исследований тРНК. В этих молекулах имеются так на
зываемые дигидроуридиловые петли, в состав которых обязательно 
входят два примыкающих друг к другу остатка дигидроуридина. 

Азануклеотиды находятся только в высокой-аити( - ск)-конформацни 
и являются эффективными химиотерапевтическими препаратами. С чисто 

химической точки зрения замещение С-И-группы основания азагруп

пой не должно приводить к большим структурным и функциональным 
изменениям. поскольку модификация идет по изоэлектронному типу 
и не влияет на 7t-электронную систему. Такая точка зрения подтвер

ждается экспериментально в том смысле, что все валентные углы 

и длины связей в азануклеооснованиях сохраняются, за исключением 

того, что замена С-И-группы на менее объемный атом N приводит 
к уменьшению длин соответствующих связей (289]. В то же время в пу
риновых и пиримидиновых гетероциклах распределение заряда меняет

ся довольно существенно, причем в свободных пуринах наблюдается да
же переход к другим таутомерным формам [ 691]. Благодаря этому 
азазамещенные основания и их нуклеозиды становятся весьма эффек
тивными канцеростатическими агентами (586-588, 692]. 

В азануклеотидах, содержащих аза-азот в орто-положении относи

тельно гликозндной связи (как это имеет место в 6-азапиримндинах 

и 8-азапуринах), наблюдаются характерные конформационные изменения, 

которые приводят к появлению у них особых биохимических свойств. 
В таких системах можно было бы а priori ожидать образования доволь
но прочной водородной связи 05.-И · · · N. Однако реально ее никто не 
наблюдал, поскольку, как это следует из квантово-химических расчетов, 
аза-азот практически не несет никакого остаточного заряда [289, 691, 
693, 694]. Согласно результатам кристаллографических исследований 
(289, 691, 695] и исследований в растворе [173], + ск-ориентация отно
сительно связи С4.-С5., обычно являющаяся предпочтительной, деста
билизируется в результате отталкивания или по крайней мере отсут
ствия притяжения между аза-группой и атомом 0 5•• Из-за отсутствия 

С6-И-группы в пиримидинах и С8-И-группы в пуринах основания 
могут поворачиваться вокруг гликозидной связи и принимать 

высокую-аити( - ск)-конформацию, которая в природных нуклеозидах 
не наблюдается (рис. 4.16). Аналогичные структурные 
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Рис. 7.14. Сравнение молекулярной структуры уридин-5'-фосфата и 6-азаури

дин-5'-фосфата (изображена в цвете) [288]. Молекулы расположены таким обра
зом, что атомы рибозы С1.-О4.-С4• налагаются друг на друга. Уридин-5'-фос
фат находится в стандартной конформации: сахар С3.-эндо и торсионные углы 
х и у лежат в областях анти и + ск соответственно. В 6-азааналоге конформа
ция сахара становится С2.-эндо, торсионный угол х располагается в 
высокой-анти( - ск)-области, а угол у-в необычной ап-области. Такое значение 

угла у не наблюдалось ни в одной из кристаллических структур 5'-рибонуклео
тидов, кроме тех случаев, когда их кристаллизацию проводили совместно с ан

тибиотиками, металлами или белками. 

характеристики - высокая-анти(- ск)-конформация относительно глико
зидной связи и ап-ориентация относительно С4.-С5.-связи-были 
обнаружены у 6-азауридин-5' -фосфата и никогда не наблюдались в не

модифицированных рибонуклеотидах [за исключением комплексов аде
нозин-5'-фосфата с переходными металлами (гл. 8)]. Конформационные 
различия между 6-азауридин-5' -фосфатом и его природными аналогами 

наглядно демонстрирует рис. 7 .14. На основании этих различий были 
высказаны некоторые предположения оmосительно механизма фарма

кологической активности 6-азауридина (дополнение 7.2 (288, 696]). 

7.5. ХИРАЛЬНЫЙ АТОМ ФОСФОРА 
В НУКЛЕОЗИДФОСФОТИОАТАХ 

Использование фосфотиоаналогов нуклеотидов, в которых один из не
этерифицированных атомов кислорода замещен на серу, является 

мощным орудием для изучения механизма ферментативных реакций, 
протекающих с участием фосфора [697, 698]. В отличие от имидодифос
фатных аналогов нуклеотидов с нереакционноспособными концевыми 

группами, являющихся ингибиторами различных киназ. фосфотиоатные 
аналоги представляют собой субстраты этих ферментов и взаимодей-
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ствуют с ними (правд~ в большинстве случаев с меньшей эффектив
ностью, чем их природные аналоги). 

Наиболее важной особенностью нуклеозидфосфотиоатов является хи

ральность атома фосфора. В обычных фосфомоно- и фосфодиэфирах 
атом фосфора прохирален, поэтому по стереохимии субстрата и про
дуктов реакции нельзя судить о том, как протекала реакция: с сохране

нием или с инверсией конфигурации окружения фосфора. 

Дополнение 7.2 

Механизм деiiствия цитостатика 6-азауридина объясняется его необычной конфор

мацией 

Цитостатик 6-азауридин успешно используется для лечения лейкозов. В ор

ганизме под действием уридинкиназы он превращается в 6-азауридин-5' -фосфат, 
который ингибирует фермент декарбоксилазу оротидиловой кислоты, блокируя 
тем самым синтез de novo уридин-5'-фосфата из оротидиловой кислоты (схема 
4). Чем объясняется такое поведение 6-азауридин-5'-фосфата? 

~н о fж 
N, Ао ое_р.о N, ,..J,,0 

01,,,o_J У~- o~oJ 
\----/ киназа / \.---! 
он он / он он 

6-Азауридин ' б;Азауридин-
1 5 - фосфат 

9 ,..\ 

1 

9 Jнн 
0'"-f"° oA~c~0~f=O lNAo 

01°J Декарбокс~l-о-J 
лаза оротида.~-Н 

он онловой кислотыон он 

Оротидиловая Уридин-5:фосфат 
КИСl}ОТа 

Схема 4. Механизм ингибирования декарбоксилазы оротидиловой кислоты 
6-азауридином [ 696]. 

Оротидиловая кислота должна находиться в син-конформации, поскольку 

карбоксильная группа, связанная с атомом С6 урацила, слишком объемна, 
чтобы располагаться над рибозой в стандартной анmи-ориентации. В син-кон
формации, однако, ориентация относительно связи С4.-С5• не может соответ
ствовать обычной + ск-области из-за стерически неблагоприятных контактов 
между атомами 0 5 • и 0 2• Вследствие этого угол у может находиться либо в аn
либо в - ск-области. В кристаллах 6-азауридин-5' -фосфата угол у лежит в аn
области, а все нормальные 5'-рибонуклеотиды находятся в стандартной 
+ ск-ориентации (рис. 7.14). 

14-509 
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Итак, 6-азауридин-5'-фосфат имитирует оротидиловую кислоту и связывает
ся с активным центром декарбоксилазы. Это позволяет думать, что сходным 

образом будут вести себя и все 5'-нуклеотиды с син-ориентированными основа

ниями и с основаниями, в которых аза-группа находится в орто-положении от

носительно гликозидной связи. Такая ситуация действительно наблюдается в се
рии нуклеотидных аналогов, в которых 6-азаурацил заменен на оксипуринол, 
ксантин и аллопуринол; все они ингибируют декарбоксилазу оротидиловой кис
лоты (схема 5). 

т Оксиnуринол 
f t 
R R 

о 

;:)) Ксантин 
t t 
R R 

& Аллоnvринол 

. t 
R 

Схема 5. Ингибиторы декарбоксилазы оротидиловой кислоты. Символом R обо
значены атомы, к которым моrут присоединяться рибозил-5'-фосфатные остат
ки. Наиболее эффективным ингибитором является 1-рибозилоксипуринол-5'
фосфат (N в орто-положении). За ним в порядКе убывания эффективности инги
бирования следуют: 7-рибозилоксипуринол-5'-фосфат (син-форма), З-рибо
зилксантин-5'-фосфат (син-форма), 1-рибозилаллопуринол-5'~фосфат (N в орmо
положении). 9-рибозилксантин-5'-фосфат практически неактивен: в нем и атом 
N не находится в орто-положении, и основание не фиксировано в син-ориента
ции (см. [288)). 

Чтобы ответить на этот вопрос, нужно сделать атом фосфора хи
ральным. Наиболее изящный способ состоит в замещении одного из 
двух неэтерифицированных атомов кислорода фосфатной группы в со

ставе фосфодиэфира или пирофосфатного эфира атомом серы [ 698] или 
другим изотопом кислорода [697]. Если замещения одного типа оказы
вается недостаточно, используют оба. Поскольку нуклеозид, связанный 

с модифицированной таким образом фосфатной группой, тоже стано
вится хиральным, две стереохимически различные формы фосфотиоатов 

будут не энантиомерами, а диастереоизомерами. 
В процессе химического синтеза образуются оба изомера, которые 

затем можно разделить хроматографическими методами или с по-
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мощью частичной деградации соответствующими ферментами. В каче
стве иллюстрации применения нуклеозидфосфотиоатов в дополнении 
7.1 прослежен весь ход исследования механизма действия панкреатиче
ской РНКазы. 

Основные структурные характеристики тиофосфатных групп связаны 
с некоторыми особенностями замещения кислорода серой. Длина связи 

P- S, равная 1,8 ~ примерно на 0,3 А превышает длину связи Р-0, 
а вандерваальсов радиус атома серы, равный 1,85 А, на 0,45 А больше 
вандерваальсового рад~уса кислорода [699] (см. табл. 3.1). В результате 
сера находится на 0,8 А дальше от атома фосфора, чем кислород. По
скольку электроотрицательность кислорода (3,5) и серы (2,5) существен
но различаете~ отрицательный заряд в тиофосфатной группе распреде
лен неравномерно: он локализован в основном на атоме кислорода, 

а сера при этом остается практически нейтральной, вследствие чего 

связь P- S приобретает характер двойной связи. Кроме того, сера легче 
поляризуется и является более гидрофобной, чем кислород. Поэтому 

в целом тиокетофосфатная группа существенным образом отличается 
от фосфатной группы и по характеру, и по структуре, и это отличие рас

познается ферментами, которые хоть и воспринимают нуклеотиды с се

розамещенным фосфатом как субстраты, но работают гораздо менее 
эффективно, чем в случае обычных нуклеотидов. Тем не менее оба суб

страта связываются с активным центром по одному механизму, что по

зволяет применять нуклеозидфосфотиоаты для исследования механизма 

действия ферментов. 

7.6. ПИРОФОСФАТНАЯ ГРУППА В СОСТАВЕ НУКЛЕОЗИДДИ
И НУКЛЕОЗИДТРИФОСФАТОВ, А ТАКЖЕ 

НУКЛЕОТИДНЫХ l<ОФЕРМЕНТОВ 

Важную роль играет пирофосфатная группа, входяшая в состав богатых 
энергией нуклеозидди- и нуклеозидтрифосфатов (например, в состав 
ADP и А ТР), а также нуклеотидных коферментов, таких, как NAD + , ци
тидилфосфохолин и кофермент А. Длины связей и валентные углы в пи
рофосфатной группе рассматривались нами в разд. 4.11; здесь речь пой
дет о ее конформационных свойствах. К этой теме мы вернемся 
в разд. 8.4, где пойдет речь о Л- и А-стереоизомерах, образуемых хела
тами полифосфатов с металлами. 

В упомянутых выше нуклеотидах пирофосфатная или трифосфатная 
группа связывается только с 5'-гидроксильной группой сахара; не обна
ружено ни одного нуклеотида, в котором пирофосфат присоединялся 

бы к 0 3.- или 02.-гидроксилу (исключение-ррGрр). Конформация са
мого нуклеотида при такой модификации не изменяется. Сахар остается 

в С2.- или С3.-эндо-конформации, а его ориентация относительно глико
зидной и С4.-С5.-связей-анmи- и + ск в соответствии с концепцией жест
кого нуклеотида. Несмотря на то что результаты квантово-химиче
ских расчетов, проведенных для условий in vacuo, указывают на суще-



Рис. 7.15. Структура комплекса Nа2Н2АТР·ЗН20 (721]. Два иона натрия обра
зуют координационные связи с атомами N 7 и с двумя концевыми у-фосфатами 
обеих молекул АТР; остальные положения октаэдрической координационной 

оболочки ионов Na + заняты молекулами воды. Обратите внимание на различие 
конформаций молекул АТР: конформации сахара-С2--эндо и С3.-эндо-С2.-экзо, 
а трифосфатные цепи создают левую и правую спиральные формы соответ

ственно (см. цветные стрелки). 

Рис. 7.16. А. Кристаллическая структура комплекса NAD + с Li +. Структурная 
формула NAD + приведена на рис. 2.2. Молекула NAD + образует координа
ционные связи с двумя симметрично расположенными катионами Li +, которые 
изображены в цвете вместе с их тетраэдрическими координационными связями 

и атомами N и О, которые принадлежат соседним молекулам NAD +. Оба ну
клеотида в молекуле NAD + находятся в стандартной конформации: сахар 
С2.-эндо (аденозин) и С3.-эндо (никотинамидрибозид), торсионные углы х и у ле~ 
жат в областях аити и + ск соответственно. Торсионный угол 13 
(Р-05.-С5.-С4.) в аденозин-5'-фосфате лежит не в обычной ап (180°)-области, 

а в области + ак (120°). Возможно, это обусловлено одновременным образова
нием координационных связей между Li +, с одной стороны, и атомом N7 и пи
рофосфатом-с другой, что должно приводить к напряжению в молекуле. Б. 

В растворе NAD + может находиться в двух конформациях: в вытянутой или 
в спиральной. В спиральной конформации никотинамнд и аденин располагаются 

на расстоянии 3,4 'А друг от друга и вступают в стэкинr-взаимодействие [704, 
709]. 



Б 
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о 

ЗаслоненнаR. 
с тесными 

контактами 

ЗаслоненнаА, О 
тесные t<онтакты .____...~~~ 

отсутствуют 

Рис. 7.17. Три конформации пирофосфатной группы. Цис-планарная (заслонен
ная) конформация невыгодна (вверху), поскольку из-за слишком сильного сбли
жения атомов кислорода в молекуле возникает напряжение. Поворот одной (или 

обеих) фосфатной группы Р-Освиз-мостика приводит либо к заторможенной, 
либо к заслоненной полностью транс-конформации (в середине и внизу), которые 
не запрещены энергетически. Последняя наиболее выгодна при образовании би
дентатного комплекса с металлом; см. трифосфатную цепь на рис. 7.16. А. 

ствование внутримолекулярной водороднои связи между концевым 

фосфатом и основанием [700], экспериментально такие взаимодействия 
не наблюдались, Однако, как видно из рис. 7.15 и 7.16 и будет подробно 
обсуждаться в гл. 8, и в растворе, и в кристаллах между концевым фос
фатом и атомом N7 пурина может образоваться мостик через ион ме- . 

талла (701- 703]. 
Конформационные свойства пирофосфата определяются вращением 

фосфаmой группы вокруг Р-0-мостика пирофосфатной связи (59]. Одно 
из трех представленных на рис. 7.17 конформационных состояний, 
с цис-планарной организацией цепи О-Р-О-Р-0, практически не 
может реализоваться из-за пространственного наложения концевых ато

мов кислорода. Поворот на 60° вокруг Р-0-мостика приводит к более 
благоприятной (заторможенной) конформации, при которой атомы кис
лорода фосфатных групп располагаются зигзагообразно. Еще один по
ворот на 60° вокруг другого Р-0-мостика приводит к заслоненной 
конформации, т. е. к полному наложению двух фосфатных групп. Эти 

две промежуточные конформации, а также ряд других форм наблюда-
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лись в кристаллах соединений, содержащих пирофосфатные группы. По

скольку в заторможенной конформации атомы кислорода двух фос
фатных групп отстоят друг от друга дальше, чем в заслоненной, 

последняя конформация оказывается более благоприятной для образо
вания бидентатных комплексов с металлами (разд. 8.4). 

Пнрофосфатная группа обычно является конформаuионно подвижной 

[59, 704], и взаимный переход между двумя указанными выше формами 
осуществляется довольно легко. В зависимости от углов вращения во
круг связи Р-0 цепочка атомов от С4, до концевого фосфата может 
принимать линейную, вытянутую или левовинтовую (правовинтовую) 

конформацию. Кристаллографические исследования выявили пока толь

ко винтовую структуру. Примером такого рода служит комплекс 

Na2H 2ATP · ЗН20. В независимой части элементарной ячейки кристал
лов этого комплекса содержатся две молекулы АТР (рис. 7.15). Ориен
тация их относительно гликозидной и С4,-С5,-связей одинакова: анти 
и + ск соответственно, однако конформация сахарных колец различает
ся: в одной молекуле она С2,-эндо, а в другой-С3.-эндо-С2.-экзо. Знак 
винта у трифосфатных пепей разный: у нуклеотида с 
С2.-эндо-конформацией сахара винт левый, а у нуклеотидов с 
С3.-эндо- правый. Картина еще более усложняется тем, что три фосфата 
каждого из АТР образуют координационные связи с ионами натрия, 
в результате чего формируются тридентатные хелаты с противопо
ложными хиральностями (разд. 8.4). Остальные положения октаэдриче
ской координационной системы иона натрия заняты атомом N 7, моле

кулой воды и атомом кислорода соседней молекулы АТР. Может 

возникнуть вполне резонный вопрос: почему стереохимия столь важной 

молекулы так сложна? В ответ на это можно только заметить, что 
ионы некоторых металлов, например Mg2 +,связываются, по-видимому, 
только с атомами кислорода (3- и у-фосфатных групп и не связываются 
с атомом N7 аденина и что недавно получены новые данные о ста

бильных комплексах ADP и АТР с кобальтом и хромом, которые, воз
можно, несколько прояснят этот вопрос (разд. 8.4). 

Внутренняя гибкость пирофосфатной группы детально изучена в случае 

кофермента NAD +. Это соединение является кофактором некоторых 
ферментов, катализирующих окислительно-восстановительные реакции. 
Оно состоит из двух нуклеотидов-АМР и никотинамидрибозо-5'-фос
фата, связанных между собой пирофосфатным мостиком (рис. 2.2 
и 7.16). В растворе эта молекула, как и ее восстановленный аналог 
NADH, существует в двух основных структурных формах: вытянутой, 
в которой основ~ния аденина и никотинамида удалены друг от друга 

примерно на 12 А, и компактной, в которой два гетерочикла распола
гаются параллельно друг над другом на расстоянии 3,4 А (рис. 7.16,Б). 
Далее, в зависимости от того, находится ли аденин над никотинамидом 
или под ним, компактная форма дает два конформационных изомера: 
право- или левозакрученные спиральные структуры. Все зги конформа

ции переходят одна в другую. В растворе преобладает вытянутая фор-
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ма; количество NAD +, находящегося в компактной форме, зависит от 
свойств раствора, таких, как рН, содержание спирта, и от температуры. 

Спектроскопические данные [175, 705--707], результаты расчетов по
тенциальной энергии [708] и анализ кристаллической структуры [704, 
709] показывают, что структурные параметры двух нуклеотидов, со
ставляющих молекулу NAD +, соответствуют обычным стандартам, 
а именно: остатки рибозы находятся в С2.- или С3.-эндо-конформации, 
ориентация относительно С4.-С5'-связи соответствует + ск-области, 
а ориентация гетероциклов -аиmи-конформации. В никотинамиде пере

ход син +:! анти происходит практически свободно, поскольку замести
тель в орто-положении, мешающий указанному переходу в пиримиди

новых нуклеотидах, отсутствует. Это создает необходимую основу для 
взаимодействия с дегидрогеназами А- и Б-типа, которые присоединяют 

гидрид-ион с разных концов никотинамидного гетероцикла (см. также 
гл. 18). В остальном два нуклеотида ведут себя как жесткие струк
турные единицы, а конформационная гибкость NAD + определяется пи
рофосфатной связью. 

7.7. НУКЛЕОЗИДНЪIЕ АНТИБИОТИКИ: ПУРОМИЦИН 

В разд. 7.3 мы уже упоминали о важном классе нуклеозидных антибио
тиков -арабинонуклеозидах. В разд. 4.2 обсуждались структурные ас
пекты других антибиотиков, химические свойства которых рассматри

ваются в работе [ 587]. В данном разделе речь пойдет о пуромицине
представителе этого важного для фармакологии класса соединений, для 
которого структурно-функциональная корреляция наиболее очевидна. 

Пуромицин-антибиотик широкого спектра действия, продуци

руемый Streptomyces alboniger. Он состоит из нуклеозидного и амино
кислотного фрагментов, а именно из 3'-дезокси-3'-амино-N6-диметил
аденозина и п-метокси-L-фенилаланина, соединенных пептидной связью 
(рис. 7 .18). 

Пуромицин является структурным аналогом 3' -конца аминоацил
тРНК. Кристаллографические исследования бьши проведены для дигид
рохлоридной формы пуромицина, в которой протонированы атом N 1 

аденина и аминогруппа фенилаланина [71 О, 711]. Бьшо показано, что 
нуклеозидная часть находится в стандартной конформации, при кото
рой ориентация относительно С4.-С5.- и гликозидной связей отвечает 

областям + ск и анти соответственно, а сахар находится в С3.-эидо 
(3Т 2)-конформации. Пептидная группа C3.- N 3.-С-Ссх аиmи-перипла
нарна, а торсионный угол H 3.- C3.-N3.-C находится в син-перипла
нарной области, причем пептидная группа направлена от сахарного 

кольца. Эта особенность расположения атомов, по-видимому, хараnер
на для всех (плоских) карбоксильных или пептидильных групп, свя

занных с С3.-атомом фураноз: аналогичная картина наблюдается и 

в 3'-0-ацетилнуклеозидах [195, 712, 713]. Остаток п-метоксифенилалани
на находится в обычной конформации, значения торсионных углов 
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Рис. 7.18. Химическая и молекулярная структуры антибиотика пуромицина (в 
виде дигидрохлорида) [711]. Обратите внимание на то, что аденозиновая часть 
находится в стандартной конформации, с сахаром С3.-эндо и с торсионными 
углами х и у в анти- и + ск-областях соответственно. Отличительной струIСтур
ной особенностью этого соединения является син-перипланарная ориентация це
пи H3.-C3.- N 3.-C и вытянутая форма цепи N3.-C~Ca-N. Вероятно, такие 
же структурные особенности характерны для ССА-конца тРНК, нагруженной 
аминокислотой (с заменой N 3• на 0 3 .). 

N-Cq- Cp- Cy и N 3.- C- Ca-Cp соответствуют стандартным вытя
нутой (ап) и заторможенной ( - ск) конформациям. 

Пуромицин имитирует ССА-конец наrруженной аминокисJЮтой моле
кулы тРНК. Поскольку образование пептидной или эфирной связи 
с фуранозным кольцом существенно ограничивает структурные возмож
ности образующегося соединения, независимо от того, какая аминокис

лота присоединяется к 31 -гидроксилу рибозы нуклеозида, предпочти

тельной является вытянутая конформация, подобная той, которая 
наблюдается в случае пуромицина. В структурном отношении молекула 

пуромицина аналогична З'-концу (ССА-концу) тРНК, нагруженной ами
нокислотой. ССА-конец играет ключевую роль в биосинтезе белка. 

Именно к нему присоединяется аминокислота, которая переносится 
к рибосоме и включается в растущую полипептидную цепь. Следующий 
шаг состоит в переносе пептидильной цепи на аминокислоту, присоеди-
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пенную к ССА-концу тРНК. Если цепь свяжется не с тРНК, а с пуроми
цином, то ее рост остановится и будут синтезироваться незаконченные 

полипептидные фрагменты. 
Кристаллическая структура пуромицина может служить моделью для 

изучения взаимодействия нуклеиновых кислот с аминокислотами. Упаков

ка молекул пуромицина в кристаллической решетке оказалась на удив

ление удачной: молекулы уложены стопками из чередующихся остатков 

N6-диметиладенина и n-метоксифенила, которые располагаются на рас
стояния 3,4 А друг от друга; иными словами, n-метоксифенильные 
группы интеркалируют между аденинами. Существуют два типа стэкин
га, в которых принимает участие шестичленное кольцо аденина. В пер
вом оно взаимодействует с метокси-кислородом, а во втором-с бен
зольным кольцом аминокислоты. Последний случай является хорошей 
моделью интеркаляции ароматической боковой цепи аминокислоты 

в спираль нуклеиновой кислоты. Этот вопрос детально обсуждается 
в гл. 18. 

КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

Модифицированные нуклеозиды и нуклеотиды широко используются 
для изучения механизма ферментативных реакций и как химиотерапев
тические прапараты. В этой главе рассмотрены только некоторые со

единения, представляющие наибольший интерес со структурной точки 
зрения. Так, нуклеозиды, в которых образуются дополнительные кова

лентные связи между основанием и сахаром, имеют жесткую конформа
цию и могут использоваться в качестве эталонов в спектроскопии. Важ
ную биологическую роль иrрают циклические нуклеотиды с 2',З'
и З',5'-диэфирными связями. Первые являются промежуточным соедине
нием, образующимся при ферментативном гидролизе РНК, а вторые, 
в виде сАМР и cGMP, служат гормональным посредником. Скорость 
гидролиза циклических фосфатов коррелирует с их внутренней напря
женностью. Из всех нуклеозидов с замещенным сахаром рассмотрены 
лишь галогензамещенные, арабино- и сх-нуклеозиды, причем последние 
являются энантиомерами ~-нуклеозидов. Примерами нуклеозидов с мо
дифицированными основаниями служат цитокинины и минорные со
ставляющие тРНК. Довольно хорошо изучены химические аспекты тио
кетозамещения, алкилирования эндоциклического атома азота и насы

щения двойной связи С5==С6 в пиримидинах. В нуклеозидах, у которых 
С8-Н (пурин) или С6-Н (пиримидин) замещен на аза-N, набmодается 
необычная высокая-анти-конформация относительно гликозидной связи, 
что частично объясняет их биохимические свойства. Если атом кислоро
да фосфатной rруппы заменить на серу. то фосфодиэфирная rруппа ста
нет хиральной и может использоваться при изучении механизма взаи
модействия ферментов с нуклеопщами. Замена Р-0 на P-S приводит 
к существенным стереохимическим изменениям, что сказывается на ра

боте фермента. Пирофосфатные rруппы, входящие в состав высокоэнер-
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гетических ди- и трифосфатов, а также некоторых коферментов, обла

дают значительной гибкостью; они являются ненапряженными структу
рами и, следовательно, в структурном плане не могут играть роль энер

гетических депо (гл. 4). Из всех нуклеозидных антибиотиков рассмотрен 
только пуромицин. В структурном отношении он аналогичен ССА-кон

цу тРНК, нагруженной аминокислотой, и ингибирует синтез белка. 



ГЛАВА 8 
Связывание ионов металлов 
с нуклеиновыми кислотами 

Нуклеиновые кислоты содержат четыре функциональные rруппы, с ко
торыми могут связываться ионы металлов: отрицательно заряженные 

атомы кислорода фосфатных rрупп, гидроксильные rруппы сахаров, эн
доциклические атомы азота и экзоциклические кетоrруппы оснований 
(рис. 8.1). Ионы таких металлов, как Mg(II), Са(П), Na(I), K(I), содержат
ся в клетке в миллимолярных концентрациях (табл. 8.1 ), поэтому ну
клеиновые кислоты и нуклеотиды обычно присутствуют в виде ком
плексов с ионами металлов. Эrи комплексы, которым и посвящена 
данная глава, иrрают важную роль в функционировании нуклеиновых 
кислот~ нуклеотидов, коферментов, а также нуклеmидди- и нуклеозид
трифосфатов. 

8.1. ВЛИЯНИЕ СВЯЗЫВАНИЯ ИОНОВ МЕТАЛЛОВ 
НА БИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 

Насколько велика роль связывания ионов металлов с нуклеиновыми 
кислотами и с ферментами, участвующими в процессах репликации, 

транскрипции и трансляции, стало ясно уже давно [723- 726]. Однако 
вопрос о том, как именно ионы металлов осуществляют свою функцию 
во всех этих процессах, до конца не выяснен. Известно, что Mg(II) 
иrрает важную роль в стабилизации третичной структуры тРНК, сши
вая друг с другом фосфатные группы разных сахарофосфатных цепей 
молекулы. Как видно из рис. 6.17, при увеличении концентрации ще
лочных металлов температура перехода спираль-клубок повышается. 
Возможно, это связано с частичной нейтрализацией заряда фосфатных 
групп и, следовательно, с уменьшением их взаимного отталкивания. 

Однако ионы металлов могут приводить и к дестабилизации двухце

почечной структуры ДНК, если они связываются не с фосфатными 
группами, а с основаниями. Способность ионов к образованию ком
плексов с основаниями возрастает в следующем порядке: Mg(II), Со(П), 
Nj(II), Mn(II), Zn(II), Cd(II), Cu(II). При добавлении Mg(II) Tm ДНК по
вьппается, т. е. двухцепочечная структура стабилизируется. В присут

ствии Cu(II), напротив, Tm значительно уменьшается, т. е. облегчается 

переход в состояние разупорядоченного клубка. С другой стороны, 
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Рис. 8.1. Схема расположения мест 
координационного связывания с иона

ми металлов в нуклеотиде. 

Связывания 

Cu(II) способствует ренатурации [729]. Аналогичным образом ведут се
бя Hg(II) и Ag(I) [724, 730- 734). Связывание двухвалентных катионов, 
таких, как Cu(II), Zn(II), РЬ(П), с РНК сопровождается еще больnшми 
структурными изменениями, поскольку они катализируют нефермента
тивное расщепление фосфодиэфирных связей [735, 736, 736а). 

Обнаружение противоопухолевых свойств у цис-дихJЮрдиамин -пла

тины (П) еще более активизировало нсследовани.я комплексов ДНК с ио
нами металлов [737-739]. Опыты in vitro четко nоказьmали, что этот ре
агент атакует гуанин по атому N7, а кроме того, взаимодействует 

с атомом 0 6 [740-742). Относительно механизма связьmания его in vivo 
пока нет единого мнения [743], однако можно с достаточным основа
нием утверждать, что при этом подавляются матричные функции ДНК 
и, следовательно, ингибируется синтез ДНК. Благодаря згим свойствам 
соединения платины (11) наnши применение при лечении некоторых 
форм рака [744, 745]. 

Комплексам ионов металлов с нуклеиновыми кислотами посвящен 

ряд обзорных статей; в них рассматривается стереохимия связывания 

Таблиц а 8. 1. Концентрация ионов металлов в организме человека в целом, 
в плазме крови и внутриклеточной жидкости 

Концентрация в opra~ 
Концентрация в nлаэ-

Концентрация во 

Катион ниэме в целом. внутриклеточной 

г/70 кг 
ме кровй, ММОЛЬ·Л- 1 

жидкости, ммоль. л- 1 

Na юо 142 10 
к 140 4 160 
Са 1100 3 1 
Mg 35 1 t3 
Fe 4 0,018 
Cu 0,15 0,016 
Zn 3 0,018 
Mn 0,02 
Со 0,001 
Мо < 0,00] 

:> 
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ионов металлов с основаниями, нуклеозидами и нуклеотидами [725, 
746- 750]. Две статьи посвящены связьmанию платины с моно- и поли
нуклеотидами [751, 752]. Термодинамические и кинетические характери
стики комплексов нуклеотипов с ионами металлов были установлены 
в основном спектроскопическими методами и описаны в обзорах 
[753-759]. 

8.2. СПОСОБЫ СВЯЗЫВАНИЯ ИОНОВ МЕТАЛЛОВ С НУКЛЕОТИДАМИ 
И ПРЕДПОЧТИТЕЛЬНЪIЕ МЕСТА КООРДИНАЦИОННОГО 

СВЯЗЫВАНИЯ 

В этой главе мы обсудим только те стереохимические аспекты связыва
ния ионов металлов с нуклеиновыми кислотами, которые основаны на 

кристаллографических данных. Хотя методы спектроскопии в растворе 
в ряде случаев являются более чувствительными и с их помощью мож

но обнаружить относительно непрочные комплексы, для однозначного 

определения координационного числа, установления места координа

ционного связьmания и расположения лигандов вокруг иона металла 

этих методов, как правило, бьmает недостаточно. 
Ионы металлов связываются с природными нуклеотидами по ато

мам кислорода и азота. Оба атома относятся к классу а, т. е. предста
вляют собой <<Жесткие)) лиганды [760, 761] (рис. 8.l ). Поэтому с ними 
могут связываться только определенные типы катионов, а именно: 

ионы щелочных, щелочноземельных и переходных металлов. Они пере

числены в табл. 8.2, где для каждого типа катионов указаны места 

Табл и па 8.2. Ионы металлов, взаимодействующие и сокристаллизующиеся 
с компонентами нуклеиновых кислот, и места их предпочтительного связы

вания 

Щелочные металлы Li, Na, К, Rb, Cs 
Щелочноземельные металлы Mg, Са, Sr, Ба 
Переходные металлы Mn (11), Ru (111), Os1

) (VI, в виде осмата~ Со (111), Со (11). 
Ni (11), Pd (11), Pt (11), Cu (11), Ag (1), Au (111), Zn (11), Cd (11), 
Hg(ll) 

Места предпочтительного связывания: 
Атомы кислорода кетогрупп 

оснований и экзоцикличе-

ские атомы азота Кислород фосфатной 
группы 

Переходные металлы 

Гидроксил сахара 

Щелочные и щелочноземельные металлы 

в Os в виде осмата (VI) присоединяется по двойной связи С5=С6 пиримидинов 
и связывается с цис-гидроксилами рибозы, образуя циклический эфир. Классификация 

ионов металлов по типу участков связывания их с ДНК приводится в работе [724]. 
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предпочтительного связывания, выявленные при изучении кристалличе

ских комплексов. 

Места координационного связывания, расстояния между атомами 

металлов и лигандами и конформация нуклеозидов и нуклеотидов для 

ряда типичных комплексов с ионами металлов указаны в "I;абл. 8.3. 
Наиболее интересные структурные особенности этих соединений та
ковы: 

А. Фосфаmые группы. Эrи rруппы связываются со всеми ионами 

металлов, перечисленными в табл. 8.2, при этом образуются ионные 
связи между отрицательно з-аряженными атомами кислорода и положи

тельно заряженными ионами металлов (рис. 7.15, 7.16, 8.2). 
Б. Гидроксильные группы сахаров. Эти группы образуют комплексы 

со щелочными и щелочноземельными катионами, но не с переходными 

металлами. Известное на сегодняшний день исключение-Сd(П) (см. ра
боту [762]). Во всех этих комплексах в координационную сферу иона 
металла входит неподеленная пара электронов атома кислорода гид

роксильной rруппы. Такая же картина наблюдается при взаимодействии 
гидроксильных групп сахаров со щелочными и щелочноземельными ка

тионами в составе других соединений ([763, 764], рис. 8.2). 
В. Э1Щоциклические атомы азота. Эrи атомы несут неподеленную 

пару электронов и поэтому являются хорошими лигандами для ще

лочных металлов, металлов переходной rруппы и щелочноземельных 

катионов [764]. Как видно из табл. 8.4, при создании координационных 
связей с пурином, в котором атом N9 не замещен, ионы металлов 

в первую очередь связываются именно с этим атомом (либо создают 
мостик между атомами N9 и N 3), затем с атомом N7 и, наконец, с ато

мом N 1, т. е. связьmание с имидазольным кольцом является более пред

почтительным, чем с пиримидиновой частью индольного кольца. В слу

чае N 1-незамещенных пиримидинов в тимине и урациле сначала 

происходит связывание с атомом N 1, а затем с атомом N 3 ; в цитозине 

наблюдается обратный порядок связывания. Связывание с ионом ме
талла приводит к сдвигу таутомерного равновесия в пуринах в сторону 

N7-H, а в пиримидинах (в тимине и урациле)-в сторону N3-H. 
Когда между сахаром и основанием образуется гликозидная связь, 

атомы N9 пурина и N 1 пиримидина оказываются блокированными. По
этому в пуриновых нуклеозидах катионы в первую очередь присоеди

няются к атому N 7, затем к N 1 и, наконец, к N 3• Из пиримидиновых 
нуклеозидов у одного лишь цитидина в образовании комплекса может 
участвовать гетероциклический атом азота N 3 (рис. 7J5, 7.16, 8.2-8.4). 

r. Кетогруппы оснований также способны образовьmать комплексы 
с ионами металлов. В пиримидиновых нуклеоmдах происходит прямое 
связьmание иона металла с атомом 0 2 цитидина и с атомами 0 2 и 0 4 

тимидина и уридина. В пуриновых основаниях-гуанине и гипоксанти

не-прямого связывания 0 6 с ионом металла не происходит, вероятно, 

из-за того, что атом N 7 является более предпочтительным лигандом 

для катиона. Одновременное связывание с атомами N 7 и 0 6 приводит 
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Табл и ц а 8.3. Некоторые данные о комплексах. между ионами металлов и 
нуклеозидами и нуклеотидами, полученные в результате кристаллографических 

исследований [749] 

Мес-

Геомет-
то Рас- Кон- Область 

рН 
свя- сто- форма- конфор-

Комплекс11 
рия ох-

зыва- яние маций 
к рис-

ружения uия тал-
ния М- сахара металла L3) у х лиза-

м21 ли- . . 
ЦИИ 

rанда А 
L 

Пуриновые нуклеозиды 

[ Os (Ado-2H) (пиридин)2 0 2] окт. 02· 1,91 С2.- +сн син >1 
эндо 

03• 1,99 

(Со (dAdo) (acac)2(N02)] окт. N1 1,99 С2-- +ск анти -7 
эндо 

Сз.- +ск анти 

эндо 
[Pt (Guo)2 (en)]2 

_,_ IUI., КВ. N1 1,97 Сз.- +ск анти <7 
эндо 

чис-[Рt (Guo)2(NH3)2] 2 _,_ IUI., КВ. N1 2,01 Сз·- +ск антu -7 
эндо 

[Hg(Guo)(µ-xлop) CJ]11 иск., N1 2,16 С2.- -ск антu -J 
пл., кв. эндо 

Пиримидиновые нуклеозиды 

[Cu(Cyd)(glygly)] кв., пир. Nз 2,01 Сз.- +ск анти <7 
эндо 

02 2,76 
транс-[Рt (Cyd)(Me2SO) 0 2] пл., кв. Nз 2,03 -7 

Пуриновые нуклеотиды 

[Cd(5'-GMP)(H20)5 ] окт. N1 2,37 Сз·- +ск антu 4,5 
эндо 

(Со (5'-IMP)(H20)5 ] окт. N1 2,16 Сз·- +ск анти 4,5 
эндо 

(Ni (5' -IMP) (Н20)5] окт. N1 2,11 Сз-- +ск анти 4,5 
эндо 

[Ni (5'-AMP)(H2 0)s] окт. N1 2,08 +ск антu 5,0 

цuc-(Pt(5'-IMP)2(NH3)2]2- пл., кв. N1 2,02 Cz·- +ск анти 6,85 
эндо 

[Pt (5'-IMP)2(en)]2- IUI., кв. N1 2,07 С2·- +ск анти -7 
эндо 

(Cu(5'-IMP)2(dien)]2- окт. N1 1,92 С2.- -ск анти >7 
эндо 

[Cu(3'-GMP)(o-phenJ(H20)]z кв., о 1,93 С2·- +ск анти 6,8 
пир. (фосф.) эндо 
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Таблица 8.3. (продолжение) 

Мес-

то Рас- Кон-
Область 

Геомет- конфор- рН 
свя- сто- форма-рия ок- маций к рис-

Комплекс1) зыва- яние 

ружения ния 
ция 

тал-
М- сахара у х металла Lз) лиза-

мz1 ли- . ' ЦИИ 
rанда А 

L 

(Cu(5'-IMPH)(Ьipy)(H20)2]+ кв., N1 1,99 Сз·- +ск анти 6 
пир. эндо 

(Zn (5' -IMP)]" тет. N1 1,99 
о 1,95 
(фосф.) 

(Cu (5' -GМР)з (Н2О)в]n кв., N1 2,24 Сз·- +сн анти -7 
пир. эндо 

о 1.95 Сз·- +ск анти 

(фосф.) эндо 

С2·- +ск анти 

эндо 
(Cd(5'-IMP)(5'-IMPH)2 окт. N, 2,36 С2·- +ск анпш} 
(Н2О)б]11 энд о 3,88 

о 2.23 С2·-
(фосф.) эндо + ск анти 
0 2· 2,42 
Оз· 2,32 

Пиримидиновые нуклеотиды 

(Cu(5'-UMPH)(dpa)(H 20)]i кв., о 1,93 04·- -ск анти 7 
пир. (фосф.) эндо 

С2·- -ск син 

экз о 

(Со2 (5'-UMP)2 (Н2О)4]11 окт. о 2,12 6,8 
(фосф.) 

[Cd (5'-СМР) (Н20)]11 иск., Nз 2,33 Сз ·- +ск анти 4,6 
кв., эндо 
пир. 

о 2,25 
(фосф.) 

[Со (5' -СМРНН2О)]11 тет. Nз 1,96 С2·- +ск анти 5.4 
эндо 

о 1,95 
(фосф.) 

[Zn (5' -СМР) (Н2 0)]
11 тет. Nз 2,04 С2·· +ск анти 3,5 

эндо 
о 1,90 
(фосф.) 

(Pt f5' -CMP) (en))i IUI., кв. N3 2,06 С2·- -ск анти 6-7 
эндо 

о 1,97 С2·-
(фосф.) эндо +ск анти 

15- 509 
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Комплекс11 

(Mn (5'-СМР)(Н2О)]" 

Глава 8 

Геомет-

рия ок-

ружения 

металла 

м21 

ИСIС., 

окт. 

Мес-

то 

свя-

зыва-

НИЯ 

ли-

rанда 

L 

Таблица 8.3 (продолжение) 

Рас- Кон-
Область 

конфор- рН 
сто- форма-
яние маций крис-

ция тал-
м сахара у х Lз1 лиза-. ' ции 
А 

2,08 С3.- + ск анти 5,2 
эндо 

о 2,21 
(фосф.) 

Источник. По работе [749]. Литературу см. там же. 
11 асас -ацетилацетонат; Ьiру-2,2' -бипиридил; dien - диэтилентриамин; dpa- 2,2' -дипи

ридиламин; en -этилендиамин: glygly-rлицилг лицинат; o-phen - орmо-фенантролин. 
2 ) иск.-искаженная; оrп.-октаэдрическая; пл.-плоская: пир.-пирамидальная: кв.

квадратная; тет.-тетраэдрическая. 
3} Расстояния между ионом металла и эквиваленrnыми лигандами усреднены. 

:к неблагоприятной геометрии :комплекса [765, 766]. Однако кислород 
О 6 , входящий в состав :кетогруппы, может образовывать водородные 
связи с другими лигандами координационной сферы иона мeтa.JUia. Та
:кие взаимодействия между лигандами косвенно способствуют компле:к

сообразованию (рис. 8.5) [767]. 
Д. Аминогруппы оснований никогда не принимают участия в прямом 

связывании ионов мета.JUiов. Ка:к уже говорилось в разд. 4.1, атом азота 
э:кзоцикличес:кой аминогруппы вносит в п-электронную систему связан

ного с ней гетероцикла два электрона, поэтому эти группы не способны 

к связыванию с ионами металлов. Однако аминоrруппы, как указьmа
лось в п. Г, могут выступать в роли доноров при образовании водо
родных связей с другими лигандами ионов металлов, косвенным обра

зом способствуя :комплексообразованию. В сильнощелочных условиях 
аминогруппы депротонированы и становятся хорошими лигандами для 

ионов переходных мета.JUiов (рис. 8.3). 
Е. Тиокетозаместители в составе 6-меркаптоnурина, 2-тиоцитозина 

и 2- и 4-тиоурацила являются <<Мяг:кимю> rруппами и поэтому хороши
ми лигандами для ионов переходных мета.JUiов [760. 761 ]-гораздо луч
шими, чем атомы азота и :кислорода пуринов и пиримидинов. В пользу 

этого говорит исключительно высокое сродство ртутных и платиновых 

реагентов к 4-тиоуридину в составе тPHKE;~1coli [751]. 
Ж. Осмнй(IV) образует координационные связи в форме 11иклнческого 

диэфира. В компле:ксе Оs03(пиридин)2 -тРНК~~gжжи осмий образует 
координационную связь с атомом N 7 гуанина. Кроме того, в виде осма-
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Рис. 8.2. Образование координа-

ционных связей иона калия с саха

ром (02 .), основанием (N3 ), неэте
рифицированными атомами кисло

рода фосфатных групп и молекула
ми воды в аденозиндифосфатном 
комплексе [787]. Хелатная группа, 
состоящая из калия и пирофосфат

ной группы, имеет Л-конфигура
цию (см. с. 236). 

Рис. 8.3. Образование координа
ционных связей Ag(I) с 1-метилти
мином [788]. Соединение было по
лучено в сильнощелочных усло

виях, когда группа N3~H депрото
нируется. Ag (1) связывается со все
ми тремя электроотрицательными 

группами : N3 , 0 4 и (слабо и не 

обозначено на рисунке) 0 2• 

227 
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Та 6 лиц а 8.4. Предпочтительные места связывания ионов металлов в основа
ниях нуклеиновых кислот 

Свободное основание 

Пурины 
N9 } or > N7 >> Na, Nз 

~з 
Тимин, урацил N 1 » N3 > 0 2 или 0 4 
Цитозин N3 » N 1 > 0 2 или 0 4 

Примечание. Знак ~ означает, что 
соответствующими атомами. 

Основание в составе 

нуклеозида 

N1 >> N,,Nз 

Nз > 02} 
or Цитидин 
N 3 0 2 
~ 

0 2 > 0 4 Урацил, Тимин 

ион металла образует мостик между 

та циклического диэфира он связывается с цис-гидроксильной группой 
концевой рибозы (768] и присоединяется по двойной связи С5==С6 
к цитидину [769]. Это последнее взаимодействие, по-видимому, типично 
для пиримидиновых оснований, поскольку оно наблюдалось и в случае 

тимина (770-772]. 
З. Корреляция между коорД1щационным числом и местом связывания 

ионов металлов в комплексах с пуринами и пиримИllинами (748]. В пури
нах атом N 7 располагается на поверхности молекулы, поэтому коор

динационное число связанного ~ ним иона металла может быть равно 

Рис. 8.4. Лигандами Cd (11) в комплексе с цитидин-5' -фосфатом являются атом 
N 3, свободные атомы кислорода фосфатной rруппы и молекулы воды [789]. 
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Рис. 8.5. В комплексе Со(П) с инозин-5'-фосфатом и водой катион образует 
координационные связи непосредственно с атомом азота N7 основания и через 

молекулы воды создает водородные связи с фосфатной группой и атомом 0 6 

гуанина [767]. В данной кристаллической структуре атомы водорода водных ли
гандов не были локализованы; они приводятся здесь для большей наглядности 

схемы координационных связей. Следует отметить, что реально наблюдается 
лишь одна водородная связь-с 06-атомом гуанина; для реализации картины, 
показанной на рисунке, необходим несколько иной разворот одной из молекул 
воды. 

6 (октаэдрическая координация) и даже больше. Связывание же с ато
мом N3 цитозина стериЧески затруднено присутствием фланкирующих 
кего- и аминогрупп, которые оrраничивают доступное для иона метал

ла пространство, что приводит к уменьшению координационного числа 

до 4 или 5. 
И. Координационное связывание ионов металлов и протоннрование. 

Для гуанина и цитозина места протонирования и координационного 
связывания с ионами металлов совпадают, а в аденине и урациле (тими
не) нег (табл. 8.5). Другое различие между этими двумя процессами со
стоит в том. что при протонировании атома азота, находящегося в вер

шине валентного угла C-N- C, этот угол увеличивается (разд. 4.1 ), 
тогда как при координационном связывании с ионом металла он 

остается неизменным (747]. 
К. Избирательное координационное связывание ионов металлов с ос

нованиями. Подводя итог, мы можем сказать, что координационное 
связывание ионов металлов с основаниями является избирательным 
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Таблиц а 8.5. Сопоставление мест протонирования 
и мест координационного связывания с ионами метал

лов в нуклеозидах 

Аденин 

Тимин 

Гуанин 

Цитозин 

Координацищшое 

связывание 

N1> Ni 
02>04 
N1> Nз 
Nз 

Протонирование 

Ni > N1 
04>02 
N1>Nз 
Nз 

процессом. Будучи <<Мягкими» лигандами, тиокетозаместители (п. Е) ве
ликолепно подходят для координационного связьmания с ионами пере

ходных металлов; в этом они заведомо превосходят жесткие лиганды

атомы азота и кислорода. При связывании с эндоциклическими 
атомами азота оснований наблюдается некоторая избирательность: 

атом N 3 цитозина пространственно защшцен соседними кето- и амино

группами, поэтому координационное число иона металла, образующего 

с ним координационную связь, меньше 6~ в то же время с атомом N 7 

в пуриновых основаниях могут связываться ионы и щелочных, и щелоч

ноземельных, и переходных металлов (п. Ж). Наконец, еще один эле
мент избирательности вносит водородная связь между атомом N 6 ами

ногруппы аденина или атомом О 6 кетогруппы гуанина и другими 

лига~щами ионов металлов (пп. Б и В) [748]. 
Л. Влияние связывания ионов металлов с нуклеотидом на его конфор

мацию. Даже при беглом просмотре табл. 8.3 становится ясно, что са
харное кольцо находится в основном в С2.-эндо- или 

С3.-эндо-конформации, а ориентация относительно гликозидной связи 
(описываемая торсионным углом х) почти всегда соответствует антu

конформаuии; сuн-конформаnия структуры [Cu(5'-UMP)(dpa)(H20)]2 

является редким исключением [773]. Как отмечалось в гл. 4, в нуклео
тидах ориентация относительно связи С4.-С5• такова, что атом 05' 
располагается над рибозным кольцом, а соответствующий торсионный 

угол у находится в области + ск. В комплексах с ионами металлов это 
строгое правило (жесткий нуклеотид) уже не соблюдается. Хотя 
+ ск-область по-прежнему является предпочтительной, в некоторых 

случаях, в частности когда ион металла одновременно связывается 

с атомом кислорода фосфатной группы и громоздким лигандом, напри
мер с орто-фенантролином или 2,2'-дипиридиламином, угол у и в пури

нах, и в пиримидинах переходит в - ск-область. По-видимому, измене

ние геометрии нуклеотида при подобном координационном связывании 

следует отнести на счет объемной группировки, связанной с ионом ме

талла. Влияние ионов металлов, образующих координационные связи 

только с основанием или только с рибозой, менее выражено, и за недо

статком данных мы на нем останавливаться не будем. 
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8.3. КООРДИНАЦИОННОЕ СВЯЗЫВАНИЕ ПЛАТИНЬI 

Связывание платины с ДНК имеет огромное биохимическое и фармакоJЮ
гическое значение. По характеру взаимодействия с ДНК соединения, 
представленные в табл. 8.6, можно разбить на две группы. В первую 
группу входят платиновые комплексы, содержащие плоский терпириди

новый лиганд с расположенными в центре платиной (11) или палладием 
(11). Они не образуют координационных связей с ДНК, а интеркали
руют между уложенными в стопку парами оснований (гл. 16). Ко вто
рой группе относятся платиновые комплексы цис- и mранс-дихлордиа

минового типа, которые образуют координационные связи с моно

мерными составляющими нуклеиновых кислот, присоединяясь в основ

ном к атомам N 7 (и одновременно 0 6 ) гуанина [741, 752]. Они 
реагируют также с урацилом и тимином, образуя соединение «плати

новый синий))-олигомер, способный к дальнейшему взаимодействию 
с ДНК. Структура <<Платинового синегш> неизвестна; предположительно 

она аналогична структуре комплекса цис-диаминоплатина-сх.-пиридон 

синий [751]. 
В табл. 8.7 представлен возможный механизм действия цис-дихлор

диаминоплатины (11). Подавление опухолевого роста при относительно 
низких дозах платины указывает на то, что препарат активен в раство

ренном состоянии. В межклеточной жидкости эффективность препарата 
существенно уменьшается из-за ингибирующего действия хлорид-ионов, 
концентрация которых здесь очень высока ( ,...., 100 мМ). Однако после 
проникновения в клетку, где концентрация хлорид-ионов значительно 

меньше (всего 4 мМ), препарат гидролизуется с образованием продукта 
цuc-[(NH3)2Pt(H20) (ОН)]+ [774], который связывается с ДНК более 
эффективно, поскольку молекула воды является хорошей уходящей 

группой [751]. Не исключено также, что вначале образуется комплекс 
с урацилом или тимином, который затем вступает в реакцию с 

ДНК. 

Почему противоопухолевой активностью обладает только цис-, а не 
mранс-днхлорднаминоплатнна, пока неясно. Возможно, замена иона хло

ра на эндоциклический азот основания в цис-изомере дестабилизирует 

и активирует транс-аминогруппу. Эго может привести к образованию 
новых координационных связей Рt-ДНК, так что в конечном счете ион 

платины может оказаться связанным с четырьмя группами ДНК. Одна

ко при исследовании комплексов цис-дихлордиаминоплатины (11) с poly 
(1) и poly(I) · poly(C) методом ЯМР подобный комплекс обнаружен не 
был. 

Судя по этим данным, наблюдается только однократное или дву
кратное замещение платины атомом N 7 инозина [775]. Эго вполне со
гласуется с результатами кристаллографических исследований комплек
сов между указанным соединением платины(П) и ДНК-додекамером 
(рис. 8.6). 
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Табл и u а 8.б. Химические формулы некоторых соединений платины, способ
ных интеркалировать между парами оснований в ДНК и связываться с 

атомом N7 гуанина [751]. 

Интеркалирующие между парами оснований ДН К 

[ ( terpy) Pt (НЕТ)) + ( (terpy) Pt (АЕТ)] 2+ 

[(terpy) Pt (cys)]+ ((terpy) Pt CI]+ L(terpy) Pd CI)+ 

8.4. КООРДИНАЦИОННОЕ СВЯЗЫВАНИЕ ИОНОВ МЕТАЛЛОВ 
С НУКЛЕОЗИДДИ- И НУКЛЕОЗИДТРИФОСФАТАМИ: 

НОМЕНКЛАТУРА ГЕОМЕТРИИ БИДЕНТАТНЫХ Л/Л 

И ТРИДЕНТАТНЪIХ А/Л/эндо/экзо ХЕЛАТОВ 

Концентрация свободного Mg(II) в клетке составляет примерно 20 мМ. 
В этих условиях равновесие в реакциях 

ADP3 - + Mg2 + +:t [MgADP]-, logK = 3,21, 

АТР4 - + Mg2 + +:t [MgATP] 2 
- , logK = 4,05 

должно бьпъ сдвинуто в сторону образования комплекса. Поэтому 
ADP, АТР и их нуклеотидные аналоги представлены в основном в виде 
хелатов Mg(II) [776]. В этой форме они играют главенствующую роль 
как субстраты и как источники энергии во многих ферментативных 
реакциях. 
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Таблица 8.6 (продолжение) 

2+ 2+ 

i [(o-phen) Pt (en)] i+ 

Связывающиеся с гуанином 

Примечание. Платиновые комплексы с большими плоскими орrаническими лиганда

ми. такими, как терпиридин (terpy), орmо-фенантролин (o-phen) или бипиридил (Ьiру), 
способны интеркалировать между парами оснований в двойной спирали ДНК. Если 

в комплекс входят небольшие лиганды. подобные Cl или NH3 , то происходит непосред
ственное связывание с атомом N7 гуанина. Структурные формулы других комплексов 

приведены в работах [738, 739, 752]. 

Много лет назад Сент-Дьердьи высказал предположение. что в со

ставе комплекса (MgATP] 2 
- ион металла образует координационные 

связи с атомом N 7 аденина и с атомом кислорода фосфатной группы 

(777]. Эта весьма привлекательная гипотеза бьша подкреплена резуль
татами иммунохимических исследований, из которых следовало, что 

в присутствии Mg(II) конформации ADP и АТР отличаются от конфор
мации АМР [778]. Однако выполненные недавно спектроскопические 
исследования показали, что Mg(II) и другие двухвалентные катионы не 
связываются с основанием и фосфатной группой одновременно, а пред
почтительно связываются только с фосфатом [779-782]. 

В растворе комплексов нуклеозидди~ и нуклеозндтрифосфатов 

с Mg(II) содержится большое количество координационных нюмеров, ко
торые быстро переходят друг в друга (103 - 105 с- 1

). Спектры ЯМР 
дают некую усредненную по времени картину и поэтому не позволяют 
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Таблица 8.7. Механизм действия цис-дихлорплатиновых (11) комплексов [751] 

ПРОТИВООПУХОЛЕВЫЕ ПЛАТИНОСОДЕРЖАЩИЕ АНТИБИОТИКИ 

Активные Неактивный 

цuc-[(NH3 )2PtCl2] - цuc-[(NH3)2Pt(H20)(0H)] + -связывание с ДНК 
Высокая концент- рК 1 = 5,6 } Подавляется активность 
рация хлорид- рК2 = 7,3 при 20°С ДНК как матрицы 
ионов в межкле-

точной жидкости 

Комплекс платины 

с урацилом 

("платиновый синий") 

(N Нз )2 Pt(U)(OH) 

Низкая концентрация 
хлорид-ионов в клетке 

Активные антибиотики 
с пониженной токсичностью 

для почек 

Комплекс платины 

с тимином 

("платиновый синий'') 
(NН3 ) 2Pt(T)(OH) 

Примечание. При высо1юй J(Онцентрации хлорид-ионов (..., 100 мМ) эффеl(тивность 
антибиотика уменьшается. В цитоплазме, где концентрация этих ионов намного меньше 

( - 4 мМ), антибиотИJ( частично гидролизуется и становится аl(тивным. Активированный 
комплекс либо непосредственно реагирует с ДНК, либо вначале образует J(ОМплекс 

с урацилом или тимином и лишь затем связывается с ДНК. 

разрешить отдельные изомеры и соответственно получить какие-либо 
данные о структуре отдельных хелатов [783]. 

Если используются такие ионы, как Cr(III) и Co(III), то ситуация ме
няется. С нуклеозидци- и нуклеозидтрифосфатами они образуют ста
бильные комплексы. Если ионы других металлов образуют связи соле

вого типа, то координационные связи между атомами кислорода 

фосфатной группы и Cr(III) и Co(Ill) по характеру ковалентны. Об этом 
свидетельствует существенное уменьшение рК вторичной фосфатной 
группы от 7 в нормальных условиях (см. рис. 5.2) до 3-4 в присутствии 
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Рис. 8.6. Координационные связи, об
разуемые цис-дихлордиаминоплатиной 

(11) с гуанином, входящим в состав 
додекамера CGCGAATTCGCG [742). 
Комплекс напоминает структуру, изоб
раженную на рис. 8.5; лиrанды Lt, 
L2 и LЗ представляют собой Н20 
или NH3 • 

L3 

11\ 
L1-Pt-L2 

\f/ ',,'··о, 
•• 
N 

(.' 
N 

/ 
.·· 

ионов этих металлов [783]. Стабильность Cr(III)- и Со(ПI)-полифос
фатных комплексов становится особенно высокой при заполнении 
координационной сферы не водными, а аминными лигандами. Такие 
комплексы удается выделить и разделить с помощью хроматографии 
на колонке [783]. 

Методами ЯМР, по сиmалам от протонов и ядер 31Р, можно иден
тифицировать структурные изомеры комплексов кобальт -амин с об
щей формулой [Со(NН3)пНАТР] (п = ~3 или 4) и [Co(NH3)пADP] (п = 4 
или 5). Комплексы с АТР существуют в виде семи разных стереохими
ческих вариантов: четыре тридентатных комплекса, в которых лиганда

ми одного иона металла служат три атома кислорода, по одному на 

каждый из а-, Р- и у-фосфатов; два бидентатных, в которых координа
ционные связи образуют Р- и у-фосфаты; один монодентатный, в кото
ром с ионом металла связывается только у-фосфат. Для ADP удалось 
обнаружить только три стереохимически различные формы, а именно 
два бидентатных комплекса, в которых Co(Ill) образует координа
ционные связи с атомами кислорода а- и J3-фосфатных групп. и один 

монодентатный, в котором координационную связь образует только од
на, J3-фосфатная группа (табл. 8.8) [784]. 

Что же представляют собой эти координационные соединения ADP 
и АТР? В монодентатных комплексах в связывании участвует только 

концевая фосфатная группа, и поэтому со стереохимической точки зре

ния они не представляют интереса. Однако в бидентатных комплексах 

обнаружены два конформационных изомера, которые отличаются друг 
от друга окружением иона металла. Стереохимию этих комплексов 

в принципе можно описать, используя хорошо известную R,S-номенкла

туру. Однако это неудобно с практической точки зрения, поскольку 
у Mg(II), например, атомный номер меньше, чем у Р, тогда как у Co(Ill) 
и подобных ему металлов он больше; в результате хелатные кольца оди
наковой хиральности будут восприниматься как разные с точки зрения 

R,S-системы. Во избежание этого был предложен новый подход. Хи
ральности соответствующих изомеров обозначают символами Л и Л по 
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Таблица 8.8. Координационные комплексы ADP и АТР с Co(Ill) 

Соединение 

[Со (NH3)4 ADP] 
[Со (NH3 )5 ADP) 
[Co(NH3) 2 HATP] 
[Co(NH3 )3 HATP] 
[Co(NH3 )4 HATP] 

Дентатностъ 

Бидентатный 

Монодентатный 

Тридентатный 

Бидентатный 

Монодентатный 

Образование ко

ординационных 

связей с фосфатны

ми группами 

Число конфигура

ционных изомеров 

2 
1 
4 
2 
1 

следующему правилу [784, 785]: если (шестичленное) хелатное кольцо 
расположить таким образом, чтобы связь, соединяющая его с лиган

дом, бьша направлена к наблюдателю, как это показано на рис. 8.7, 
и если при этом кратчайший путь вдоль кольца от металла до этой свя

зи будет соответствовать вращению по часовой стрелке, то изомер на
зывают правым (Л, dехtеr-правый). Если же кратчайший путь соответ
ствует вращению против часовой стрелки, изомер называют левым (Л, 
Jaevus - левый). 

Если в составе нуклеозидтрифосфата р,у-бидентатный хелат обра
зует еще одну координационную связь с неэтерифицированным атомом 
кислорода а-фосфатной группы, то позиция атома кислорода в коорди
национной сфере иона металла будет определяться хиральностью суще
ствующего бидентатного хелата. В результате образуется дополнитель
ное шестичленное хелатное кольцо, слитое с первым по связи между 

центральным f3-фосфатом и ионом металла. Нуклеозидную часть мож
но расположить двумя способами: непосредственно над бициклическим 
хелатом (эндо) и в удаленном от него положении (экзо). Поскольку обе 
эти стереохимически различающиеся структуры могут содержать как Л-, 

так и Л-бидентатные хелаты, возможно существование четырех триден
татных изомеров; все они были экспериментально обнаружены в ком
плексах [Co(NH3) 4ATP] (рис. 8.7; дополнение 8.1). 

Рис. 8.7. Вверху. Определение Л-, Л-, эндо- и экзо-конфигураций комплексов ион 
металла-пирофосфат. Шестичленное хелатное пирофосфатное кольцо распола
гается таким образом, чтобы нуклеотид был направлен к наблюдателю. Если 
в комплексе кратчайший путь вдоль кольца от металла до связи Р-05• в ну

клеотиде направлен по часовой стрелке, то его называют Л-комплексом; напра

влению против часовой стрелки соответствует А-комплекс. Внизу. Дополнитель

ная пирофосфатная группа в трифосфатах создает новые конформационные 
возможности: если атом 0 5• нуклеотида оказывается над хелатным кольцом, 

образованным Р- и у-фосфатами, то это соответствует конфигурации эндо, если 
же он повернут в сторону от хелатного кольца, конфигурация называется экзо. 

Ион металла изображеи в виде цветной сферы, буква N внутри квадрата-это 
5' -связанный нуклеозид. 
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Дополнение 8.1 
Выделение А-стереоизомера [Co(NH3)4ATP] и установление его структуры 

Комплексы нуклеозидци- и нуклеозидтрифосфатов с Co(III) и Cr(III) очень 
стабильны. поэтому их используют для изучения стереохимии активных центров 
тех ферментов, для которых эти соединения являются субстратами или кофакто
рами. 

Л- и Л-бидентатные диастереомеры комплекса [Co(NH3)4 ATP] связываются 
с дрожжевой rексокиназой (или с друmми гексокиназами и полимеразами [783, 
786]) в присутствии глюкозы. Фермент специфически взаимодействует только 
с одним из изомеров и переносит его у-фосфат на глюкозу, образуя глюкозо-6-

фосфат. Сформировавшийся при этом комплекс [Co(NH3) 4 ADP] легко отделяет
ся от непрореагировавшего изомера [Co(NH3)4ATP]. Если комплекс ADP вновь 
обработать гексокиназой, то при добавлении глюкозо-6-фосфата ero фосфатная 
группа перенесется обратно, с образованием активного изомера [Co(NH3)4ATP]. 
Полученный таким путем гомогенный изомер был обработан периодатом, а за

тем анилином. Образовавшийся в результате комплекс [Co(NH3)4 PPP] был за
кристаллизован, после чего методом ренпеноструктурного анализа бьmа опре

делена его конфигурация [785]. 

[Со(NН3)4АТР].нл +Глюкоза 

1 l 
(дрожжевая 
гексокиназаl 

[Со(NН3)4АОР]л + Глюкозо·б-фосфат 

1 l 
(дрожжевая 
гексокинаэаl 

[Co(N Н3)4А ТР]л 

l (периодат. анилинl 

[Co(NH3) 4PPP],._ 
По аналоmчной схеме может быть изучена стереоспецифичность и других 

ферментов, использующих комплексы ADP и АТР с металлами. 

Номенклатура Л/Л/эNдо/экзо может бьпь использована для описания 
известнь1х кристаллических СI])уктур AD Р, АТР и кофермента NAD +, 

содержащеrо фрагмент ADP (рис. 7.15, 7.16, 8.2). Калий в составе калие
вой соли ADP (рис. 8.2) связан координационными связями с атомами 
кислорода а.- и ~-фосфатов, образуя шестичленное хелатное кольцо, ко
торое соответствует Л-диастереомеру. В литиевой соли NAD + 
(рис. 7.16) ADP и никотинамидрибозодифосфатная часть имеют одина
ковую хиральность (Л). В комплексе АТР с двумя ионами натрия оба 
иона образуют координационные связи с одной и той же молекулой 



Связывание ионов металлов с нуклеиновыми кислотами 239 

АТР (рис. 7.15). Один ион Na + связывается одновременно с атомом N 7 

основания и с концевым у-фосфатом, а другой образует тридентатный 
комплекс с а-, ~-и у-фосфатами. Шестичленное хелатное кольцо, обра
зованное~- и у-фосфатами, имеет хиральность Л, и а-фосфат связывает
ся таким образом, что аденозин располагается в ориентации эндо отно
сительно хелата. Иными словами, АТР имеет конфигурацию Л,эндо, 
которая изображена в правой нижней части рис. 7 .15. В то же вре
мя другая молекула АТР в этом комплексе имеет иную конфигу
рацию, Л, эндо. Это является прямым следствием того, что конфор
мации трифосфатных цепей энантиморфны (могут быть описаны в тер
минах левого и правого винта) (разд. 7.6). В друrих комплексах 
АТР, Zn(П)-АТР-~2'-бипиридил и Сu(П)-АТР-фенантролин, как 
цинк, так и медь принимают участие в образовании тридентатного ком
плекса с АТР. Оба комплекса имеют конфигурацию Л,экзо (786а, 786Ъ]. 

КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

Ионы металлов при образовании комплексов с нуклеотидами связы
ваются с четырьмя разными функциональными группами: с атомами 
кислорода фосфатной группы, с гидроксилами рибозы, с эндоцикличе
скими атомами азота и кетогруIШами оснований. Аминогруппы основа
ний в координационном связывании с ионами металлов не участвуют. 

Атомы металлов переходной группы связываются с атомами кислорода 

фосфатных групп и с эндоциклическими атомами азота оснований, тог
да как щелочноземельные катионы предпочтительно связываются с ато

мами кислорода фосфатных групп и с гидроксилами сахара. Ионы ще
лочных металлов при образовании комплексов одинаково легко 
взаимодействуют со всеми тремя типами лигандов. Сродство ионов ме
таллов к функциональным группам нуклеотидов довольно специфично: 
связывание с атомом N 7 в пуринах приводит к образованию шести

координационного комплекса, тогда как связывание с атомом N 3 в пи

римидинах характеризуется более низкими значениями координацион
ного числа. Эту специфичность усиливает межлигандная водородная 
связь между кето- и аминогруппами пуринов. При связывании с ионами 

металлов геометрия нуклеотида (ориентация оmосительно связи 

С4,-С5,) искажается в том случае, если в связывании принимают участие 
атомы кислорода фосфатной группы и объемный тройной лиганд; 
в других случаях геометрия нуклеотида не изменяется. 

Для образования координационных связей с ионами металлов ну
клеозидди- и нуклеозидтрифосфаты используют в основном фосфатные 
группы, но не основания. В трифосфатах лигандные комплексы с иона
ми металлов могут бьпь моно-, би- или тридентатными в одной из 
.двух (Л, Л) или четырех (Л, Л, эндо, экзо) стереохимически различающих
ся конфигураций. Это было установлено экспериментально при исследо
вании комплексов с Cr(III) и Co(Ill) и, по-видимому, справедливо также 
для комплексов с другими металлами, в частности с Mg(II). 



ГЛАВА 9 
Полиморфизм ДНН и структурный 
консерватизм РНН. Классификация 
А-, В- и Z-типов двойных спиралей 

Молекулярные структуры олиго- и полинуклеотидов тесно связаны ме
жду собой, поэтому в гл. 10- 15 мы будем рассматривать одновременно 
и те и другие. Большинство известных кристаллических структур олиго
нуклеотидов -это двойные спирали, образованные самокомплемен
тарными цепями. Хотя длина олигонуклеотидов ограничена (от 2 до 12 
пар оснований), изучение их структуры позволяет понять тонкие детали 
самоорганизации полинуклеотидов, их гидратации и связывания с иона

ми металлов. Иногда олигонуклеотиды кристаллизуются в неспираль

ном виде, принимая вьпянутую конфигурацию или образуя петли. Это 
показывает, как гибок нуклеотидный блок в цепи или, точнее, насколько 
подвижна шарнирная фосфодиэфирная связь между отдельными ну
клеотидами. 

Богатейшую структурную информацию о двойных спиралях и неспи
ральных участках полинуклеотидов дает анализ кристаллической струк

туры тРНК, описанной в гл. 15. 
Напомним, что характер результатов рентгеноструктурного анализа 

полинуклеотидных волокон и олигонуклеотидных монокристаллов су

щественно различается (гл. 3). В последующих шести главах наряду 
с точной структурной информацией, полученной на монокристаллах 
олигонуклеотидов, представлены и менее точные данные о структуре 

полинуклеотидов, полученные при изучении волокон. Мы увидим, что 

наши представления о спиральной структуре полимеров ДНК и РНК 

и о многообразии форм существующих двойных спиралей в целом под
тверждаются, хотя какие-то детали, возможно, и придется пересмотреть 

в ближайшие несколько лет. 

Обзоры по рассматриваемым здесь вопросам приведены в работах 
[38, 790-793]. Кроме того, хотелось бы привлечь внимание читателей 
к некоторым последним публикациям, отобранным из обширного спис
ка литературы, которые касаются конформационного анализа полину
клеотидов [794-808], гибкости двойных спиралей [809- 817] и спектро
скопических структурных исследований полинуклеотидов [818-824]. 
Биохимические данные о структурно-функциональных корреляциях 

в ДНК и РНК приведены в обзорах [792, 793]. 
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9.1. ПОЛИМОРФИЗМ ДВОЙНЫХ СПИРАЛЕЙ 

В табл. 9.1. перечислены основные спиральные формы, обнаруженные 
у природных и синтетических ДНК и РНК. Образцы волокон для рент
геноструктурного анализа готовят в виде литиевой или натриевой соли, 
избьпочную концентрацию которой регулируют путем изменения отно
сительной влажности [ 165]. При различных экспериментальных усло
виях бьши обнаружены разнообразные формы двойных спиралей: А, А', 
В, сх-В', J3-B', С, С', С", D, Е и Z [824]. Буквами от А до Z обозначены 
различные структурные полиморфные модификации, приставки сх и 
J3 относятся к чисто упаковочным отличиям, обусловленным симмет
рией кристаллической решетки, а пприхи указывают на незначительные 

вариации структуры внутри одного семейства. Так, если природная 

ДНК со случайной последовательностью при определенных условиях 
находится в С-форме, у которой число нуклеотидов на виток равно 9,33 
(см. ниже), то для синтетического полинуклеотида poly 
(dA-dG- dC)·poly(dG-dC- dl) с повторяюuщмся тринуклеотидным 
мотивом в тех же условиях наблюдается С"-форма с девятью нуклеоти
дами на виток, а структура poly(dA- dG) · poly(dC-dT) повторяется 
лишь через два витка (9· 2 нуклеотидов) и представляет собой С'-ДНК. 

Симметрию двойных спиралей описывают с помощью символа N т. 
Согласно этой номенклатуре, заимствованной из кристаллографии (до
полнение 9.1 ), при движении вдоль оси спирали структурный мотив точ
но повторяется через каждые т витков (m шагов), состоящих из N ну
клеотидов. В большинстве случаев т = 1, т. е. мотив повторяется через 
виток, но, например, у С-ДНК с симметрией 9,331 структурный мотив 

воспроизводится лишь через три витка, или через 9,33 · 3 = 28 нуклеоти
дов, что можно описать также символом 283• Следует подчеркнуть, что 

в строгом смысле точное повторение мотива возможно только для син

тетических полинуклеотидов с определенной последовательностью. 
В случае природных ДНК и РНК со случайной нуклеотидной последо
вательностью термин точное повторение относится к сахарофосфатно
му остову, а каждая отдельная пара оснований в данном случае 

рассматривается как некий усредненный элемент уотсон-криковских 

AT(U)- и GС-пар (гл. 6). 

Полиморфизм ДНК и структурный консерватизм РНК. Из табл. 9.1 
видно, что двухцепочечная РНК независимо от того, природная она или 
синтетическая, при различных экспериментальных условиях имеет 

структуру, относящуюся к одной из двух близких друг другу форм 

двойных спиралей: А или А'. Структурные возможности ДНК гораздо 
богаче (табл. 9.1 и 9.2). ДНК со случайными последовательностями мо
гут находиться в А-, В- и С-формах (см. обобщенную схему на рис. 9.1 ). 
К этому списку следует добавить D-, Е- и Z-формы-полинуклеотиды, 
у которых повторяется определенный олигонуклеотидный мотив; при 

этом Z-форма представляет собой левую двойную спираль. 

16- 509 
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Дополнение 9 .1 
Симметрия спирали и кристаллоrрафические винтовые осн 

Для описания симметрии спиралей в табл. 9.1 используется кристаллогра
фический символ N т, которым обозначают винтовую ось. Если в случае про
стой поворотной оси порядка N структурный мотив повторяется при повороте 
вокруг этой оси на угол 2тт/N, то для винтовой оси этот поворот сочетается 

с переносом параллельно оси на расстояние, равное (m/N)-й доле размера ячейки 
вдоль винтовой оси. В кристаллографии встречаются винтовые оси 2. 3, 4 и 6-го 
порядков, обозначаемые символами 

Операция 31 поворачивает объект на угол 2тт/3 = 120" и смещает его на 1/3 ре
бра ячейки, параллельного оси, причем направление поворота и смещения связа
но правилом правого винта. В случае оси 3 2 происходит поворот на тот же угол 

2тт/3, но объект смещается на 2/3 ребра ячейки, т. е. элемент 1 повторяется в по
ложениях 2, 3, 4 и т. д. (см. рисунок). Отсутствующий в этом списке элемент 3', 
который находится на высоте 1/3, получается при трансляции на единицу (3/3) 
элемента 3, расположенного на высоте 2 · 2/3 (4/3 - 3/3 = 1/3). Если соединить 
различные элементы непрерывной линией, как это показано на рисунке, то в слу

чае операции 31 мы получим правую спираль, а в случае 32 -левую. Аналогично 
41, 61 и 62 отвечают правой спирали, а 43, 64 и 65 -левой. 

31 32 

5 

2 

При описании спиральной симметрии нуклеиновых кислот символ Nm имеет 
тот же смысл, что и в кристаллографии. В данном случае повторяющимся эле
ментом является нуклеотид или пара оснований, и спиральная симметрия 

А-ДНК, 11 1, указывает, что любой нуклеотид связан с последующим сочетанием 
поворота вокруг оси спирали на угол 2тт/11 ( = 32,7°) и смещения вдоль оси на 
1/11 периода (шага спирали). Друmми словами, А-ДНК представляет собой спи
раль 11-го порядка с 11 нуклеотидами на виток. С-ДНК с симметрией 
9,331 - пример нецелочисленной спирали. Здесь структура в точности повторяет
ся лишь через 3 витка, или через 3 · 9,33 = 28 нуклеотидов, что часто описывают 
символом 283 ; эта номенклатура не вполне соответствует кристаллографиче
ской, зато она удобна при описании нецелочисленных спиралей. 
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В случае полинуклеотидов с чередующимися последовательностями, таких, 

как poly(dA- dT) · poly(dA- dT) или poly(dG- dC) · poly(dG- dC), повrоряющим
ся структурным элементом при данном способе описания будет динуклеотид. 
Следовательно, симметрия 81, указанная в табл. 9.1, для D-ДНК в случае сопо
лимера с чередующейся последовательностью в действительности должна быть 
заменена на 41, а Z-ДНК с двенадцатью парами оснований на виток имеет сим

метрию 65. Однако, чтобы представить все данные табл. 9.1 в едином виде, сим
волы пониженной симметрии в этой таблице не используются (исключение сде

лано для Z-ДНК); в качестве повrоряющегося структурного элемента везде 

рассматривается один нуклеотид или одна пара оснований. 

Структура синтетических полинуклеотидов с блочным строением зави
сит от последовательности блока. Из табл. 9.1 следует, что ДНК! имею
щие один и тот же нуклеотидный состав, но разные последовательно

сти, проявляют различные структурные свойства. Например, полину

клеотид poly(dA- dC)·poly(dG- dT) может находиться в А-, В
и Z-формах, а его аналог poly(dA- dG) · poly(dC- dT), у которого одна 
цепь состоит только из пуринов, а другая-только из пиримидинов. су

ществует в виде В- и С"-форм и в А-форму переходить не может. 
Еще более поразительный пример-это poly(dA) · poly(dT) и два дру

гих полинуклеотида с тем же составЬм, poly(dA-dT) · poly(dA- dT), 
poly(dA- dA- dT) · poly(dA- dT- dT). Первый при относительной влаж
ности 70% и въШJе находится в В-форме; при уменьшении влажности он 
сначала переходит в метастабильную А-форму, а затем образует трех
цепочечный комплекс poly(dA) · 2poly(dT), имеющий конформацию А-ти
па (разд. 11.4). Напротив, полинуклеотид poly(dA- dA- dT)·poly(dA
dT- dT) в виде натриевой соли может находиться только в В- и D-фор
мах, а полинуклеотид poly(dA- dT) · poly(dA- dT) может существовать 
также в метастабильной А-форме. 

Нуклеотидный состав тоже влияет на структурные свойства синтетиче
ских ДНК. Рассмотрим два полинуклеотида, poly( dA-dТ) · poly 
(dA- dT) и poly(dG- dC)·poly(dG- dC) (табл. 9.1). В обоих полимерах 
имеет место чередование пуринов и пиримидинов, но нуклеотидный 

состав полинуклеотидов различается. Натриевая соль poly(dA- dT) · poly 
(dA- dT) может находиться в метастабильной А-форме или в стабиль
ной D-форме, но poly(dG- dC) · poly(dG- dC) существует исключитель
но в А-форме вплоть до относительной влажности 92%. Если теперь 
рассмотреть полинуклеотид, в котором гуанозин заменен на инозин, то 

мы с удивлением обнаружим, что он ни при каких условиях не перехо
дит в А-форму. Этот факт объясняется в гл. 17, где обсуждаются воп
росы, связанные с гидратацией ДНК. Еще одно отличие рассматри
ваемых полинуклеотидов друг от друга состоит в том, что в случае 

poly(dG- dC) · poly(dG- dq может происходить весьма эффектный 
переход из правоспиральной В-ДНК в левоспиральную Z-ДНК, а в слу
чае poly(dA- dT) · poly(dA- dT)- нет. 

Структура природных ДНК в целом, по-видимому, не зависит от по
следовательности и 1tуклеотидного состава. На основании целого ряда 

16• 
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Таблица 9.1 . Основные кристаллические формы ДНК и РНК в волокнах: 
зависимость формы и симметрии спирали от природы противоиона и отно-

сительной влажности (эквивалент концентрации соли)1> 

Относи-

Полинуклеотид 
Проти- тельная 

Фор-
Симметрия 

Ссылка 
во ион влаж- спирали 

ность, % ма 

Нативная ДНК Na 75 А 111 [842] 
Na 92 в 101 [101] 
Li 57-66 с 9,331 (283) [94] 
Li 44 с 9,331 (283) [94] 

Li ~ 66 в 101 [824] 
Poly (dA) · poly (dT) Na 70 13-В' 101 [843] 

Na 92 сх-В' 101 [843] 
Poly (dG) · poly (dC) Na 75 А 111 [844] 

Na 92 в 101 [844] 
Poly (dA-dТ) · poly (dA-dT) Na 75 <А 81 [845] 

Na до 98 А 111 [846] 
Li 66 в 101 [846] 

Poly (dA- dC) · poly (dG-dT) Na 66 А 111 [824] 
Na 66-92 в 101 [824] 
Na 66 z 6s [304] 

Poly (dA-dG) · poly (dC-dT) Na 66 С" 91 [824] 
Na 95 в 101 [824] 

Poly (dG-dC) · poly (dG- dC) Na 43 l~ 6s [304] 
Na до 92 А 111 (824] 
Li 81 в 101 [824] 

Poly(dA-dA-dТ) · poly (dA- Na 66 ф 81 [847] 
-dT-dT) 

Na 92 в 101 [847] 
Poly (dA-dG- dT) · poly (dA- Na ДО 98 А 111 [824] 
-dC-dТ) 

Li 98 в 101 [824] 
Li 66 

~ 
91 [824] 

Poly (dA-dl- dT) · poly (dA- Na 66 81 [824] 
-dC- dT) 

Na 81 с 9,331 (283) [824] 
Na 92 в 101 [824] 

Poly (dl-dC) · poly (dl- dC) Na 66 В . 101 [388] 
Na 75 ~ 81 [388] 

j Нативная РНК (реовируса) Na до 92 111 [848] 
Poly (А)· poly (U) Na до 92 А f 11 [848] 
Poly (1) · poly (С) Na до 92 А' 121 [848] 
Гибрид poly (rl) · poly (dC)2) Na 75 А' 121 [849] 
Гибрид ДНК-РНК Na 33- 92 А 111 [850] 
ДНК фага Т2 Na 60 т 81 [858] 

11 Вначале в литературе (см. работы [824, 304]) вместо обозначения Z-ДНК исполь-
зовалось S-ДНК. 

21 В работе [849] не указаны параметры спирали: см. работу [851]. 
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Таблиц а 9.2. Типы структур и параметры спиралей, полученные из данных 
по рентгеновской дифракции на волокнах природных ДНК со «случайной» по

следовательностью и на волокнах синтетических гомополимеров и полинуклео

тидов с повторяющейся нуклеотидной последовательностью 

Тип 

струк

туры 

Шаr, А Симметрия 
спирали11 

Расстояние между 

остатками (h) и угол 
спирального враще- Ширина 

б 7) л· 
ни.я (t) жело ков , 

h(A) t, rрад 
ми

нор

ного 

rлав

ного 

Природные и синтетические ДНК 

А 28,2 111 2,56 32,7 11,0 2,7 
в 33,8 101 3,38 36,0 5,7 11,7 
с 31,0 9,331 (283)2) 3,32 38,6 4,8 10,5 
Синтетические ДНК с неслучайной последовательностью 
В' 32,9 I01 3,29 36,0 
С' 29,5 91 3,28 40,0 
С" 29,1 91 (182)3) 3,23 40,0 
D 24,3 81 3,04 45,О 1,3 8,9 
Е 24,35 7,51 ( 152)4

' 3,25 48,О 

s 43,4 6 5) 
s 3,65 - 3008> 

' zб) 45 655) 3,7 - 3008 ) • 2,79> 

Глубина 
желобков"?), А 

ми

нор

ного 

2,8 
7,5 
7,9 

6,7 

909) • 

глав

ноrо 

13,5 
8,5 
7,5 

5,8 

1> Приведено число остатков на виток; в скобках указано число остатков, после 
которого структура в точности повторяется. Некоторые данные отличаются от тех, что 

приведены в работе [824]. 
21 На виток спирали приходится 9,33 остатка; структура повторяется через три витка, 

или 9,33 · 3 = 28 остатков. 
3 > Динуклеотидная последовательность; повторяется через каждые два витка, или 

18 остатков. 
41 Тринуклеотидная последовательность; повторяется через каждые два витка, или 

15 остатков. 
5> Повторяющимся элементом считается динуклеотид 
б) Получено путем экстраполяции структуры гексануклеотида (dC-dG) [917]. 
71 Из работы [893]. Ширина желобка -это расстояние между двумя линиями, про

веденными '!ерез фосфаты каждой цепи, минус вандерваальсов радиус фосфатной группы, 

равный 5,8 А; глубина желобка также вычисляется с учетом вандерваальсовых радиусов. 
8> Приведен средний угол спирального вращения. Уrол вращения между динуклеотид

ными единицами равен - 60°, но в самой единице углы вращения неодинаковы, они 
различаются в GpC и CpG (см. rл. 12). 
9

) Из работы [303]; см. также сноску 71. 

исследований, проведенных методами рассеяния рентгеновских лучей 

[825], рентгеновской дифракции на волокнах [826], методами линейного 
дихроизма в ИК-свете [827] и кругового дИХроизма в УФ-свете [828] на 
образцах ДНК с различным АТ-содержанием, в том числе на сател
литных ДНК (дополнение 9.2)., содержащих большое число повторов, 
бьш сделан вывод о том, что, помимо традиционных А-, В- и С-форм, 
существуют и иные структурные модификации ДНК. Другие исследова
тели, также использующие методы кругового дИхроизма в УФ-свете 
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Рис. 9.1. Обобщенная схема, иллюстрирующая связь между различными семей
ствами природных ДНК и РНК [302]. Внутрисемейственные переходы (цветные 
овалы) происходят при изменении концентрации соли. Межсемейственные пере
ходы индуцируются изменением относительной влажности и концентрации соли 

в волокнах или пленках и изменением ионной силы или полярности растворите

ля в растворе. Критические значения концентраций соли и этанола, приведенные 
в работах [914, 915, 839], дают среднюю точку, а не границу перехода. Заметим, 
что РНК-область на схеме ограничивается А-семейством, а Z-семейство, вклю
чающее левые спирали, возможно, состоит только из чередующихся последова

тельностей пурин - пиримидин. 

[829] и дифракции рентгеновских лучей на волокнах [824, 830-832], под
вергают этот вывод серьезным сомнениям. По существу, для при
родных молекул-сателлитных ДНК с повторами или ДНК без повто
ров-подтверждено наличие только А-, В- и С-форм. Но так как 
результаты перечисленных методов ограничиваются описанием лишь 

общей структуры молекулы и ни один из них не выявляет тонких струк
турных деталей, мы не можем исключить, что имеют место незначи

тельные локальные структурные вариации, как, например, в случае 

«В-ДНК с чередованием конформаций» (разд. 11.3). 
Конечно, не следует думать, что ДНК с разным АТ-содержанием бу

дут обладать одинаковыми терм:одинамическими свойствами. На самом 
деле бьшо показано [833], что при GС-содержании ниже 30% В -+ 

-+ А-переход затруднен, но облегчается по мере роста доли GС-пар 
в молекуле, как это видно из фазовой диаграммы, приведенной на 
рис. 9.2. 
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Дополнение 9 .2 
Что такое сателлитные ДНК? 

Если фрагментировать ДНК эукариот, а затем провести ее центрифугирова

ние в градиенте плотности CsCI, то помимо основного пика на седиментограм
ме будут наблюдаться «сателлитные», что указывает на наличие в препарате мо
лекул ДНК разной плотности, а следовательно, и разного нуклеотидного соста

ва. Анализ сателлитных ДНК показал, что они содержат серии повторов, длина 
и сложность которых характерны для исследуемого вида. Так, было обнаруже
но, что у крабов сателлиrная ДНК на 93% состоит из чередующихся АТ-пар 
и лишь на 2,7% из GC-nap, т. е. практически представляет собой poly(dA- dT) 
[860]. Из Drosophila virilis было выделено три различных вида сателлитных ДНК 
с повторяющимися гептануклеотидными мотивами, такими, как poly (d- A 
- dC- dA- dA- dA- dC- dT) · poly(dA- dG- dT- dT- dT- dG-dT) [861]. 

Сателлитные ДНК локализованы в центромере. Возможно, они вьmолняют 
роль спейсеров, но так ли это на самом деле-пока неизвестно [862]. Очевидно, 
что они не кодируют никакие белки и, по-видимому, не транскрибируются [349]. 

Структура ДНК зависит от природы присутствующих катионов и от 

температуры. В табл. 9.1 можно найти множество примеров того, что 
структура спирали натриевой и литиевой солей природных или синтети
ческих ДНК в волокнах различается. Сходная ситуация наблюдается 
в растворе, где на поведение ДНК влияют тип и концентрация катионов 

и температура. При этом наличие разных анионов почти никак не 
сказывается на поведении ДНК [834, 835]. Вообще говоря, появление 
структурных перестроек, связанных с изменением окружения, характер

но только для В..ДНК; А-ДНК, очевидно, имеет более <<Жесткую» моле
кулярную конформацию, точно так же как и РНК, которая существует 
только в виде А- и А' -форм назависимо от последовательности, нуклео
тидного состава и окружения. 

9.2. ДВА СЕМЕЙСТВА ПРАВЫХ ПОЛИНУКЛЕОТИДНЫХ 
СПИРАЛЕЙ: А И В 

Внимательно изучив табл. 9.3 и 9.4 и исключив на некоторое время из 
рассмотрения левоспиральные Z- (или S-)ДНК, которым посвящена 
гл. 12, мы обнаружим, что полинуклеотиды рибо- и дезоксириборяда 
имеют общие структурные особенности. П равоспиральные ДНК 
и РНК, будь то одно-, двух-, трех- или четырехцепочечные структуры, 

можно грубо разбить на две категории, которые мы называем А
и В-семействами. 

Главное различие между спиралями А- и В-типа состоит в неодинако
Вой конформации сахара. Для А-семейства характерна С3.-эндо- конфор
мация, а для В-семейства-С2.-эидо (или, что почти то же самое, 

С 3.-экзо). Различием в конформации сахара обусловлены вариации 
1!1 • 
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Рис. 9.2. «Фазовая диаграмма», связывающая конформационные изменения при
родных ДНК с различным ОС-содержанием при варьировании относительной 

влажности [833]. При высокой относительной влажности (95%) существует толь
ко В-форма. в диапазоне 95- 73% относительной влажности она переходит в А
форму. Ниже 73% можно наблюдать только А-форму, причем для этого должно 
выполняться дополнительное условие-GС-содержание должно быть выше 30%, 
чтобы не произошла денатурация. Диаграмма получена с помощью инфракрас
ной спектроскопии на пленках ДНК. содержащих NaCl в концентрации 3-4%. 

в расстоянии между соседними фосфатами в одной полинуклеотидной 
цепи: оно колеблется от 5,9 А при конформации сахара С3.-эндо до 7,0 
А при С2.-эндо-конформации (рис. 9.3). Вследствие этого спирали выгля
дят совершенно по-разному (см. ниже). 

Знак угла наклона пары 0r (tilt) связан с конформацией сахара. 
В двухцепочечных полинуклеотидах нормаль к плоскости пары не па

раллельна оси спирали, а наклонена к ней под некоторым углом, значе

ние которого может достигать величины 20°. Характерно, что этот угол 
наклона 0г, знак которого определен на рис. 2.14, положителен для 
спиралей А-типа и отрицателен для спиралей В-типа, т. е. коррелирует 
с конформацией сахара. Как мы увидим далее, это изменение в знаке 

угла наклона пар в правой спирали приводит к перестройке стэкинга 

оснований. 

Угол наклона оснований rт коррелирует с расстоянием h между ну
клеотидами вдоль оси спирали. Если бы пары были компланарны, а пло
скость пары в точности перпендикулярна оси спирали, то расстояние 

h между нуклеотидами вдоль оси спирали соответствовало бы вандер
ваальсову радиусу 3,4 А. Однако из табл. 9.2 и 9.3 видно, что в двухце
почечных уотсон-криковских спиралях пары не перпендикулярны оси 

и расстояние между нуклеотидами вдоль оси спирали всегда меньше. 

чем 3,4 А. Из чисто геометрических соображений ясно [8], что должна 
существовать линейная зависимость расстояния h между нуклеотидами 
вдоль оси спирали от 'Ут, т.е. от угла между нормалью к плоскости ин

дивидуального основания и осью спирали (рис. 9.4). Эгот угол, вообще 
говоря. немного отличается от угла наклона пары 0г, так как ориента-
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цию пары задает плоскость, проведеюшя наилучшим образом через оба 

основания (рис. 2.14). Любопытно, что экстраполяция прямой на 
рис. 9.1 к нулевому значению угла наклона Ут приводит к значению h 

0 

= 3,7 А, т.е. к величине, заметно отличающейся от ожидаемой (3,4 А). 
Дело в том, что основания в паре всегда повернуты одно относительно 

другого. Этот пропеллерный поворот оптимизирует межплоскосrnое 

взаимодействие оснований в спиральных полинуклеотидах [836] и нару
шает компланарность пары. Таким образом, если для одного из основа
ний пары Ут =О, то для его партнера ут '1= О, а значит, расстояние до со
седней пары будет больше. чем 3,4 А. 

Расстояние h между остатками вдоль оси спирали сильнее варьирует 
у А-ДНК, а угол спирального вращения-у В-ДНК. Расстояние между 
нуклеотидными остатками h в уотс~н-криковских двойных спиралях А
типа колеблется от 2,56 до 3,29 А и сопровождается относительно 
малыми вариациями в значении угла спирального вращения: 

30,О -;- 32,7° (см. табл. 9.4 и 9.5). В двойных спиралях В:типа h, напротив, 
меняется незначительно, от 3,03 А у D-ДНК до 3,37 А у В-ДНК, а диа
пазон значений угла спирального вращения шире, чем в А-семействе, 
и составляет 36-45°. В результате двойные спирали А-типа больше по
ходят друг на друга, чем спирали В-типа. Обусловлено это тем, что при 
изменении угла спирального вращения от 36 до 45° число остатков на 
виток уменьшается от 1 О до 8, что существенно меняет вид спирали. 

Для полинуклеотидов А-семейства характерен структурный консерва

тизм. Из табл. 9.3 и 9.4 следует, что двойные спирали А-семейства, у ко
торых сахарные остатки имеют конформацию С3,-эндо, представлены 

только структурно близкими формами А- и А'-РНК, а также А-ДНК. 
Из-за С3.-эндо-конформации сахара расстояние между фосфатами 
уменьшается до 5,9 А (рис. 9.3), поэтому полинуклеотидная цепь закру
чена в меньшей степени, чем в двойных спиралях В-типа: на виток при

ходится 11-12 нуклеотидов (IШи пар оснований), что соответствует углу 
спирального вращения 30-;- 32,7°. Пары наклонены к оси спирали на 
8-20°; это приводит к расстоянию между нуклеотидами вдоль оси спи
рали 3,29-2,56 А. 

Для полинуклеотидов В-семейства характерно структурное многообра
зие. Спиральные структуры, принадлежащие В-семейству, образуют 
только молекулы ДНК; у РНК ни одна из этих структур не обнаруже
на. В случае С2,-эндо- или эквивалентной ей С3.-экзо-конформации са
харных остатков в В-семействе соседние фосфаты в полинуклеотидной 

цепи расходятся на расстояние ,....., 7 А (рис. 9.3), и это приводит к более 
СIШьному закручиванию спирали по сравнению со спиралями А-семей
ства. Вследствие этого угол спирального вращения увеличивается до 
36-45°, а расстояние между нуклеотидами вдоль оси спирали-до 
3,03-3,37 А, т.е. в целом становится больше, чем в спиралях А-типа. 
С этими характеристиками связан угол наклона пары. В данном случае 
он меньше, а кроме того, отрицателен: -16,4 --:- - 5,9 А {табл. 9.5). 

Следует подчеркнуть, что по сравнению с двойными спиралями А-



Таблица 9.3. Конформационные параметры полинуклеотидов, принадлежащих А- и В-<:емействам 

Тип 
13 8 /; ЛоJJинукJJеотИд а у е 

Ссыл.ка сnи-
(Р-0,.) (О,.-С,.) (Cs.-C •. ) (С".-С3.) (С3·-Оз· ) (03.-PJ х 

рали 

А-семейство 

Двойные спирали zетерополи.меров 

сх-А-РНК} А - 88 - 155 54 83 - 179 -52 -155 [852~ 
[3-А-РНК реовируса А -92 - 151 52 83 174 - 46 - 146 [852 
Poly(A)· poly(U) А - 62 180 48 83 - 151 - 74 -166 

[848] Poly(I) · poly(C) А' -65 - 167 44 83 - 168 -00 - 161 
А-РНК1 > А - 68 178 54 82 - 153 -71 -158 
л-днк1 > А - 50 172 41 79 - 146 -78 - 154 
А-ДНК А -90 -149 47 83 -175 - 45 - 154 [304] 
А-ДНК А - 75 -179 59 79 -155 - 67 - 158 
Роlу(2-метилтио-А) ·~ly(U) - 102 

с хуrстеновск~tми Poly( ms2 А) А - 93 153 100 79 - 132 -72 4 
[887] 

парами Poly(U) А - 177 76 85 - 149 - 72 8 
Тройные спирали. гетерополил1еров 
Poly(U) · poly(A) · poly(U) 
Относительная влаж- u А' - 28 171 24 83 - 156 - 75 - 154 
ностъ 92% А А' - 66 - 179 53 83 - 163 -67 -150 

u А' - 40 167 37 83 - 149 - 83 - 156 
Относительная влаж- u А - 55 173 47 83 -152 - 74 - 158 [853] 
ность 72% А А - 76 176 64 83 - 156 - 69 - 152 

u А - 63 174 53 83 - 149 - 76 - 158 
Гибриды ДНК-РНК 
Poly(I) · poly(dC) А' - 71 - 176 56 80 -159 -64 -165 [849] 
Poly(U) · poly(dA)·poly(U) 

u А - 57 172 49 83 - 152 - 74 - 158 
dA А -71 178 58 83 - 160 -67 - 149 [853] 
u А - 62 174 53 83 - 149 - 76 - 157 

Ко.мплексы zомополи.мер(}(J 

Poly(AH " ) · poly(AH +) А - 75 168 69 82 - 144 -67 - 176 [458] 



Poly (s2U) · poly (s2U) 

} сх-Цепъ А -43 172 37 77 -146 -77 -160 [461] 
Р-Цепъ А -43 163 41 81 -148 - 80 -150 

Poly (Х) · poly (Х) 
рН 5,7 А - 75 171 63 87 -142 -80 - 156 } [854] 
рН 8,0 А -66 -179 51 81 - 153 - 71 -162 

[poly (1))4, [poly (G)]4 А - 103 176 92 83 - 156 - 69 - 169 (855] 
Одноцепочечные спиральные гомополимеры 

Poly(C) А - 57 173 47 83 - 129 - 65 - 159 } [947] Poly (0'2-метил-С) А - 88 -175 66 83 - 138 -58 - 154 
Poly(A) 
Спираль 2-го порядка 99 183 46 154 - 88 39 - 110 [963) 
Спираль 9-го порадка А - 64 154 53 83 - 145 - 70 - 160 [957] 

В-семейство 
В-ДНК в - 46 - 147 36 157 155 - 96 - 98 [856] 
В-ДНК в - 41 136 38 139 - 133 - 157 - 102 [304] 
С-ДНК с -39 - 160 37 157 161 - 106 - 97 [857] 
Poly (dA-dТ) · poly (dA-dТ) D -62 - 152 69 157 141 - !01 -97 [845] 
ДНК Т2 D - 73 - 137 89 146 136 - 85 - 110 [858] 
Poly (dA) · poly (dТ) В' -52 -136 39 157 145 - 87 - 96 [859] 
«В-ДНК с чередованием 
конформаций» 
Фрагмею А-Т - 60 1 JОо (д) -60 (900] 
Фрагмент Т -А - 50 155°(1) - 120 

Одш:щепочечный спиральный го.мополимер 
Poly(dT) -72 179 43 151 - 105 164 - 148 [358] 
Гибриды ДНК-РНК при высокой относительной влажности 
Poly(A)-poly(dТ) 

} Poly(A) А - 88 174 75 97 - 146 - 77 - 175 
(912] Poly(dТ) в 180 96 166 152 -178 - 36 - 152 

11 Новые данные, пол}"lенные на волокнах ; личное сообщение Арнотта н Чандрасекарана (1982). 



Таблиц а 9.4. Параметры спиралей полинуклеотидов, имеющих конформацию сахара С3.-эндо и, следовательно, принадле-
жащих А-семейству 

Рас стоя-
Угол 

Сим-
иие меж- Смещение Уrол 

Шаг 
СПИ• 

Тип 
ду остат-

ралъно-
пары от оси НаJСЛО-

Поли нуклеотид 
метрих 

~пирали, ками ~пирали21, на па- Ссылка 
спирали спира-

А вдоль 
го вра-

А ры11, 
ли'I 

ОСИ СПИ· 
щения, 

град 

рали, А. град 

Двсйные спщюли гетерополимеров 

о:-А-РНК} А 11, 30,0 2,73 32,7 4,4 17,0 ! (852] р-А-РНК реовируса А 11 1 30,0 2,73 32,7 4,4 l9,2 
Poly(A)-poly(U) А 111 30/} 2,81 32,7 4,4 16,0 (848] Poly (1)- poly (С) А' 121 36,0 3,00 30,0 4,4 10,0 
А-ДНК А 11 1 28,2 2,56 32,7 4,7 20,О [843] 
Poly (2-метилтио-А) · poly (U) 
с хугстеновскими парами f Poly (ms2 А) А 13 

Poly(U) А 10, 31,6 3,16 36,0 10 (887] 

1}юйные спщюли гетерополw.1еров 
Poly(dТ)·poly(dA)-poly(dТ) с уотсон-кри- А' 12, 39,1 3,26 30,0 2,80 8,5 
ковскими и хугстеновскими парами для уот-

сон-кри-

ICOВCICJIX 

пар 

Poly (U) · poly (А) · poly (U) 
Оrносителъная влажность 92~0 А' 12, 36,5 3,04 30,О 12,О (853] 
Оrносителъная влажность 72% А 11, 33,4 3,04 32,7 12,О 

Poly (1) · ро\у (А)· poly (1) А 111 36,2 3,29 32,7 2,8 8,0 
Гибриды ДНК-РНК 
Poly (rl)· poly(dC) А' 12, 35,6 2,97 30 4,9 5,68 (849] 
Poly (U)-poly (dA) -poly (U) А 11, 33,6 3,06 32,7 12,0 (853) 
Poly (dC) · poly (1)- poly (dC) А 11 , 34,8 3,16 32,7 10,0 



КомnАексы гомопоАUМеров 
Poly(AH•) · poly(AH•) А 81 30,4 3,8 45 1О (458] 
Poly (s2U) · poly (s2 U) А 111 28,8 2,62 32,7 18 [461] 
Poly (Х) · poly (Х) 
рН 5,7 А I01 30,1 3,01 36 21} (854] 
рН 8,0 11 . 27,7 2,52 32,7 11 

(PoJy (I)]4 • (poly (G)]:1 А 232 39,2 3,41 31,3 11 (855] 
Одноцепочечные спирали zомополиМl!ров 
Poly(q А 61 18,6 3,1 60 21 (947] 
Poly (О 2-метил-q А 61 18,9 3,2 60 28 
Poly(A) 

[963] Спираль 2-ro порядка 21 5,8 2,9 180 36 
Спираль 9-ro порядка А 91 25,4 2,82 40 24 [957] 

В-ДНК в JO, 33,7 3,37 36 -0,14 - 5,9/ - 2,1 [843, 856] 
С-ДНК с 283 30,9 3,31 38,6 - 1,0 - 8,0/1,0 [842, 

Poly(dA -dlj · poly(dA-dТ) 
857] 

D 81 24,2 3,03 45 - 1,8 - 16,4 [845] 
ДНК Т2 D s. 27,2 3,40 45 - 1,43 -6/4 [858] 
Poly(dA) · poly(dТ) В' 10. 32,9 3,29 36 - О,о2 - 7,9/ - 1,0 [859] 

Одноцепочечныu спиральный гомополимер 
Poly(dТ) 7;11 25,2 3,5 50 132 [358] 
Гибриды ДНК-РНК при высокой относительноu влажности 
Poly(A)· poly(dT) 

Poly (А) (С3.-Эf1ДО) в 9,71 33,7 3,46 37,0 (912] 
Poly (dТ) в 

•1 См. дополнение 9.1. 
21 Определенне этой велячины дано на рис. 2.14. 
31 Это есть угол между нормалью к плосхостн осиоваиЮi н осью спирали. Если приведены два числа, первое отвечает углу наклона парь: 

flт, а второе-углу пропеллера оснований &р (см. рис. 2 14~ 
41 Первоначальное предположение о том, что сахар находится в конформации С2--эндо (993), оказаJJось ошибочным (855). 
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Рис. 9.3. Нуклеотиды в С3.-эндо- (вверху) и С2.-эндо-конформациях (внизу); эти 
конформации отвечают полинуклеотидным спиралям А- и В-типов [863]. 

семейства полинуклеотиды В-семейства, состоящего из В-, С- и D-форм, 
проявляют большее структурное разнообразие. Обусловлено это в ос
новном особенностями макроскопической организации двойных спира
лей А- и В-типа. Она остается практически неизменной при плавном 
tаскручивании А-формы, приводящем к увеличению порядка спирали 

fп 11 до 12, но заметно меняется при закручивании В-формы, умень
шающем порядок от 1 О до 8. Это не означает, что закручивание или 

2,5 з,о 
h , A 

3,5 

Рис. 9.4. Линейная зависимость расстояния h между нуклеотидами вдоль оси 
полинуклеотидной двойной сиирали o-r у~-ла 'Ут между нормалью к nлоскости 
данного основания и осью спирали [791]. 
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Таблиц а 9.5. Сравнение структурных характеристик полинуклеотидных двой
ных спиралей А- и В-типов 

Тип семейства 

Конформаuия сахара 
Расстояние между соседними 

фосфатами одной цепи 
Смещение пары от оси спирали 

Угол спирального вращения 

Расстояние между нуклеотидами 

вдоль оси спирали 

УI'ол наклона пары 

А 

С3.-'-!ндо 
5,9 А 

4,4 -7- 4,9 А 
в сторону минор

ного желобка 
30 -7- 32,7° 
2,56 -7- 3,29 А 

Положительный, 

от l о до 20,2° 

в 

С2.-эндо 
1,0 А 

-0,2 7 - 1,s А 
в сторону главного 

желобка 
36 _:_ 45° 
3,oj -7- 3,37 А 

Отрицательный, 
от - 5,9 до - 16,4° 

раскручивание связано с определенной затратой энергии деформации. 
Речь идет о доминантном структурном признаке, которым, как мы сей

час увидим, являются боковое смещение пар относительно оси спирали 
и форма желобков на поверхности спирали. 

Наличие глубокого и мелкого желобков и смещение пар от оси-ма
кроскопические особенности, отличающие спирали А-типа от спиралей В
типа. Кроме конформации сахара и знака угла наклона пары спирали 

А- и В-типа различаются по величине параметра D, описывающего сме
щение пары от оси спирали (рис. 9.5). В В-ДНК ось спирали проходит 
через пару оснований (D ,..., - 0,2 А), тогда как в D-ДНК она проходит 
вблизи минорного желобка (D,..., 

0
-1,8 А). В А-ДНК ось попадает 

в главный желобок, и D = 4,4- 4,9 А. Из-за большого смещения пар от 
оси в двойных спиралях А-типа полинуклеотидные цепи обвивают ось, 
подобно ленте, оставляя внутри полый цилиндр с вандерваальсовым 
диаметром ,..., 3,5 А. Пары расположены по периферии спирали. Это 
приводит к образованию очень глубокого и узкого главного желобка 

и мелкого широкого минорного желобка (разд. 2.8, рис. 2.13 
и табл. 9.2). В В- и С-ДНК ось спирали проходит через пары, поэтому 

желобки здесь менее выражены. Их глубина примерно одинакова, но 
ширина различается; главный желобок шире минорного. В D-ДНК, где 
ось спирали лежит в минорном желобке, желобки по глубине также по

чти не различаются и, поскольку спираль 8-го порядка закручена силь
нее, чем В-ДНК, минорный желобок становится совсем узким, 
а главный-еще более широким и открытым. 

С различными размерами желобков связана специфическая способ
ность к комплексообразованию. Геометрия главного желобка в двойных 
спиралях А-типа зависит от угла наклона пар, а следовательно, и от 
расстояния h между остатками вдрль оси. Если это расстояние мало 
и составляет величину порядка 2,6 А, спирали (А-ДНК и А-РНК) имеют 
глубокий и узкий главный желобок~ доступный только молекулам воды 
и ионам металлов. При увеличении h до 3,29 А главный желобок, оста-
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Рис. 9.5. Смещение оси спирали отно
сительно пары оснований в А-, В-, С

и D-ДНК. Крестиками отмечены точ

ки, в которых ось спирали данного ти

па пересекает плоскость пары. 

ваясь таким же глубоким, раскрывается до такой степени, что в нем 

умещается еще одна полинуклеотидная цепь: мы встретимся с этим 

в разд. 10.2 при рассмотрении комплекса poly(U) · poly(A) · poly(U) и 
в разд. 11.3 при рассмотрении poly(dT) · poly(dA) · poly(dT). Что касается 
мелкого минорного желобка А-РНК, то для него бьша предложена мо
дель связывания с полипептидным антипараллельным ~-слоем: ком
плекс стабилизируется водородными связями между 

02,Н-гидроксильными группами остатков рибоз и атомами кислорода 
карбонильных групп полипептидной цепи [837]. Аналогичным образом 
для узкого минорного желобка В-ДНК бьша построена модель связы
вания с mстоном Н2А; в этом случае комплекс стабилизируется водо
родными связями между пептидными NН-группами и 03,-атомами по

линуклеотида [838] (разд. 18.3). 
Образование комплекса с ионом натрия в кристаллической структу

ре ApU, которая будет обсуждаться в разд. 10.4, свидетельствует о на
личии специфического координационного связывания катиона в минор

ном желобке с атомами О 2 урацилов. В полимерных двухцепочечных 

нуклеиновых кислотах такого рода взаимодействия могли бы привести 

к зависимости структуры молекулы от вида катиона. По-видимому, 
именно по этой причине некоторые структурные модификации ДНК, 

приведенные в табл. 9.1, наблюдаются только в присутствии опреде
ленных катионов. С другой стороны, катионы взаимодействуют с фос
фатными группами, и имеются данные, указывающие на определенную 

степень специфичности этого взаимодействия [839]. Например, в ряду 
щелочных металлов ралиус катиона от Li + к Cs + увеличивается. Одна
ко радиус гидратированных ионов уменьшается от 7А А для Li + до 3,6 
А для Cs +. Эго означает, что Li + по своим размерам должен хорошо 
встраиваться в широкий минорный желобок В-ДНК, а Cs +, располо
женный на другом конце ряда,-в узкий минорный желобок D-ДНК; 
этот вывод согласуется с экспериментальными данными о «закручиваю

щей» способности упомянутых ионов. 

Распределение электростатического потенциала у поверхности молекул 

нуклеиновых кислот обеспечивает специфичность связывания. Во взаимо-



Полиморфизм ДНК и структурный кинсерватизм РНК 257 

действии ДНК и РНК с другими молекулами важную роль играет не 
только стерическая комплементарность, но и комплементарность заря

дов. Когда бьшо рассчитано распределение электростатического потен
циала для ряда олигомеров и полимеров ДНК в предположении, что 
противоионы Na + располагаются на биссектрисах Р02-групп, оказа
лось, что оно сильно зависит от нуклеотидной последовательности 
[839а]. В минорном желобке потенциал в местах расположения АТ-пар 
отрицателен. так как и N 3-атомы аденина. и О 2-атомы тимидина несут 
частичный отрицательный заряд. У GС-пар потенциал близок к нулю, 
поскольку в данном случае отрицательный заряд атомов N 3 гуанина и 

О 2 цитозина уравновешен положительным зарядом N 2-аминогруппы 
гуанина. В области главного желобка потенциалы АТ- и GС-пар также 
различаются. Для пары G-C схема расположения зарядов + - - у 
N 70 6 ···HN4 , а nля пары C-G (N4H···06 N 7} схема инвертирована: -
- +.В то же время для А-Т- и Т-А-пар и для N 7N 6H···04 , и для 
0 4 •· ·HN6 N7 имеет место схема - + - . Это означает, что электро

статический потенциал пар G- C и C- G различается, а для А-Т 
и Т-А он олинаков. Попытки рассчитать электростатический потен

циал вблизи поверхности макромолекул бьши предприняты лишь не
давно, и со временем такие расчеты послужат основой для выяснения 

природы межмолекулярных взаимодействий. Мы остановимся на во
просе об электростатическом потенциале позже, при обсуждении ну
клеиново-белковых комплексов и гидратации нуклеиновых кислот (см. 
также [839Ь, с]). 

Стэкинг в двойных спиралях А- и В-типа различается (рис. 9.6). 
В двойных спиралях В-типа стэкинг ограничен в основном взаимодей
ствием между основаниями одной полинуклеотидной цепи (одноцепо

чечный стэкинг). В А-спиралях в стэкинге участвуют и основания, при
надлежащие разным цепям (т. е. имеет место как одно-, так 

и двухцепочечный стэкинг). Это обусловлено двумя причинами. Во
первых, угол между соседними нуклеотидами в спиралях А-типа мень
ше (30 --:-- 32,7°), чем в спиралях В-типа (36 -:- 45°~ что благоприятствует 
образованию и одно-, и двухцепочечного стэкинга. Во-вторых, наклон 
пар, положительный в спиралях А-типа и отрицательный в спиралях В

типа, увеличивает перекрывание пар в первом случае и уменьшает во 

втором из-за того, что спирали правые. Все сказанное выше иллюстри

рует рис. 9 .6. 
Нативная ДНК находится в В-форме. Порядок спирали В-ДНК равен 

в точности 10 только для кристаллического состояния и в растворе не со
храняется. В кристаллических волокнах на один виток молекулы ДНК, 

находящейся в В-форме, приходится 1 О пар оснований, т. е. это целочис

ленная двойная спираль с симметрией 101 (табл. 9.1). Такая молекуляр
ная структура связана с наличием кристаллической решетки [840] 
и практически не меняется даже в случае очень влажных волокон (841]. 
Однако, как только кристаллическая решетка разрушается и прямой 
контакт между спиралями исчезает, структурные ограничения, обусло-

11-sо9 
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Рис. 9.6. Стзкинг оснований в двойных спиралях А- и В-типа [845]. Сверху вниз : 
А-, В- и D-ДНК. Показаны АТ-пары в последовательностях: Т-А над А-Т, 

А-Т над Т-А и А-Т над А-Т. Т-А над Т-А-это то же самое, что А-Т 
над А-Т, если поменять местами верх и низ. Пары лежат в плоскости рисунка. 
Поскольку ось спирали не перпендикулярна плоскости пар, она проецируется на 

ruюскость не в виде точки, а в виде стрелки, направленной от верхней пары ос

нований к нижней. Обратите в1Шмание, что в А- и D-ДНК стрелки направлены 
в противоположные стороны, поскольку в первом случае угол наклона пары 0r 
положителен, а во втором отрицателен. Оси В-ДНК отвечает самая маленькая 
стрелка, потому что у этой ДНК угол наклона пар мал. Стэкинг оснований 

в С-ДНК занимает промежуточное положение между стэкинrом в В- и D-ДНК. 

вленные кристаллической упаковкой, устраняются, и молекула ДНК не
много раскручивается, что приводит к увеличению числа пар оснований 

на виток до 10,3 -:- 10.6. О справедливости такой оценки свидетель
ствуют результаты рентгеноструктурного анализа додекануклеотида 

(разд. 11.2), который кристаллизуется так, что в независимой части 

ячейки присутствует полный виток ДНК В-типа [464]. На это же указы
вают данные по рассеянию рентгеновских лучей под большими углами 

[ 462], по ферментативному гидролизу [ 463], круговому дихроизму 
[835], а также теоретические расчеты [836]. 

Поскольку в волокнах при высокой влажности и в водных растворах 

ДНК находится в В-форме, принято считать, что именно эта форма от
вечает состоянию нативной ДНК в клетке. Как будет показано в гл. 19, 
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ДНК имеет такую же молекулярную структуру и тогда. когда она на

мотана на гистоновый кор нуклеосом. 

КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

В этой главе описаны основные структурные свойства двухцепочечных 

спиралей нуклеиновых кислот. Показано, что конформационные воз
можности двойных спиралей РНК ограничены образованием двух близ
ких форм, А и А', тогда как двойная спираль ДНК подвергается раз
личным структурным перестройкам, приводяшим к появлению uелого 
ряда форм: правых спиралей А, В, С и D и левой Z (гл. 12). Структура 
молекулы ДНК определяется в основном окружением (присутствием со
лей, спирта1 но определенную роль играют также последовательность 

оснований и нуклеотидный состав. Правые спирали образуют два се

мейства: А (конформация сахарных остатков С3.-эндо) и В (конформа

ция сахарных остатков С2.-эндо); В-семейство включает также С

и D-ДНК. Различие в конформации сахарных остатков приводит к не
одинаковым геометрическим характеристикам двойных спиралей: раз
ному смещению пар относительно оси спирали, углу наклона пар и раз

мерам минорного и главного желобков. 



ГЛАВА 10 

Структура РНК 

В зависимости от биологической функции природные РНК либо предста

вляют собой протяженную двойную спираль, либо имеют r-лобулярную 
структуру, в которой короткие двухцепочечные фрагменты образуются 
при сворачивании в глобулу одной цепи. Во многих случаях образова

ние двухцепочечных участков можно предсказать, исходя из нуклеотид

ной последовательности молекулы; для этого были разработаны спе

циальные компьютерные алгоритмы [864]. 
Короткие двойные спирали обнаружены в тРНК (гл. 15), в рибо

сомных РНК [865-868], в генах, кодирующих белки оболочки бактерио
фагов MS2 [869] и R17 [870], в глобиновой мРНК, а также в других 
мРНК [872]. 

Четкую спиральную структуру имеют РНК вируса карликовости ри
са [873J реовирусная РНК [874-877], РНК вируса раневых опухолей 
[878] и биосинтетические полинуклеотидные комплексы [852, 853, 878]. 
В волокнах реовирусная РНК может находиться в двух структурных 

формах, r:J. и р, основное различие между которыми касается не молеку
лярной структуры, а кристаллической упаковки [874-877]. Синтетиче
ские гомополимеры poly(A) · poly(U) и poly(I) · poly(C) кристаллизуются 
так же, как Р-РНК реовируса, т.е. по своей структуре они похожи на 
природную РНК [852, 853]. Как описано в разд. 10.2, гомополимер 
poly(A) · poly(U) и его аналог poly(A) · poly(I), содержащий одни только 
пурины, с повышением концентрации соли перегруппировываются 

и образуют трехцепочечные спирали, в которых наряду с уотсон-кри

ковским осуществляется и хугстеновское спаривание оснований [853, 
880- 881]. Если в этих гомополимерных комплексах в положение 2 аде
нина ввести в качестве заместителя более объемную группировку, то бу

дут образовываться двойные спирали, в которых наблюдается только 

хугстеновское спаривание оснований. Тем не менее во всех перечис

ленных примерах мы имеем дело только с полинуклеотидными цепями 

А-семейства. 
В этом проявляется удивительный структурный консерватизм моле-

кул РНК. ~ 
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10.1. ДВОЙНЫЕ СПИРАЛИ А-РНК 
И А'-РIШ СХОДНЫ МЕЖДУ СОБОЙ 

В зависимости от ко~щентрации соли в среде двойные спирали РНК на
ходятся в одной из двух структурно близких форм. При низкой ионной 
силе преобладает двойная спираль А-РНК с 11 парами оснований на 
виток. Если концентрацию соли увеличить до 20%-ного избытка, то 
А-РНК переЙдет в А'-РНК, у которой на виток приходится 12 пар осно
ваний. Кроме того, высказывались предположения о наличии третьего 

типа конформации - нецелочисленной двойной спирали с числом пар на 

виток 11,3 + 0,5; однако этот вопрос пока детально не исследован (879]. 
В 60-х годах считалось, что А-РНК-это двойная спираль 10-го по

рядка (92, 876]. Впоследствии более тщательные исследования показали, 
что на самом деле она представляет собой спираль 11-го порядка. Это 
подтвердили и последние рентгеноструктурные исследования волокон 

А-РНК. Геометрические детали структуры А-РНК бьmи установлены 
при изучении синтетических полинуклеотидов poly(A) · poly(U) 
и poly(l)·poly(q, а параметры структуры А'-РНК-при изучении ком
плекса poly(I) · poly(C) в присутствии более высокой концентрации соли 
(табл. 9.3) [851, 852]. 

А- и А' -РНК обладают особенностями, характерными для структур 

с уотсон-криковским спариванием оснований. Полинуклеотидные цепи ан

типараллельны и образуют правую двойну!О спираль. Пары оснований 

смещены относительно оси спирали на 4,4 А, поэтому главный желобок 
получается очень глубоким, а минорный-мелким (гл. 9). Основное раз
личие между А- и А'-РНК заключается в неодинаковом шаге спирали: 
для А-РНК он равен 30 А, для А'-РНК-36 А. Шаг спирали коррелирует 
с числом нуклеотидов на виток: 11 у А-РНК и 12 у А'-РНК. У А-РНК 
J?асстояние между ну~леотидами вдоль оси спирали меньше (2,73 --:- 2,81 
А), чем у А'-РНК (3 А). Это различие отражается на величине угла на
клона пары, который равен 16--:-- 19° для А-РНК и 10° для А'-РНК. 
В остальном конформация нуклеотидов в составе А- и А'-РНК одина
кова, что видно из величин торсионных углов (табл. 9.3) и из рис. 10.1 
и 10.2. 

10.2. В ТРОЙНЬIХ СПИРАЛЯХ РНК ОДНОВРЕМЕННО ОБРАЗУЮТСЯ 
VОТСОН-КРИКОВСКИЕ И ХУГСТЕНОВСКИЕ ПАРЫ 

Переrруппировка цепей гомополимерных гетеродуплексов приводит 
к образованию трехцепочечных спиралей. При увеличении концентрации 
соли в комплексах poly(A) · poly(U) и poly(I) · poly(C) происходит струк
турный переход А-РНК +:t А'-РНК (848]. При этом poly(I) · poly(q сохра
няет конфигурацию А'-РНК, а цепи poly(A)·poly(U) перегруппировы
ваются, образуя тройную спираль poly(U) · poly(A) · poly(U) и одиночную 
Цепь poly(A) [880, 881]. Это происходит из-за того, что гетероцикл 
аденина способен образовывать одновременно уотсон-криковскую 
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Рис. 10.1. Молекулярная структура А-РНК. по
строенная с помощью компьютерной про

граммы SCHAKAL [1376] по координатам ато
мов, приведеЮiым в работе [848]. Размеры 
кружков отражают радиус соответствующих 

атомов и увеличиваются в ряду С, N, О; атомы 
водорода не указаны. Сахарофосфатный остов 
изображен черным цветом, основания - корич
невым, водородные связи в спаренных основа

ниях -серым. Масштаб: 1 см = 5 А. Части моле
кулы, расположенные ближе к наблюдателю, 
изображены жирными линиями. Слева: вид сбо
ку и вдоль оси спирали. Справа: двойная спи

раль наклонена на угол 32°, чтобы показать, на
сколько главный желобок (Г) глубже минорного 
(М). 



Структура РНК 

Рис. 10.2. Структура А' -РНК. по

строенная по координатам атомов, 

приведенным в работе (848] (под
робности см. в подписи к рис. 10.1 ). 
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и хугстеновскую пары (рис. 6.7): 

Антиnараллельнаfl 
уотсон

криковскаfl 

Антиnараллельнаfl 
уотсон· Параллельная 

Перерасnраде- криковская хутстеновскаfl 
ление цепей 

2poly(A) -poly(U) :;:::::==:==:==:::::: poly(U)·poly(A)· poly(U)+poly (А) 

Двойная 
спираль 

Тройная 
спираль 

Тройной комплекс включает в себя антипараллельную двойную спи
раль poly(A}- poly(U) с уотсон-криковскими парами оснований, которая 
аналогична А' -РНК при относительной влажности 92% и переходит в А
форму при относительной влажности 75%. Еще одна цепь poly(U) 
встраивается в глубокий главный желобок двойной спирали и образует 
хугстеновские пары с N7 и N 6 H цепи poly(A). При этом цепи хугстенов
ской двойной спирали poly(A} · poly(U) параллельны друг другу 
(рис. 11.8). 
У гипоксантина положение функциональных карбонильных и имино

групп такое же, как и у урацила, поэтому нет ничего удивительного 

в том. что у тройного комплекса poly(U)-poly(A)·poly(U) имеется пол
ностью пуриновый аналог-роlу (1) · poly (А)· poly (1) [853], в котором так
же представлены и хугстеновские, и уотсон-криковские «качающиеся» 

пары (рис. 6. 7). Продольный размер пары AI уотсон-криковского типа 
с расстоянием С1 • - - · С1 ., равным 13 'А, существенно больше, чем у хуг
стеновской; у последней это расстояние равно 10,8 'А, что сравнимо 
с характерной для обычной уотсон-криковской пары величиной. 

Все цепи в тройных спиралях имеют почти одинаковую конформацию. 

Во всех трехцепочечных спиралях наклон уотсон-криковских и хугсте

новских пар оснований примерно одинаков и значительно меньше 

(7-:- 13°), чем наклон пар в двойных спиралях А-РНК (16 -:- 19°). Вслед
ствие этого расстояние h между нуклеотидами вдоль оси спирали увели
чивается до ,...,,, 3 А (рис. 9.4), глубокий главный желобок становится бо
лее открытым, и в нем может поместиться еще одна полинуклеотидная 

цепь. Одновременно с этим смещение пар от оси спирали уменьшается 

от 4,4 'А (для двойной спирали А-РНК) до 2,8 'А [для трехцепочечной 
спирали poly(U) · poly(A) · poly(U)]. Это обусловлено присутствием треть
ей цепи-ее можно подогнать под уотсон-криковскую двойную спираль 

с разумной геометрией только в том случае, если ось спирали будет 
проходить через «центр» триплета оснований, располагаясь одинаковым 

образом по отношению ко всем трем гликозидным связям C1.-N. Это 
в свою очередь приводит к тому, что все нуклеотиды имеют одинако

вую конформацию, о чем свидетельствуют значения торсионных углов 

(табл. 9.3). 
Poly(I) -poly( С)-сильнодейсmующий агент, который индуцирует обра

зование интерферона. Именно в таком качестве его использовали при ле-
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чении инфекционных заболеваний, вызванных вирусом простого герпеса 
[882]. Структурно изоморфный полинуклеотидный комплекс 
poly(A) · poly(U) значительно менее эффективен в этом отношении [883]. 
по-видимому, из-за того, что в ионных условиях, характерных для тка

ней живых организмов, происходит перегруппировка цепей и комплекс 

находится не в виде двойной спирали. 

10.3. ДВОЙНАЯ СПИРАЛЬ С ПАРАЛЛЕЛЬНЫМИ ЦЕПЯМИ 
И ХУГСТЕНОВСКИМИ ПАРАМИ, ОБРАЗОВАННАЯ POLY(U) 
И 2-ЗАМЕЩЕННЫМ POLY(AJ 

Если уотсон-криковское спаривание стерически затруднено, может образо

ваться хугстеновский комплекс poly(A) · 2poly(U). При рассмотрении 
тройных спиралей типа poly(A) · 2poly(U) возникает вопрос, нельзя ли 
отделить цепь poly(U), образующую уотсон-криковские пары с poly(A), 
сохранив при этом двойную спираль с хугстеновскими парами и парал

лельной ориентацией цепей? Действительно. такие двойные спирали бы
ли обнаружены, но не в случае обычных poly(A) и poly(U), а тогда, когда 
в положение 2 остатков аденина в poly(A) введены метил-, метилтио-, 
этилтио- или диметиламиногруппы, т. е. объемные группировки, затруд
няющие уотсон-криковское спаривание оснований. 

Двойные спирали хугстеновского типа с неэквивалентными парал

лельными цепями. Физические свойства и структурные характеррстики 

дВойных спиралей с 2-замещенной цепью poly(A) исследовались спек
троскопическими методами [884-886] и методом рентгеновской дифрак
ции на волокнах [887]. Такие спирали термодинамически менее устой
чивы, чем их аналоги с обычной цепью poly(A). «Размытая» рентгено
грамма волокна роlу(2-метилтио-А) · poly(U) была проинтерпрегирована 
как результат дифракции на двойной спирали хугстеновского типа с вы

сотой витка 31,6 А, 10 парами оснований на виток и углом наклона пар 
,...,, 10°. Интересно, что две полинуклеотидные цепи этой спирали кон
формационно неэквивалентны: сахарные остатки poly(ms2A) имеют 
конформацию С3.-эндо, а у poly(U) они находятся в С3.-эндо-С2.-экзо

конформации. Однако обе конформации относятся к одному классу 
С3.-эндо, поэтому данная спираль принадлежит А-семейству (табл. 9.2 
и 9.3). 

Описанная спиральная структура стабилизируется главным образом 
благодаря стэкингу оснований (рис. 10.3), при этом 2-метилтиогруппа 
«верхней» пары располагается над атомом N3 аденина «нижней» пары. 

Такие взаимодействия S · · · N, по-видимому, существенно увеличивают 
термостабильность спирали: ее температура плавления Tm выше, чем 
у тех полинуkлеотидных аналогов. которые не содержат атомов серы 

в положении 2. Как отмечается в разд. 13.5, аномальная термостабиль
ность двойной спирали poly(s2 U), у которой Tm на 57° выше, чем у спи
рали poly(U) с незамещенными урацилами, также обусловлена взаимо
действием S · · · N. 
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Рис. 1О. 3. Проекции хугстеновской двойной спирали poly (2-метилтио-А) · poly (U) 
на плоскости, параллельные и перпендикулярные оси спирали [887]. Части мо
лекулы, расположенные ближе к наблюдателю, изображены жирными линиями. 
Обратите внимание на стэкинг-взаимодействие S · · · N3 между соседними остат
ками аденина (цветной овал); это взаимодействие, по-видимому, стабилизирует 
структуру данного комплекса. 
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Самокомплементарные динуклеозидмонофосфаты ApU и GpC [(ристал
лизуются из водных растворов в виде натриевой соJШ [ 465, 466]. Кроме 
того, ApU можно получить в виде аммонийной соли (888], а GрС-в 
виде кальциевой [889]. Во всех случаях образуются мини-дуплексы со 
структурными параметрами, характерными для А-РНК (рис. 10.4). 

Дуплексы ApU и GpC проявляют все основные структурные свойства 
двойной спирали А-РНК. Как в кристаллах ApU, так и в кристаллах 
GpC образуются пары оснований уотсон-криковского типа. В случае 
GpC это не удивительно: с аналогичной ситуацией мы встречались 
в [(ристаллах мономерных GС-пар. Но, как мы видели в гл. 6, при со
кристаллизации мономерных производных аденина и урацила происхо

дит только хугстеновс[(Ое спаривание (структуры XXIII или XXIV на 
рис. 6.1). Однако в случае ApU конформация сахарофосфатного остова 
и в особенности стэmнг-взаимодействие налагают определенные огра

ничения на структуру молекулы, и это приводит к образованию исклю
чительно уотсон-криковских пар. 

Общие конформационные характеристики обоих дину[(леозидмоно

фосфатов сходны с таковыми для А- и А'-РНК (табл. 9.3). Оба дуплек
са, ApU и GpC, представляют собой лишь две «ступеньки» двойной 
спирали РНК, а «бесконечные» спирали, структура которых описана 
в табл. 10.1, были получены путем математической Э[(Страполяции 

[890]. Стру[(турные параметры синтетических ApU- и GрС-спиралей ха
рактерны для двойных спиралей А-, но не В-семейства. Это означает, 
что архитектура двойных спиралей полинуклеотидов определяется мик

роскопическими конформационными свойствами отдельных моно- иди

нуклеозидфосфатов и их взаимодействием, а не общими свойствами 

всей системы. 

Молекулы ApU и GpC в кристаллах сильно гидратированы, так что 
кристаллы напоминают концентрированные водные растворы. Это позво

ляет предположить, что обнаруженные структурные свойства не 
являются следствием «упаковочных» эффектов и сохраняются также 
в случае водных растворов. В связи с этим интересно отметить, что 

в натриевой соли GpC через димер проходит кристаллографическая ось 
2-го порядка, которая связывает между собой две моле[(улы GpC одно
го и того же дуплекса (рис. 10.4), точно так же, [(ак, согласно рентгенов
ской дифракции на волокнах, ось симметрии в двойных спиралях ДНК 

и РНК связывает разные цепи одной молекулы. В других кристалличе

ских структурах GpC и ApU кристаллографическая ось 2-го порядка от
сутствует, однако имеется псевдоось, которая точно та[( же связывает 

две молекулы одного дуплекса, и отклонение от идеальной (кристалло

графичес[(ОЙ) симметрии весьма незначительно. 
Схема координационных связей иона натрия с ApU свидетельствует 

о специфичности связывания натрия. В натриевой соли ApU один из двух 
присутствующих в структуре ионов натрия находится на псевдооси 2-го 
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Рис. 10.4. Молекулярная структура динуклеозидфосфатов GpC и ApU, получен
ная методом рентгеноструктурного анализа монокристаллов. В комплексе GpC 
(вверху) две молекулы связаны кристаллографической осью 2-го порядка, в ApU 
(в середине и внизу, две разные проекции)-псевдоосью 2-го порядка. Цветом вы
делены ионы натрия и координационные связи Na + с атомами 0 2 кетогрупп, 
атомами кислорода фосфатов и молекулами воды. Один из двух ионов натрия 
в ApU образует координационные связи с атомами кислорода двух остатков 
урацила и иллюстрирует специфическое связывание катиона с нуклеиновой кис

лотой. Структуры построены по координатам атомов, взятым из работ [ 465, 
466); атомы водорода и молекулы свободной воды не изображены, чтобы не за
громождать рисунок. 
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Табл и ц а 10.1. Сравнение параметров двойных спиралей А- и В-типа с пара

метрами, рассчитанными для «бесконечных» ApU- и GрС-спиралей [890] 

ApU GpC А-РНК А'-РНК А-ДНК В-ДНК 

Трансляция, А 2,36 2,59 2,81 3,0 2,59 3,38 
Вращерие, град 30,2 34,7 32,7 30,0 32,7 36,0 
Шаг, А 28,1 26,9 30,9 36,0 28,5 33,8 
Число остатков на 11,9 10,4 11,0 12,0 11,0 10,0 
виток 

Наклон оснований, 23 28 13 14 19 -6 
град 

порядка и образует координационные связи с атомами 0 2 кетогрупп 

обоих остатков урацила, расположенными в минорном желобке. 
Остальные положения в октаэдрической координационной системе на

трия заняты четырьмя молекулами воды (рис. 10.4). Лигандами другого 
иона натрия являются молекулы воды и атомы кислорода фосфатных 
групп, причем, когда в кристаллической структуре GpC этот ион заме
нен на ион кальция, лиганды не меняются. 

Специфичность координационного связывания иона натрия с остат

ками урацила в АрU-дуплексе обусловлена тем, что в данном случае 
расстояние между атомами 0 2 составляет всего 4 А, т. е. является 
идеальным для образования системы двух связей Na + · · · - О с симме
трией 2-го порядка. Для сравнения укажем, что в изоморфном дуплексе 

UpA расстояние 0 2 • · · 0 2 было бы равно ,....., 8 А, а что касается последо
вательностей GpC и CpG, то у них связыванию катиона с атомами 0 2 

ци:тозинов мешала бы аминогруппа гуанина [ 465]. 
Специфические взаимодействия катионов с основаниями, подобные 

тем, которые обнаружены в натриевой соли ApU, потенциально важны 
для нуклеиново-белкового узнавания. Можно предположить, что они 
изменяют локальную структуру двойной спирали и влияют на общую 
конфигурацию молекулы, особенно в случае ДНК (табл. 9.1). 

10.5. ПОВОРОТЫ И ИЗГИБЫ В СТРУКТУРЕ UpAH + 

UpA, как и ApU, представляет собой самокомплементарный динуклео
зидфосфат, который в принципе мог бы образовывать мини-спираль 
уотсон-криковского типа. Однако при кристаллизации из кислых рас

творов (10 - 3 М HCI) происходит протонирование аденина в положении 
N 1, что приводит к появлению цвиттериона Up - АН + , который не мо
жет образовывать уотсон-криковские пары. Вместо мини-спирали эле

ментарная ячейка содержит две кристаллографически независимые 
и различные молекулы динуклеозидфосфата А и В, причем обе они 
имеют неспиральную конфигурацию [317, 318, 891]. 

Стандарmая геометрия нуклеозидов и неспиральные углы вращения 
вокруг связей Р-0. В обеих молекулах UpAH + (рис. 10.5) нуклеозиды 
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Р11с. 105. Относительная ориентация нуклеозидов в молекулах А и В UpAH + (слева) и в А-РНК (справа; стрелкой показана ось 
спирали) [891]. Чтобы указать ориентацию рибозы, вместо атома кислорода 0 4 • нарисованы руки. Обратите внимание на проти
воположное направление рук (резкий поворот) в молекуле А и параллельные, но по-разному повернутые относительно верти
кальной оси руки в молекуле В. Поворот уридина в соответствующем направлении (см. рис.) на угол 110° переводит молекулу 
В в спиральную форму. Молекула В UpAH + изображена на рис. 4.20. 
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имеют стандартную конформацию: основания находятся в анти-ориен

тации, сахара-в С3.-эндо-конформации и угол у относительно связи 
С4.-С5• лежит в области + ск, т. е. нуклеозиды имеют такую геоме

трию, которая стабилизируется короткими водородными связями типа 
С-Н · · · 0 5• (рис. 4.20). Однако значения торсионных углов а. и ~ отно
сительно связей Р-0 у молекул А и В различаются. У молекулы А оба 
угла находятся в области + ск, поэтому два сахарных остатка смотрят 
в противоположные стороны (рис. 10.5). В молекуле В угол а. лежит 
в типичной для спиральной конформации области - ск, а угол ~ - в 
области ап, т. е. отличается от «спирального» на 110°. Как показано 
в разд. 15.4, первая структура представляет собой п1 -поворот, обнару
женный в некоторых петлях т РНК, для которых характерны резкие из

менения в направлении полинуклеотидной цепи. Вторую структуру пра
вильнее назвать неспиральным изгибом. 

Межмолекулярные контакты «основание-основание» и «основание -
сахар». В молекулах UpAH + угы вращения вокруг связей Р-0 та
ковы, что не позволяют основаниям сблизиться на расстояния, доста

точные для образования внутримолекулярного стэкинга, поэтому 

появляется межмолекулярный стэкинг между аденином и урацилом. 

Кроме того, каждое основание взаимодействует с атомом 0 4 • ближай

шей рибозы. Это характерное взаимодействие было ранее обнаружено 
в кристаллических структурах некоторых нуклеозидов (рис. 6.8). Оно ре
ализуется также в левых двойных спиралях (гл. 12). Дополнительно 
к этим «вертикальным» взаимодействиям основания образуют «гори

зонтальные» связи в парах АН+ ·АН + и U · U (структуры 11 и XVI на 
рис. 6.1). 
КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

В синтетических комплементарных дуплексах РНК и в различных при
родных РНК, таких, как тРНК, рибосомные РНК, РНК некоторых ви

русов и мРНК, образуются структурно близкие уотсон-криковские 
двойные спирали А- и А'-РНК. А-РНК-это двойная спираль 11-го по
рядка, тогда как А'-РНК-форма, наблюдающаяся при высоких концен
трациях соли,-спираль 12-го порядка. В обоих случаях сахарные остат

ки в цепи имеют конформацию С3.-эндо, следовательно, обе спирали 
принадлежат А-семейству. В случае poly(A) · poly(U) может происходить 
перегруппировка цепей, приводящая к образованию тройной спирали 

poly(A) · 2poly(U), в которой одновременно с уотсон-криковскими при
сутствуют хугстеновские пары. Хугстеновские пары оснований обнару

жены также в комплексе poly(U) · роlу(2-метилтио-А). Самокомплемен
тарные динуклеозидмонофосфаты ApU и GpC образуют двойные 
мини-спирали, тогда как динуклеозидфосфат U рАН + не может обра
зовывать уотсон-криковского дуплекса. В необычной изогнутой структу

ре UpAH + индивидуальные нуклеотиды находятся в «стандартной» 
конформации, но торсионные углы а. и С относительно связей Р-0 от
личаются от спиральных. 
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Структура ДНК 

РНК может1 находиться только в двух близких конформациях: А и А', 
причем обе они принадлежат А-семейству двойных спиралей (гл. 1 О). 
Напротив, ДНК в зависимости от окружающих условий (природы про
тивоиона и относительной влажности~ а также в зависимости от ну
клеотидной последовательности и нуклеотидного состава в случае син

тетических полинуклеотидов из повторяющихся блоков может при
нимать и другие конформации (гл. 9). Двойные спирали ДНК относятся 
либо к А-типу, где единственной представительницей является А-ДНК, 
либо к В-типу, который включает В-, В'-, С-. С'-, С"-, D-, Е- и Т-ДНК. 
Все перечисленные спирали являются правыми. Кроме того, было от
крыто семейство левых спиралей (Z-ДНК), и это еще раз подчеркивает 
<<Хамелеоновскую» природу ДНК, ее способность к адаптации. 

А, В, С и D-традиционные полиморфные модификации ДНК. Как сле

дует из гл. 9 (табл. 9.1 и 9.2), методом дифракции рентгеновских лучей 
на волокнах обнаруживаются и другие формы, но все они представляют 
собой незначительные модификации четырех основных структур. 

Интересно поведение ДНК, вьшеленной из фага Т2, в которой цито

зин замещен на 5-гидроксиметилцитозин. на 70% гликозилированный 
и еще на 5% дигликозилированный (схема 11.1). При высокой относи
тельной влажности эта ДНК находится в В-форме. При понижении 
влажности она, минуя стадию образования А-формы, непосредственно 
переходит в Т-форму [858] - D-подобную двойную спираль с симме
трией 81• Это напоминает поведение синтетических ДНК, у которых 
гуанозин замещен на инозин [824]. Если удалить гликозидные остатки, 
ДНК фага Т2 становится похожей на обычную ДНК и в зависимости 
от окружающих условий находится в А-, В- или С-форме (ниже мы 
остановимся на этих формах подробнее}. 

Для структуры двойных спиралей ДНК характерны снстематическне, 
зависящие от последовательности модуляции; правила Калладина. В оли

го- и полинуклеотидных двойных спира.;"1ях угол пропеллера пар поло

жителен, т. е. если смотреть вдоль длинной оси пары. ближнее основа

ние повернуто по часовой стрелке относительно дальнего (рис. 2.14, А}. 
Теоретические расчеты [836] показывают, что наличие пропеллера 
облегчает стэкинг-взаимодействие оснований вдоль оси двойной спира-
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ли. Однако, как показал Калладин [892а ], это приводит также к столк
новению соседних пуринов в противоположных полинуклеотидных це

пях. Под столкновением в данном случае подразумевается возникнове

ние стерически недопустимых контактов между атомами 0 6 гуанина и 

N6 аденина в главном желобке, если речь идет о последовательности 
пурин-(3', 5')-пиримидин, и между атомами N 3 , N2 гуанина и N 3 

аденина в минорном желобке для последовательности пиримидин-(3', 
5')--пурин (рис. 11.1 ); при этом контакты в минорном желобке почти 
вдвое более невыгодны, чем контакты в главном желобке. Стерически 
невыгодные контакты возникают главным образом в смешанных пу

рин-пиримидиновых последовательностях, тогда как в гомопуриновых 

или гомопиримидиновых последовательностях они практически отсут

ствуют. 

Указанных столкновений можно избежать, если осуществить любую 
комбинацию из четырех перечисленных ниже операций. 

1. Локально уменьшить угол пропеллера пар оснований. 
2. Изменить углы крена пар eR так, чтобы уменьшить невыгодный 

контакт, т. е. сильнее «открыть» пары (рис. 11.1, А). 
3. Сдвинуть пару оснований параллельно ее длинной оси и «вытя

нуть» пурин из спиральной стопки (рис. 11.1,Б). 
4. Уменьшить угол спирального вращения, чтобы минимизировать 

невыгодные взаимодействия (рис. 11.1, В). 
Эти правила были сформулированы в результате анализа кристалли

ческой структуры В-додекамера, описанной в разд. 11.2. Операции 1, 2 
и 4 приводят к изменениям углов спирального вращения (t), пропеллера 
(0р) и крена (6R) пары (см. рис. 2.14). Стратегия операции 3 связана с из
менением торсионного угла о, описывающего конформацию сахара (см. 
также разд. 11.2, где рассматривается антикорреляционный принцип). 

В случае А-ДНК возникает иная ситуация. Здесь, в отличие от 

В-ДНК, ось спирали не проходит через пару оснований, а располагается 
в главном желобке. Кроме того, пары наклонены примерно на 20°. Сле
довательно, стерически недопустимые контакты между соседними пури

нами противоположных цепей будут возникать только в минорном же

лобке для последовательностей пиримидин-(3', 5')-пурин (рис. 9.6); 
в области главного желобка таких контактов, очевидно, не будет. 

11.1. А-ДНК, ЕДИНСТВЕННАЯ ПРЕДСТАВИТЕЛЬНИЦА А-СЕМЕЙСТВА. 
ТРИ КРИСТАЛЛИЧЕСКИХ ОЛИГОНУКЛЕОТИДА А-ТИПА: 
d(CCGG), d(GGTATACC) И d(GGCCGGCC) 

Конформация А-ДНК близка к конформации А-РНК (табл. 9.3) [892]. 
И в том и в другом случае на виток спирали приходится 11 пар основа
ний. Однако расстояние между нуклеотидами вдоль оси спирали 
А-ДНК меньше (2,56 А), чем у А-РНК (2,81 А). Пары наклонены на 2ос 
относительно перпендикуляра к оси спирали и смещены относительно 

18-509 



Пиримидин - пурин 

Пурин - пиримидин 
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Рис. 11.1 Иллюстрация правил Калладина [892а ]. заимствованная из работы 
[892Ь]. А. Положительный угол пропеллера в двух соседних GС-парах двойной 
спирали ДНК nриводит к появлению зависящих от nоследовательности тесных 

контактов между остатками гуанина противоположных цепей. В последователь

ности пиримидин-3',5'-nурин (вверху) гуанины контактируют в минорном же

лобке (светлая широкая стрелка), в последовательности пурин-3',5'-пирими

дин (в середине)-в главном. Нежелательного контакта можно избежать, 

уменьшив угол пропеллера пар, изменив угол крена eR (внизу), уменьшив угол 
спирального вращения t (рис. В) или вытянув пурин (гуанин) из стопки основа
ний (рис. Б). Б. Невыrодные контакты между пуринами, показанные на рис. А, 

можно уменьшить, немного выдвинув GС-пары из стопки оснований (направле-
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ние сдвига показано стрелкой). Чтобы расстояние Р · · · Р при этом осталось 
прежним, должна несколько измениться конформация сахара : у пуриновых ну
клеозидов угол ь увеличивается, у пиримидиновых уменьшается. Согласно анти
корреляцнонному принципу (разд. 11.2), с изменением б изменяется и угол х. В. 

Увеличение угла спирального вращения от 36 до 45° (вверху) укорачивает рас
стояние между атомами N 3 в минорном желобке, уменьшение этого угла до 27° 
(внизу) удлиняет. Появление положительного угла пропеллера (см. определение 
на рис. 2.14) приводит к тому, что атом N 3 верхней пары (жирные линии) пере
мещается вниз (знак« - »),а атом N3 нижней (тонкие линии)-вверх. что приво

дит к невыгодному взаимодействию N 3 · · · N 3. При раскручивании спирали до 
угла спирального вращения 27° (внизу) эти контакты уменьшаются. 

18• 
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оси на 4,7 'А, так что ось попадает в главный желобок. Это приводит 
к появлению полости в центре струкrуры; кроме того, главный желобок 
становится глубоким, а минорный-мелким (см. гл. 9 и разд. 10.1, а так
же рис. 11.2). Самое удивительное, что сахар у А-ДНК находится в 
С3 .-эндо-, а не в С2.-эндо-конформации, как в случае всех других моди

фикаций ДНК. Отличается также ориентация сахара и основания отно

сительно гликозидной связи С1 .- N: у двойных спиралей А-типа угол 
х лежит в области - ап ( -160°), а у двойных спиралей В-типа-вобла
сти - ак ( - 100°). 

Рентгеноструктурный анализ кристаллов трех олигонуклеотидных ду

плексов, принадлежащих А-семейству. А-форма обнаружена также при 

кристаллографических исследованиях трех самокомплементарных оли

гонуклеотидов: d(CCGG), d(GGCCGGCC) и d(GGTATACC) [893, 893а, 
894, 894а]. Олигомеры были закристаллизованы в присутствии спирта, 
т. е. в условиях, которые способствуют дегидратации ДНК и облегчают 
В ~ А-переход [895]. Очевидно, однако, что стабилизации А-формы 
способствовало главным образом наличие GG-последовательности, 
присутствующей во всех трех олигомерах [893а]. Такой вывод можно 
сделать потому, что в случае других олигонуклеотидов при кристалли

зации из растворов, тоже содержащих спирт, были получены дуплексы, 
находящиеся в В-форме (разд. 11.2). 

Как видно из табл. 11.1, средние параметры спиралей олигонуклео
ТИдов близки к таковым для А-формы, полученным при дифракционных 
исследованиях волокон ДНК. Тем не менее имеются локальные вариа
ции в значениях этих параметров, а также в значениях углов пропеллера 

и крена пар, зависящие от последовательности и хорошо согласующие

ся с правилами Калладина. Так, в последовательности пиримидин-(3', 
5')-пурин атомы пуринов в минорном желобке вступают в невыгодное 
взаимодействие и угол крена пар 0R уменьшается на 10-15°. Во всех 
остальных динуклеотидных звеньях никаких тенденций в отклонениях 

локальных параметров от средних значений не наблюдается, что со
ответствует предсказаниям и отличает А-олигомеры от додекамера В
типа (разд. 11.2). 

Рис. 11.2. Структура А-ДНК, построенная по координатам, взятым из работы 
[843]. Приведены вид сбоку и сверху. Рисунки выполнены с помощью ЭВМ. А. 
Скелетная модель. Б. Объемная модель. Если наклонить спираль на ,.._. 30°, 
чтобы была видна форма минорного и главного желобков, получится почти та

кая же картинка, как на рис. 10.1, справа. Описание деталей графического пред

ставления и масштаб даны в подписи к рис. 10.1. При построении объемной мо
дели использовались те же входные данные, что и при построении скелетной 

модели. Радиусы атомов С, N и О равны соответственно 1,6, 1,5 и 1,4 А. Атомы 
водорода не указаны. Свет падает на молекулу сверху под углом 45°. Заметим, 

что глубокий и узкий главный желобок выглядит темным, потому что он нахо

дится в тени. 
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Таблиuа 11.1. Средние параметры олиrонуклеотилных спиралей А-типа и 
спирали А-ДНК [894а] 

Угол Рас- Ширина желобков 15 
стояние Угол 

спи- См еще-между наклона минор- глав-
Олигонуклеотид рально-

парами основа- f!Ие D, но го но го 
го вра-

ний, А 
щения, 

вдоль 

град 
оси спи- град 

рали. А 

d(GGTATACC) 32,2(1) 2,87 (1) 13,5 4,0 10,2 6,3 
d(1CCGG)2> 33,9(2) 2,85 (3) 14,0 3,7 10,6 4,8 
d (GGCCGGCC) 32,6(3) 3,03(4) 12,0 3,6 9,6 7,9 
А-ДНК3> 32,7 2,56 20 4,5 10,9 3,7 

1) Вандерваалъсова ширина желобков равна расстоянию между фосфатами минус 
5,8 А.. 

2 ) 5'-Концевой цитозин 1С иодирован в положении 5. 
3) Неопубликованные данные Арнотта и Чандрасекарана (1982); эти данные отли

чаются от приведенных в табл. 9.3. 

С3.-эндо-конформация сахара и корреляция торсионных углов а. и у. Во 
всех трех упомянутых выше олигонуклеотидах А-типа среднее расстоя

ние Р · · · Р равно ,...., 6 А. Это значение характерно для конформации са
хара С3,-эндо (рис. 9.3), которой также соответствуют значения торсион
ного угла Б, лежащие в узком интервале 80- 91° [894а] (табл. 11.2). 

Для того чтобы устранить невыгодные пурин-пуриновые контакты, 
пары оснований сдвигаются от своих средних положений в соответ

ствии с правилами Ка.шiадина. Однако в данном случае это достигается 
не благодаря изменению конформации сахара, как в случае В-ДНК 
(разд. 11.2), а вследствие вариации торсионных углов а., у и х, причем 
наблюдается заметная корреляция между значениями а. и у [894а] 
{табл. 11.2). Как видно из табл. 11.2, другие торсионные углы сохра
няют примерно постоянное значение вдоль цепи. В этом отношении 

спираль А-типа существенно отличается от В-ДНК, у которой З'-концы 

нуклеотидов более подвижны (т. е. углы Б, Е, ~ более вариабельны), чем 
5'-концы. 

В отличие от олигонуклеотидов В-типа фрагменты ДНК А-типа одно

родны и отношении структурных свойств отдельных остатков. Все са

харные остатки d(CCGG) и d(GGTATACQ имеют стандартную кон
формацию С3.-эндо. Зависящие от последовательности модуляции 

спиральной структуры, столь очевидные для олигомеров В-типа (см. ни

же), в данном случае не проявляются. Исключение составляет структура 

d (GGCCGGCQ, в которой наблюдаются некоторые отклонения в кон
формации четырех центральных нуклеотидов. Создается впечатление, 

что для двойных спиралей А-ДНК характерен более ограниченный диа

пазон возможных конформаций нуклеотидов (см. табл. 9.3). То же 
самое справедливо по отношению к А-РНК: в спиральных участках мо-



Таблиц а 11.2. Средние значения торсионных углов у олиrонуклеоnщных спиралей А-типа (894а]. В скобках указано стандарт
ное отклонение 

Ол:иrонуклеотнд 
CL 11 у б s ~ х 
(Р-0,.) (05.-С,.) (С,.-с •. ) (С •. -Сз.) (Сз·-Оз) (05.-Р) (C,.-N) 

d (GGTAT АСС) - 62(12) 173(8) 52(14) 88(3) - 152(8) - 78(7) - 160(8) 
d(1CCGG)11 - 73(4) 180(8) 64(10) 80(6) - 161 (7) - 67(4) - 161 (7) 
d (GGCCGGCC)21 - 75(36) 185 (13) 56(22) 91(18) - 166(19) - 75(19) - 149(10) 
r (GCG) d (Г ATACGC) - 69(31) 175(14) 55(22) 82(9) - 151(15) - 75(16) - 162(10) 
А-днк3> -50 172 41 79 -146 -78 - 154 
А-РНК3> -68 178 54 82 -153 -71 - 158 

' 1 5'-~сонцевой цитозин 1с иодироваи в положении 5. 
11 При усреднении не учитывалась значения уrлов б разупорядоченных сахарных остаnов GI в G2 в 1Срист8ЛJТИ'!ескоil структуре, опрс

делениоii при - 8°С. 
31 Неопубликованные данные Арвотта в Чандрасекараиа (1982); эти данные отличаются от приведенных в табл. 9.3. 
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лекулы тРНК (гл. 15) нет явных систематических, зависящих от после
довательности вариаций конформаций или вторичной структуры. 

Гибрид ДНК-РНК находиrся в А-форме, свойственной обоим типам 

нуклеиновых кислот. Так как двойные спирали А-ДНК и А-РНК кон
формационно изоморфны, не удивительно, что у гибридов ДНК-РНК 
полинуклеотидные цепи находятся именно в А-форме. При этом, за иск

лючением особых случаев синтетических полимеров (разд. 11. 7), ДНК 
В-типа должна перейти в А-форму до того, как она образует гибрид 
с РНК во время транскрипции. 

11.2. В-ФОРМА ПОЛИМЕРНЫХ МОЛЕКУЛ ДНК 
И ДОДЕКАНУКЛЕОТИДА d(CGCGAATTCGCG). 
ЗНА}(ОМСТВО С ДВОЙНЫМИ СПИРАЛЯМИ В-СЕМЕЙСТВА 

Если А-ДНК обладает рядом характерных особенностей, присущих семей

ству двойных спиралей А-РНК, то В-ДНК и родственные ей С- и D-ДНК 
принадлежат совсем другому классу -В-семейству двойных спиралей. 

У этого семейства фуранозные кольпа имеют конформацию С2,-эндо 

(или близкую ей С3,-экзо), расстояние между соседними фосфатами уве

личивается до 7 А (рис. 9.3), а угол х, описывающий вращение вокруг 
гликозидной связи C1.-N, оказывается в области - ак, в диапазоне 

- 90--:-- - 120°. В В-ДНК на виток спирали приходится 10 пар основа
ний и расстояние между нуклеотидами вдоль оси спирали составляет 

3,3 -;- 3,4 А. В результате у оснований наблюдается лишь небольшой от
рицательный наклон - 6°. Эти характеристики и определяют макроско
пическую структуру В-ДНК, подробно описанную в гл. 9 и представ
ленную на рис. 11.3: пары оснований расположены на оси спирали, 
размер главного и минорного желобков примерно одинаков, в стэкинrе 
участвуют лишь основания, принадлежащие одной и той же цепи, 

а перекрывание соседних оснований противоположных цепей отсут

ствует (рис. 9.6). 
Структурный анализ кристаллов· додекамера d(CGCGAATTCGCG) 

подтверждает. что В-ДНК в целом такова. какой ее представляли по ре

зультатам рентгеновской дифракции на волокнах. Кристаллы додекамера 

[центральная часть которого, d (GAATTC), представляет собой участок 
узнавания для рестриктазы] были выращены при рН 7,5 в водном рас
творе, содержащем Mg2 +, спермин и 2-метил-2,4-пентандиол (от 20 до 
30%)-спирт, который часто используют при кристаллизации белков. 

Самокомплементарная молекула в кристалле образует уотсон-криков
ский дуплекс, или, точнее, двойную спираль В-типа длиной чуть более 

одного витка. При подробном рассмотрении этой спиральной струк
туры были обнаружены новые важные факты. 

1. Спираль оказалась не прямой, а с изгибом в 19°, что отвечает ра
диусу кривизны 112 А (рис. 11.4). Этот изгиб обусловлен особенностями 
кристаллической упаковки, а не собственно структурными свойствами 

данного дуплекса [464]. Рассматривая двойную спираль ДНК как упру-
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гий деформируемый стержень и зная персистентную длину ДНК в рас
творе [815, 816, 897, 898], можно опенить, что для создания наблюдае
мой кривизны достаточно энергии 0,25-0,5 ккал на моль додекамера. 
Как будет видно из гл. 12, изгибание ДНК имеет большое значение для 
ее упаковки в хроматине и при образовании сверхспиральных молекул 

ДНК. 
2. Центральный фрагмент додекамера, включающий участок узнава

ния рестриктазы EcoRI d(GAATTC), имеет структурные особенности, ха
рактерные для ДНК В-типа, с 9,8 парами на виток. Однако концевые 
нуклеотидные триплеты, ограничивающие центральный фрагмент 
с двух сторон, имеют более сложную структуру. Примыкающие непос
редственно к центральному rексамеру пары смещены от локальной оси 

спирали в сторону минорного желобка, как в А-ДНК (рис. 11.5). Угол 
спирального вращения для двух последующих пар относительно ло

кальной оси равен ,.., 45°; это напоминает структуру D-ДНК. Однако, 
несмотря на эти нарушения pery лярности, неизменное вдоль всей цепи 
расстояние Р-Р, равное 6,68 А, указывает на то, что мы имеем дело 
с В-ДНК (для идеальной спирали А-ДНК это расстояние было бы рав
но 5,62 А) [895, 899] (табл. 11.З). 

3. Конформация сахара вдоль двойной спирали додекануклеотида не
постоянна: она меняется от С3.-экзо- до 04.-эндо-формы (табл. 11.З). Ес

ли описывать конформацию сахара с помощью торсионного угла б, то 
мы получим гауссово распределение с максимумом в области 
С1.-экзо-конформации (б ~ 123°). Как показывает рис. 11.6, конформация 
сахара четко коррелирует с величиной гликозидного торсионного угла 

х, а кроме того, для пиримидиновых нуклеозидов характерны более 
низкие значения угла б (04.-эндо), а для пуриновых-более высокие 

(С2.-эндо). При этом наблюдается поразительная антuкорреляцuя: точки 
{х, б), отвечающие двум разным нуклеотидам пары, располагаются на 
рис. 11.6 симметрично по отношению к средней точке (х, б). 

4. Правила Калладина и принцип антикорреляции эквивалентны. Как 
мы уже говорили в начале этой главы, модуляции структуры двухцепо

чечной ДНК можно объяснить на основе чисто механических соображе
ний. Для последовательностей пиримидин-(3', 5')-пурин изменение 
углов крена eR сопровождается «раскрытием» пар в минорный желобок, 
а для последовательностей пурин-(3', 5')-пиримидин-в главный; 
в случае гомопоследовательности eR не меняется в соответствии с пра
вилом 2 на с. 273. Правило 3 устанавливает прямую связь между гори
зонтальным сдвигом пары и торсионным углом б. Так как этот сдвиг 

«вытягиваеп) пурины из стопки оснований в спирали, торсионный угол 

8 для пуринов увеличивается до - 135° (рис. 11.6), а для пиримидинов 
уменьшается до ,.., 110°, и в результате расстояние между фосфатами 
остается неизменным, равным ,...., 6,8 А (см. также рис. 11.1, Б). 

5. Угол пропеллера пары равен 11° для dG-dC и 17° для dA-dТ, что 
существенно больше среднего значения 2,1°, полученного на основании 
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рентrеновских данных на волокнах [843]. Из кристаллической струк
туры додекамера следует, что наблюдающаяся для ОС-пары тенденция 
к уменьшению уrла пропеллера по сравнению с АТ-парой обусловлена 
не наличием дополнительной водородной связи, а тем, что, если бы 

этот уrол был больше, происходило бы столкновение аминоrруппы 
гуанина с соседними основаниями «сверху» и «снизу». 

6. В последовательности dT- dC- dG основание dC выдвигается «нз
под» dТи сильнее перекрывается с dG (рис. 11.5). Отметим, что сходные 
тенденции наблюдаются при образовании стопок оснований в водном 
растворе (rл. 6). 
И так, анализ кристаллической структуры упомянутоrо выше В-доде-

в 

Риt.. 11.3. Структура В-ДНК, построенная по координатам, указанным С. Ар
ноттом и Р. Чандрасекараном (1981). Описание деталей графического nредстав
ления и масштаб щшы в подписи к рис. 10.1. Приведены вид сбоку и сверху. А. 

Скелетная модель. Б. Объемная модель. В. Спираль наклонена под углом 32° 
в направлении от наблюдателя ; при таком наклоне хорошо видны · минорный 
(М) и главный (Г) желобки. 
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Рис. 11.4. Две проекции молекулярной структуры двойной спирали 

d(CGCGAATTCGCG), построенные по результатам ренпеноструктурного ана
лиза монокристаллов [ 464]. Приведены две взаимно перпендикулярные проек
ции, поэтому можно рассмотреть оба желобка-главный (слева) и минорный 
(справа). На рисунке справа отчетливо видно, что двойная спираль искривлена. 

Фосфатные группы затемнены, атомы водорода не указаны. 

камера показал. что двойную спираль ДНК не следует рассматривать 
как однородный стер:ж:ень, каким она казалась на основании рентгенов
ских дифракционных данных на волокнах. В структуре ДНК наблю
даются систематические, зависящие от нуклеотидной последовательно
сти модуляции. которые, вероятно. ва:ж:ны при нуклеuново-белковом 
узнавании. С другой стороны, двойные спирали РНК и ДНК А-типа бо
лее однородные по структурным свойствам и не проявляют обнаружен
ного у В-ДНК полиморфизма, к подробному рассмотрению которого мы 
сейчас перейдем. 

11.3. «В-ДНК С ЧЕРЕДОВАНИЕМ КОНФОРМАЦИЙ» 
И ТЕТРАНУКЛЕОТИД d(pATAT) ; d(ТрА) -ДИНУКЛЕОЗИДФОСФАТ, 
ОБРАЗУЮЩИЙ СПИРАЛЕПОДОБНУЮ СТРУКТУРУ 

Олигодезоксинуклеотид с чередующейся последовательностью 

d (рА ТАТ) был закристаллизован в виде аммонийной соли при добавле
нии ацетона в водный раствор олигонуклеотида [359]. Можно было бы 
ожидать, что этот самокомплементарный тетрамер образует антипарал
лельную двойную спираль уотсон-криковского типа, аналогичную тем, 

которые мы только что рассматривали, или аналогичную дуплексам 

ApU и GpC [465, 466]. Однако такая структура реализовалась лишь ча
стично : каждый тетрамер d (рАТ АТ) оказался связан уотсон-криковски-



tnn 

Структура ДНК 285 

1 

17 
24 2 7 

8 

22 18 

3 

16 в 

21 9 
17 

22 

15 

20 

16 

21 

5 14 

15 

6 
20 

13 

18 6 

14 

7 

19 

Рис. 11.5. Перекрывание L1 пар оснований в додекамере d(CGCGAAТТCGCG) 
[895]. Последовательность оснований отвечает указанным сбоку номерам: от 
1 до 12 в одной цепи и от 13 до 24 в другой. Заметим, что стэкинг оснований 
и конформация сахарных остатков в центральном rексамере d (GAATTC) (ступе
ни 4-8) отличаются большей регулярностью, чем в случае «внешних» участков; 
сравните ступени 9 (подобна А-ДНК) и 10 (подобна D-ДНК). Все пары, за ис
ключением концевых, представлены на рисунке дважды и показаны в одной 

и той же ориентации относительно наблюдателя. 
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Таблиц а 11.ЗА. Конформационные параметры В-спирали додекамера 
d(CGCGAATTCGCG) [899, 899а] 

Уrлы в град 

Остаток 
l у Е 

Cl - 105 - 174 157 - 141 - 144 
G2 - 111 - 66 170 40 128 - 186 - 98 
С3 - 135 - 63 172 59 98 - 177 - 88 
G4 - 93 - 63 180 57 156 - 155 - 153 
А5 - 126 - 43 143 52 120 - 180 - 92 
А6 - 122 - 73 180 66 121 - 186 - 89 
Т7 - 127 - 57 181 52 99 - 186 - 86 
Т8 - L26 - 59 L 73 64 109 - 189 - 89 
С9 - 120 - 58 180 60 129 - 157 - 94 
G 1 О - 90 - 67 169 47 143 - 103 - 210 
С 11 - 125 - 7 4 L 39 56 136 - 162 - 90 
G 12 - 112 - 82 176 57 111 

СlЗ - 128 - 56 137 - 159 - 125 
G14 - 116 - 51 164 49 122 - 182 - 93 
С15 - 134 - 63 169 60 86 - 185 - 86 
G 16 - 115 - 69 L 71 73 136 - 186 - 98 
А17 - 106 - 57 190 54 147 - 183 - 97 
А18 - 108 - 57 L86 48 130 - 186 - 101 
Т19 - 131 - 58 174 60 109 - 181 - 88 
Т20 - 120 - 59 179 55 122 - 181 - 94 
С21 - 114 - 59 185 45 110 - 177 - 86 
G22 - 88 - 67 179 50 150 - 100 - 188 
С23 - 125 - 72 L39 45 113 - 174 - 97 
G24 - 135 - 65 171 47 79 

Сред

нее - 177 - 63 171 541> 123 - 169 - 108 
±SD 
В-
Д Н К 2) 

ВF
ДНК3) 

АF
днк3> 

14 8 14 8 21 
- 119 - 61 180 57 122 

- 102 - 41 136 38 139 

- 154 - 90~ 149 47 83 

25 34 
-187 -91 

- 133 - 157 

- 175 - 45 

Конформа

ция сахара 

С2.-эндо 
С1 --ЭКЗО 
04.-ЭКЗО 
С2.-эндо 
С1.-экзо 
С1.-экзо 
04.-эндо 
С1.-экзо 
С1.-экзо 
С2.-эндо 
С2.-эндо 
С1--ЭКЗО 

С2.-эндо 
С1.-экзо 
04.-эндо 
С2.-эндо 

С2.-эндо 
С2.-эндо 
С1--ЭКЗО 
с •. -экзо 
С1.-экзо 
С2.-эндо 
с •. -экзо 
С3--эндо 

Расстояние 

между со

седними 

~томами Р 
одной цепи, 

А 

6,64 
6,47 
6,83 
6,88 
6,90 
6,29 
6,87 
6,70 
6,55 
7~05 

6,62 
6,45 
7,12 
6,77 
6,71 
6,70 
6,70 
6,17 
6,60 
6,68 

l) При усреднении величина у для Cl не учитывалась, поскольку в данном слу
чае она отражает концевые эффекты. 

2) По данным для знерrе1ически уточненной структуры В-ДНК [836). 
3) По дифракционным данным на волокнах [304]. 



Ьз 

Структура ДНК 287 

Та б л и ц а L l .ЗБ. Локальные параметры В-спирали додекамера 

d(CGCGAATTCGCG) [899, 899а] 

Расстояние 

Лара осно- Уrол про- Уrол спираль- Число пар 
между парами 

ваний 
пеллера ер. ноrо враше- оснований п 

вдоль оси 
rрад ния1) t, трад на виток спирали h, А 

C1/G24 13,2 + 2,0 
38,3 + 1,1 9,40 + 0,27 3.36 + 0,01 

G2/C23 11,7+2,1 
39,6 + 6,1 9,09 ± 1,40 3.38 + 0,08 

C3/G22 7,2 + 2,1 
33,5 ± 2.1 10.75 ± 0,67 3,26 ± 0,05 

G4/C21 13,2 + 1,9 
37,4 + 1.7 9,63 ± 0,44 3.30 + 0,10 

А5(Г20 17,1 ± 2,1 
37,5 ± 0,9 9,60 ± 0,23 3,27 + 0.02 

А6(Г19 17,8 + 2,1 
32,2 ± 2,1 11,18 + 0,73 3,31 ± 0,03 

Т7/А18 17,1 + L,9 
36,0 + 2,8 10,00 + 0.78 3,29 + 0.01 

Т8/А17 17,1 + 2,0 
41,4 + 2,1 8,70 + 0,42 3.14 ± 0.02 

C9/G16 18,6 + L,9 
32,3 + 1,3 11,11 ± 0,45 3,56 ± 0,07 

G10/C15 4,9 ± 1,9 
44,7 + 5,4 8,05 ± 0,97 3,21 + 0,18 

C11/G14 17,2 + 1,9 
37.О + 1,9 9,73 + 0,50 3,54 + 0,19 

G12/C13 6,2 + 2,3 
Среднее 13,4 ± 4,9 37,3 ± 3,8 9,75 + 0,98 3,33 + 0,13 
А-ДНК 32,7 11,0 2,56 
В-ДНК 36,О 10,0 3,38 
С-ДНК 38,6 9,33 3,31 
D-ДНК 45,0 8,0 3,03 

l) Эти параметры получены как уrлы между вектором, соединяющим атомы С1 . и N 
одНоrо нуклеотида и вектором. соединяющим такие же атомы следующеrо по цепи 

иуклеотида (см. rл. 2). 

ми парами с двумя партнерами, симметрично сдвинутыми в обе сто
роны на два нуклеотида относительно исходного тетрамера. 

В результате получились две короткие двойные спирали d(pApT) и не
спиральный центральный фрагмент d(pTpA) (рис. 11.7). 

Конформация фосфодиэфнрных связей непостоянна. Торсионные углы 
сх и~. описывающие ориентацию относительно связей Р-05• и Р-03., 
для двух спиральных фрагментов d(pApT) каждой молекулы тетрамера 
лежат в области - ск, как того требует спиральная геометрия. Однако 
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у центральной фосфодиэфирной связи угол ~ находится в области ап, 

а а-в области - ск, что характерно для структуры Р 2 , представленной 

на рис. 4.26. В результате остов в этом месте вытягивается и спираль
ная структура нарушается (рис. 11.7). Чтобы восстановить конформа
цию двойной спирали, нужно изменить величину угла ~ от 168 до 
- 1()()0 (см. об этом более подробно ниже). 

Фуранозные кольца, связанные с пуринами, имеют конформацию 

С3.-эндо, а связанные с пиримидннамн-С2.-эндо. Наиболее удивительная 
структурная особенность молекулярного комплекса d(pATAT) состоит 
в том, что конформация сахарных остатков чередуется. Вследствие это
го заметно различаются торсионные углы относительно гликозидной 

связи: для аденозинов угол х равен ,..., - 160°, для тимидинов ,..., - 110°. 
Почему d (рА ТАТ) не образует непрерывной тетрануклеотидной двой

ной спирали? Сравнение с d (ТрА). Неспособность тетрануклеотида 
d (рАТ АТ) к образованию непрерывной спирали, по-видимому, обуслов
лена слабым перекрыванием оснований d (ТрА) в спиральной структуре. 
Это в корне отличается от сильного перекрывания в двух фрагментах 
d(ApT): сравните последовательности пиримидин-3', 5'-пурин и пу
рин-3'~ 5'-пиримидин для В-ДНК на рис. 9.6. В гипотетической двой
ной спирали d (рА ТАТ) с чередующейся конформацией сахара перекры
вание оснований в последовательности пиримидин-3', 5'-пурин оказа
лось бы еще хуже [900]. Данные по динуклеотидам d(pTpA) и d(pApT) 
в водном растворе, полученные методом ядерного магнитного резонан

са, подтверждают такую интерпретацию. Они четко указывают на то, 

Рис. 11.6. Иллюстрация антикорреляционного принципа [895]- Вверху: линейная 
зависимость гликозидного угла х от конформации сахара, определяемой тор
сионным углом о (С5.-С4.-С3.-03.). Точки для нуклеотидов додекамера 

d (CGCGAATTCGCG) указаны с помошью последовательных номеров, точки 
для центрального участка комплекса d (CGTACG) с дауномицином (разд. 
16.3)-символами А4, ТЗ; точки для классических А-ДНК и В-ДНК по диф

ракционным данным на волокнах - символами AF и BF соответственно. Цветные 
символы отвечают пуринам, черные - пиримидинам. Нормированные гауссовы 

распределения (слева и внизу) показывают, что для пуринов характерны более 

высокие значения х и о, чем для пиримилинов. Точки для двух оснований одной 

пары расположены почти симметрично относительно о= 123° (ер. точки для 
партнеров разных пар: 1 и 24, 2 и 23, 3 и 22 и т. д.). Вдоль верхней горизонталь
ной оси указаны отвечающие данному значению о конформации сахара. Внизу: 
объяснение корреляции xfo. Чтобы расстояние 0 3• • • • С5• оставалось неиз
менным, а расстояние Р · · · Р по всей длине додекамера было равно 6,68 А, при 
повороте сахара из положения (а) в положение (б) должно происходить умень
шение о и переход этого угла из области ак в область ск {от 150 до 85°). Как от
мечалось в разд. 4.5 и как видно из представленного на рисунке распределения 
величин х. для пуринов характерны меньшие по абсолютной величине отрица

тельные значения х. чем для пиримидинов. 

19-509 
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Рис. 11.7. Кристаллическая структура олигонуклеотида d(pATAT) [359]. Чем 
ближе к наблюдателю расположены нуклеотиды, тем сильнее они затемнены ; 

цветные линии -это водородные связи. Стрелками отмечены те связи Р-03., 
углы вращения ~ вокруг которых лежат в области ап ; при этом спиральная 

структура разрушается. 

что для второго типа молекул существенной структурной особенностью 
является наличие стэкинга, тоrда как в молекулах d(pTpA) стэкинг 
практически отсутствует (901]. 

Для тоrо чтобы объяснить, как выглядит «полимерная» структура, К&

торую образует дииуклеозндфосфат d(TpA), пришлось предположить, что 
стэкинг в молекуле d(TpA) отсутствует [902, 902а]. При выпаривании 
водного раствора аммонийной соли d(TpA) образуются пленки, рентге
нограммы которых напоминают рентгенограммы волокон А-ДНК. 
Предполагается, однако, что из димеров d(TpA) формируется двойная 
спираль не с уотсон-криковскими, а с хугстеновскими парами основа

ний. При этом каждая молекула d(TpA) образует пары с дву.мя партне
рами. В результате из элементов d (ТрА) формируется спиралеобразная 
структура. Весь полимерный комплекс стабилизируется главным обра-
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зом благодаря стэкинг-взаимодействиям dA-dA, значительно более 
сильным, чем стэкинг «dT-нa-dA», который имел бы место в уотсон
криковской структуре (см. обсуждение иерархии стэкинг-взаимодействий 
в разд. 6.6). 

<<В-ДНК с чередованием конформаций»-это гипотетическая модель 

<<В-ДНК-образной» двойной спирали, в которой, как и в тетрануклеотиде 
d (рАТ АТ), соблюдается принцип чередования определенных конформа
ций [900, 900а]. Чтобы сконструировать такую модель исходя из струк
туры d (рАТ АТ), потребовалось перевести угол вращения вокруг связи 
Р-03 . у центрального фрагмента d(TpA) из области ап в область - ск. 
Это позволило получить двойную спираль В-типа, структуру которой 

затем уточняли путем минимизации энергии. Полученная модель суще
ственно отличалась по своим структурным характеристикам от «класси

ческой» В-ДНК. Конформации сахаров, как и в тетрануклеотиде, чере
довались: у аденозинов С3.-эндо, у тимидинов С2.-эндо. Соответственно 
менялась ориентация сахара и основания относительно гликозидной 

связи. Для всех нуклеотидов В-ДНК углы вращения ci и ~ относительно 
связей Р-0 были равны -60 и -90° соответственно, а у «В-ДНК 
с чередованием конформаций» ci = ~ = -60° для фрагментов d(ApT) и 
ci = - 50°, ~ = - 120° для фрагментов d (ТрА). 

Существование «В-ДНК с чередованием конформаций» подтверждает

ся экспериментально и имеет биологический смысл. О том, что «В-ДНК 

с чередованием конформаций» действительно существует, свидетель
ствует ряд экспериментальных данных. В спектрах ЯМР растворов 
и волокон поли- и олигонуклеотидов с чередующимися последователь

ностями пик резонансного поглощения 31 Р имеет вид дублета, что 
указывает на наличие двух типов фосфатов с разным химическим окру
жением; этот факт согласуется с гипотезой о чередовании значений 

уrлов вращения вокруг связей Р-0 [903-905]. Кроме того, в случае 
двойной спирали poly(dA- dT) ·poly(dA-dT) I'ипотеза о чередовании 
конформаций подтверждается двумя типами биохимических данных. 
Во-первых, при ферментативном расщеплении комплекса ДНКазой 
1 образуются только фрагменты, несущие на 5' -конце нуклеотид dT 
[906], хотя двойную спираль природной ДНК этот фермент расщепляет 
в любом месте [907]. Во-вторых, константа связывания lас-репрессора 
с poly(dA-dT)-poly(dA- dT) почти в 1000 раз больше. чем в случае 
ДНК тимуса теленка [908]. Это различие в константах связывания мож
но было бы считать следствнем узнавания белком специфической ну
клеотидной последовательности. Однако /ас-репрессор так же охотно 
образует комплексы с рядом химически модифицированных аналогов 
poly(dA-dT), у которых метильная группа остатков тимина замещена 
на галогены или гидрофобные группы. На основании этого результата 

был сделан вывод о том, что взаимодействие между упомянутыми за
местителями и соседними остатками аденина индуцирует образование 
«В-ДНК с чередованием конформаций» и стабилизирует ее структуру 
[900]. 
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11.4. УНИКАЛЬНАЯ КОНФОРМАЦИОННО ЖЕСТКАЯ 
ДВОЙНАЯ СПИРАЛЬ POLY(dA) · POLY(dТ) 
И ЕЕ ПЕРЕХОД В ТРОЙНУЮ СПИРАЛЬ 

Спираль poly(dA)· роlу(dТ)-это единственная двойная спираль, у которой 
в водном растворе на виток приходится 10,0 пар оснований. Гомополи
меры poly(dA) и poly(dT) могут образовывать комплекс уотсон-криков
ского типа с соотношением цепей 1: 1. Этот комплекс при низкой кон
центрации соли и высокой относительной влажности волокон имеет 

структуру типичной В-ДНК. В случае водных растворов в спиралях 

природных ДНК и у аналога с чередующейся последовательностью, 

poly(dA-dT), на виток приходится 10,5 + 0,1 пар оснований, а у двой
ной спирали poly(dA)·poly(dТ)-10,1+0,1[909,910, 910а]. Это единствен
ный случай, когда структурные характеристики В-ДНК в волокнах и в 

растворе полностью совпадают. Тот факт, что спираль poly(dA)·poly(dТ) 
не переходит в другие структурные формы, а также наличие у нее 
особого спектра КД и ее неспособность образовывать нуклеосомы при 
взаимодействии с гистоновыми октамерами [910] свидетельствуют 
о том, что этот полинуклеотид действительно отличается от молекул 

ДНК с чередующимися или случайными последовательностями. 

Переrруппировка в трехuепочечную спираль poly(dA) · 2poly(d1). Так 
как кристаллическая упаковка в волокнах poly(dA) · poly(dT) отличается 
от упаковки обычной В-ДНК, а шаг спирали меньше на 0,8 'А 
(табл. 9.4), спираль poly(dA)- poly(dT) была названа В'-ДНК [843). Если 
в случае волокон poly(dA)·poly(dT) повысить концентрацию соли (или 
понизить относительную влажность~ нормального В -+ А-перехода не 
происходит. Вместо этого цепи перегруппировываются, двухцепочечная 

спираль превращается в трехцепочечную и появляется одноцепочечный 

полинуклеотид, как в системе poly(A) · poly(U), (разд. 10.2). В обоих слу
чаях в глубоком главном желобке уотсон-криковской двойной спирали 

А-типа (А-ДНК) размещается еще одна пол~нуклеотидная 
цепь-роlу(Ру), которая образует хугстеновские пары с poly(Pu). Эти две 
цепи параллельны, тогда как в уотсон-криковском дуплексе цепи анти

параллельны. Общая конформация тройных спиралей рибо- и дезокси
риборядов одинакова (рис. 11.8, табл. 9.4). 

11.5. ДВОЙНАЯ СПИРАЛЬ С-ТИПА У ПРИРОДНЫХ ДНК 
И СИНТЕТИЧЕСКИХ ПОЛИНУКЛЕОТИДОВ 

При исследовании волокон ДНК методом рентгеновской дифракции 
было показано, что если литиевую соль природной ДНК поместить 

в условия с достаточно низкой относительной влажностью (44-66%), то 
образуется новая форма, С-ДНК (рис. 11.9; табл. 9.1). Такую же форму 
ДНК можно получить при высокой концентрации соли и значениях 

влажности, промежуточных между теми, при которых образуются А

и В-ДНК [857], используя в качестве противоиона натрий. Аналогичные 
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Рис. 11.8. Тройная спираль 
poly (dT) · poly (dA) · poly (dT). Дополни

тельная цепь poly(dT) (на рисунке 
слабо окрашена) размещается в глав
ном желобке двойной спираm1 

poly(dT)·poly(dA) А-типа с уотсон
криковскими парами и антипарал

лельными цепями. Эта цепь идет па

раллельно poly(dA) и образует с ней 
хугстеновские пары. Описание деталей 

rрафического представления и масш

таб даны в подписи к рис. 10.1. Спи
раль построена по атомным коорди

натам, приведенным в работе [859]. 
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данные были получены методом инфракрасного линейного дихроизма 
на ориентированных пленках ДНК, выделенной из различных вирусов 

и сильно различающейся по ну.клеотидному составу. В этих исследова
ниях, кроме того, было выявлено наличие еще одного фактора, способ
ствующего В__. С-переходу,-низкое ОС-содержание образца [911] 
(рис. 9.1). 

До недавнего времени С-ДНК рассматривали как промежуточную 

форму между А- и В-ДНК, которая образуется при особых сочетаниях 
солевых условий и влажности, пока не бьmи получены данные, показав
nmе, что С-ДНК так же важна, как А- и В-ДНК [911а]. Оказалось, что, 
если уменьшать концентрацию Na + и влажность, можно перевести в С-

Рис. 11.9. Структура С-ДН~ построенная по атомным координатам, приве
денным в работе [94]. Описание деталей rрафического изображения и масштаб 
даны в подписи к рис. 10.1. Приведены вид сбоку и сверху. А. Скелетная модель. 

Б. Объемная модель. В. Спираль наклонена на угол 32° в сторону от наблюдате
ля; при таком наклоне хорошо видны минорный (М) и главный (Г) желобки. 
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форму природные ДНК с GС-содержанием от 31 до 72% и даже г лико
зилированную ДНК фага Т2. Если затем опять медленно добавлять во
ду, происходит обратимый С --+ А --+ В-переход. 

С- и В-ДНК имеют сходную структуру. У нецелочисленной двойной 
спирали С-ДНК, шаг которой равен 30,9 А и число пар оснований на 
виток составляет 9,33, структурный мотив повторяется через каждые 
три витка, или через 28 пар оснований, т. е. спираль обладает симме
трией 283 (табл. 9.1, дополнение 9.1). Дезоксирибоза имеет конформа
цию С3.-экзо (или практически эквивалентную ей С2.-эндо), как 
в В-ДНК. Пары оснований наклонены на угол - 8° относительно пер
пендикулярного к оси положения, поэтому расстояние между нуклеоти

дами вдоль оси спирали несколько меньше (3,31 А), чем в В-ДНК. Ось 
С-ДНК располагается в минорном желобке двойной спирали, D = -1,О 
А, т.е. в А-ДНК ось спирали находится в главном желобке, в В-ДНК 
она проходит через пару, а в С-ДНК смещена в сторону минорного же

лобка (рис. 9.5). Желобки близки по размерам к желобкам В-ДНК; при 
этом главный желобок несколько мельче, а минорный глубже. В целом 
по конформационным параметрам С-ДНК похожа на слегка изменен
ную В-ДНК (табл. 9.3). 

В С-форму моrут переходить не только природные ДНК. но и синтети

ческие полинуклеотиды с определенной последовательностью. Методом 

рентгеновской дифракции на волокнах была обнаружена не только 
двойная спираль 9,33 1 с симметрией 283, но и две целочисленные спира
ли с симметрией 91 и 182 у полинуклеотидов с повторяющимся три

и динуклеотидным мотивами соответствеmю [824] (табл. 9.1). В случае 
синтетических полинуклеотидов из повторяющихся блоков, в которых 

гуанозин замещен на инозин, конформация А-типа заменяется на кон
формации С- и О-типов. А-ДНК не образуется даже при сильном изме

нении условий. По-видимому, такое поведение связано с гидратацией 

ДНК (см. гл. 17). 

11.6. D-ФОРМУ ОБРАЗУЮТ ТОЛЬКО ДНК, СОДЕРЖАЩИЕ УЧАСТКИ 
С ЧЕРЕДУЮЩЕЙСЯ А,Т-ЛОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬЮ, 
И ДНК ФАГА Т2 

Природные ДНК не образуют двойных спиралей D-типа. Исключение со
ставляют АТ-богатые участки в ДНК с чередующимися последователь
ностями и ДНК фага Т2, которую отличает высокая степень модифика

ции. В этой ДНК вместо цитозина содержится 5-гидроксиметилцитозин, 

а кроме того, она гликозилирована более чем на 70% (схема 11.1). Кон
формационные параметры ДНК фага Т2 (Т-ДНК) близки к таковым 
для D-ДНК (табл. 9.3 и 9.4). 

Синтетические полинуклеотиды, у которых отсутствуют остатки гуа

нозина, находятся не в А-, а в D-форме. Если полинуклеотид 
poly( dG- dC) находится в основном в А-конформации вплоть до отно
сительной влажности 92% (табл. 9.1), то для poly(dA-dT)-poly(dA-dТ) 
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Схема 11.l Структурные формулы однократно(/) и двукратно (П) гт~козилиро

ванного 5-гидроксиметилцитидина, который содержится в ДНК некоторых фа
гов. dR - дезоксирибоза. 

эта конформация представляет собой метастабильное структурное со
стояние [845, 845а]. Полинуклеотид po1y(dA- dA-dT)·poly(dA- dT 
-dT) образует только структуры В- и D-типов; А-форма не обнаружена 
также в случае комплементарных полидезоксинуклеотидов, у которых 

гуанозин замещен на инозин (разд. 11.5). 
Двойная спираль D-ДНК закручена сильнее, чем В-ДНК, и имеет 

очень rлубокий, узкий минорный желобок -удобную полость для размеще

ния молекул воды и катионов. В D-ДНК, как и в других двойных спира
лях В-семейства, фуранозные кольца находятся в конформации С3.-экзо. 

По сравнению с В-ДНК эта спираль закручена значительно сильнее: на 
~иток приходится всего восемь пар оснований, высота витка равна 24,3 
А. Отсюда следует, что угол спирального вращения в D-ДНК равен 45°, 
а расстояние между нуклеотидами вдоль оси спирали составляет 3,03 А. 

0 
Ось проходит через минорный желобок двойной спирали, D = - la8 

А (рис. 9.5); поэтому вандерваальсов диаметр спирали равен 21 А, 
а угол наклона пары относительно перпендикулярной к оси плоскости 

составляет - 16° в отличие от угла + 20° для А-ДНК (рис. 11.10, 
табл. 9.4). Поскольку ось спирали проходит через минорный желобок, 
главный желобок становится более мелким, чем у В- и С-ДНК, а ми
норный-очень глубоким и узким. Из-за этого в свою очередь фос-
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фатные и кетогруппы (02 ) противоположных цепей подходят друг 

к другу настолько близко, что у молекул воды и катионов появляется 

возможность образовывать поперечные сшивки и тем самым стабили
зировать конформацию D-ДНК. В недавно опубликованной работе по 

poly(dA-dT) предполагается, что этот полинуклеотид образует левую 
спираль [845а]. 
ДНК фага Т2-единсmенная из извесmых природных ДНК, находн

щаися в D..форме. В волокнах при относительной влажности выше 95% 
эта ДНК находится в В-форме, число нуклеотидов на виток равно 10. 
По мере уменьшения влажности число пар оснований на виток посте
пенно уменьшается, и при относительной влажности 600/о образуется 

спираль с восемью парами оснований на виток. Из того факта, что В -+ 

-+ Т-переход осуществляется постепенно, можно заключить, что закру

чивание спирали не сопряжено с преодолением какого бы то ни бьшо 

энергетического бсрьера, и параметры спирали ДНК фага Т2 плавно 
меняются в широком диапазоне значений относительной влажности. 

в 

Рис 11.10. Структура D-ДНК, построенная по атомным координатам для 
poly (dA-dТ), представленным в работе [845]. Описание деталей изображения 
и масштаб даны в подписи к рис. 10.1. Приведен вид сбоку и сверху. А. Скелет
ная модель. Б. Объемная модель. В. Спираль наклонена под углом 32° в сторо
ну от наблюдателя; при таком наклоне хорошо просматривается геометрия ми
норного (М) и главного (Г) желобков. 
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Рис. 11.11. Структура Т-ДНК-геометриче

ского аналога D-ДНК; в этой форме нахо
дится ДНК фага Т2 с 5-гликозилированными 

цитозиновыми остатками. Приведены вид 

сбоку и сверху двойной спирали 8-го поряд

ка; проекции построены по координатам, 

приведенным в работе [858]. 5-заместители 
в остатках цитозина на рисунке не указаны. 

Описание деталей изображения и масштаб 
даны в ПОДПИСИ к рис. 10.1. 

Напротив, у обычных ДНК В -+ А-переход осуществляется скачкообраз

но. Это указывает на наличие энергетического барьера между состоя
ниями с конформациями сахара С3.-экзо и С3.-эндо [858]. 

В ДНК фага Т2 на виток спирали высотой 27 ,2 А приходится восемь 
нуклеотидов и, таким образом, расстояние между нуклеотидами вдоль 

оси спирали равно 3,4 А. Поэтому для Т-ДНК характерен лишь неболь
шой отрицательный наклон пар - 6°, что существенно меньше вели
чины - 16°, свойственной D-ДНК (рис. 11.11). Сахар находится в 

С2.-эндо (или С3.-экзо)-конформации, что приводит к смещению оси спи

рали от центра пары на - 1,43 А, т. е. в сторону минорного желобка. 
В результате у спирали ДНК Т2 минорный желобок глубокий и узкий, 

а главный-мелкий и широкий. 

11.7. ГИБРИДЫ ДНК-РНК ОБРАЗУЮТ ТОЛЬКО ДВОЙНЫЕ СПИРАЛИ 
ТИПА А- И А'-РНК. ПОЛИМЕРЫ И ОЛИГОМЕР r(GCG)d(T АТ ACGC). 
В-СПИРАЛЬ POLY (А)· POLY ( dT) 

Гибриды ДНК - РНК имеют большое биологическое значение. Они обра
зуются при транскрипции последовательности оснований ДНК в ком

плементарную ей последовательность информационной РНК Процесс 



--

Структура ДНК 

Рис. 11.12. Структура ДНК - РНК-гибрида, 
poly(I)· poly(dC), в А'-форме. Приведен вид 

сбоку и сверху. Проекции построены по 

координатам, приведенным в работе [849]. 
Описание деталей изображения и масштаб 

даны в подписи к рис. 10.1. 

' 
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транскрипции катализирует РНК-полимераза-фермент, который, 

связываясь с двойной спиралью ДНК, разделяет две ее цепи и синтези

рует по одной из них цепь РНК. Следовательно, по крайней мере 
в области активного центра полимеразы, размер которого эквивалентен 
длине участка примерно в 40 нуклеотидов, действительно образуется ги
брид ДНК-РНК [1017] (разд. 14.4). Гибриды формируются и тогда, 
когда под действием обратной транскриптазы осуществляется синтез 

ДНК с использованием РНК (фаговой) как матрицы, а также в хо
де репликации ДНК, при образовании коротких молекул РНК-прай
меров. Рентгеноструктурные исследования волокон ДНК - РНК и во
локон трех синтетических гибридов-роlу(А) · роlу(dТ), poly(dl)·poly(C) 
и роlу(l)·роlу(dС)-были проведены в работах (850], [912], (851] и [849J 
соответственно. Две первые структуры представляют собой спираль 

11-го порядка А-типа, а две последние по своим структурным свойствам 

ближе к спирали 12-го порядка А'-типа. 
Структура комплекса poly(l)· poly(dC) была изучена детально (849]. 

Исследование показало, что в этом случае 
0 
образуется двойная спираль 

12-го порядка типа А'-РНК с шагом 35,6 А; пары оснований смещены 
от оси спирали на расстояние D = 4,9 А и наклонены относительно пер
пендикулярного к оси положения на угол + 5,7° (табл. 9.4 и рис. 11.12). 
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Обе цепи полинуклеотидного комплекса - и цепь ДНК, и цепь РНК -
имеют идентичные конформационные углы и построены из нуклеотидов 
с конформацией сахара С3.-эндо. 

Гибриды ДНК - РНК, вообще говоря, не способны переходить в спи
ральные формы В-семейства. Это означает, что структурный консерва

тизм РНК затрагивает не только дуплексы РНК, но сохраняется даже 
тогда, когда хотя бы одна из цепей двойной спирали является цепью 

РНК. 
В случае таких гибридов, как poly(dA) · poly(U), изменение окружаю

щих условий может индуцировать образование других структур, в част
ности трехцепочечных спиралей, обсуждавшихся в разд. 10.2 и 11.4. Но 
и у них сохраняются конформационные особенности структур А-семей

ства [913]. 
Кристаллическая сrруктура r(GCG)d(TA TACGC), самокомплементар

иого декамерного гибрида ДНК - РНК (91За ]. Этот декамер предста
вляет собой антипараллельную двойную спираль с уотсон-криковскими 

парами и со структурными параметрами, характерными для А-РНК 
Средний угол спирального вращения р~вен 33°, расстояние между пара
ми вдоль оси спирали составляет 2,6 А. На виток спирали приходится 
10,9 пары, угол наклона равен - 20°. Угол пропеллера оснований в паре 
составляет 14° и имеет тот же знак, что и в додекамере, рассмотренном 
в разд. 11.2. А-конформацию цепи РНК стабилизируют внутримолеку
лярные водные мостики 02.Н · · ·вода··· 0 2 (цитозин); никаких явных на
рушений структурной непрерывности между рибо- и дезоксирибоучаст
ками дуплекса не отмечается. Конформационные параметры указаны 
в табл. 11.2. 

Гибрид poly(A)· poly(dT) представляет собой исключение и может пере
ходить в В-форму. Рентгеновская дифракция на волокнах гибридного 
комплекса poly(A) · poly(dT) показала, что при высокой относительной 
влажности двойная спираль переходит из А-формы в форму, напоми
нающую В-ДНК [912]. Это открытие, казалось бы, противоречит утвер
ждению о том, что гибриды существуют только в А-конформации. Но, 
возможно, исключение, которое составляют гомополимеры poly(A) 
и poly(dT), неслучайно. Во-первых, как отмечалось в разд. 11.4, дезокси
рибоаналог, poly(dA)· poly(dT), является единственным представителем 
В-спиралей, у которого число пар на виток равно 10,0 (и в волокнах, и 
в растворе) и который не переходит в другие формы. Такое поведение 

дезоксирибоаналога частично объясняет, почему переходит в В-форму 
гибрид poly(A) · poly(dT), состоящий из двух аналогичных гомополиме
ров. Во-вторых, наличие исключительно АТ-пар обусловливает появле
ние определенной схемы гидратации молекулы, которая, как будет по

казано в гл. 17, должна способствовать образованию В-формы. Таким 
образом, nовышенная способность гибрида poly(A) · poly(dT) к А -+ 

-+ В-переходу определяется особенностью его нуклеотидного состава. 

В гибридах ДНК - РНК, содержащих GС-пары, и гибридах со слу

чайными последовательностями такой переход не происходит. 
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КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

В этой главе мы рассмотрели структуру правых спиралей двухцепо

чечных ДНК, находящихся в А-, В-. С-. D- и Т-формах, и структуру ги
бридов ДНК - РНК. В случае А-семейства, единственной представитель
ницей которого является А-ДНК (гл. 9), кроме полимерных нуклеи
новых кислот природного и искусственного происхождения изучены 

самокомплементарные тетра- и октамерные олигонуклеотиды. Анало

гично в В-семействе, представляемом В-, С-, D- и Т-ДНК, изучен доде
камерный олигонуклеотид. Рентгеноструктурный анализ монокристал

лов додекамера выявил ряд новых деталей спиральной структуры, 

которые нельзя обнаружить методом дифракции на волокнах, будь то 
волокна природных ДНК или синтетических полинуклеотидов. Судя по 
кристаллическим структурам олигодезоксинуклеотидов, конформация 
всех нуклеотидов в двойных спиралях А-типа одинакова. Совсем по

другому устроены двойные спирали В-типа. Здесь имеют место завися
щие от последовательности структурные модуляции, происходящие 

в соответствии с правилами Калладина. Исходя из данных о кристалли
ческой структуре тетрамера d(pA ТАТ) была построена спираль «В-ДНК 
с чередованием конформаций», у которой конформации нуклеотидов не 
эквивалентны друг другу, и предложено объяснение самоорганизации 

динуклеозидфосфатов d(TpA) в спиралеобразные структуры без соответ
ствующего уотсон-криковского спаривания, но с ярко выраженным стэ

кингом оснований. Роlу(dА)·роlу(dТ)-конформационно «жесткий» поли
нуклеотидный дуплекс, который предпочитает находиться в В-форме 

и может перестраиваться в тройную спираль poly(dA)· 2poly(dT), но не 
переходит в двойную спираль А-формы. С- и О-формы ДНК принадле

жат В-семейству. Это двойные спирали соответственно 9-го и 8-го по

рядков с конформацией сахарных остатков С2.-эидо. Гибриды 

ДНК-РНК образуют спирали А-семейства и не переходят в В-форму. 

Исключение составляет двойная спираль poly(A)· poly(dT), поведение ко
торой можно объяснить особым нуклеотидным составом, придающим 

спирали сходство с «жестким» дуплексом poly(dA)·poly(dТ). 
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Левые комплементарные двойные спирали
абсурд? Нет, это семейство 

z-днк 

Модели молекул ДНК и РНК - правые двойные спирали -были по
строены в результате анализа рентгенограмм волокон ДНК и РНК. Так 
как ренттенограмма сама по себе не позволяет отличить образ от его 
зеркального изображения или левую спираль от правой, время от вре

мени высказывались серьезные сомнения относительно адекватности 

предложенной модели ДНК [107- 114]. Более того, теоретические рас
четы показывают, что из нуклеотидов, имеющих стандартную конфор
мацию, можно построить левую двойную спираль с уотсон-криковски

ми парами оснований [380, 383]. Лишь совсем недавно результаты 
рентгеноструктурного анализа монокристаллов олигонуклеотидов 

(разд. 10.4 и 11.2) и тРНК (гл. 15) полностью подтвердили адекватность 
правоспиральной структуры. 

Имеются ли экспериментальные данные в пользу сушествования левой 

двойной спирали? При изучении синтетического полинуклеотида poly 
(dG- dC) с чередующейся последовательностью была выявлена особая, 
ранее неизвестная структурная форма. В водном растворе с низким со
держанием соли этот полинуклеотид обладает такими же свойствами, 

что и другие правые спирали, т. е. имеет аналогичный спектр кругового 

дихроизма и единственный пик резонансного поглощения 31 Р в спектре 
ЯМР [905, 914). Однако при повышении концентрации соли (до 0,7 М 
MgCl2 или 2,5 М NaCl (914]) или добавлении спирта (915] наблюдается 
кооперативный переход в другую форму, сопровождающийся инверсией 
спектра кругового дихроизма (рис. 12.1) и расщеплением пика резонанс
ного поглощения 31Р на две линии [905, 914, 915). Таким образом, 
данные ЯМР предполагают, что вторая форма-это двойная спираль 
с двумя типами фосфатных групц неэквивалентными друг другу. Что 
касается изменения КД-спектра, то его трудно было объяснить одно
значно, так как ни у одной из известных структурных форм спектры та
кого типа не наблюдались. Следует подчеркнуть, что конформационный 
переход, о котором идет речь, проявляется только у полинуклеотидов 

с чередующейся последовательностью: poly (dG-dC), poly (dG- dm5C), 
poly (dA- dC), poly (dG- dT1 poly (dA- ds4T) и у галогензамещенного 
полинуклеотида ро]у (dI- dBr5U). Гомополимер с тем же нуклео
тидньIМ составом, что и poly (dG- dC), poly (dG) · poly (dC1 или рибо
аналог poly (rG- rC) ведет себя обычным образом, как и другие поли-

-
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Рис. 12.1. Спектры КД poly(dG- dC) 
при 0,2 мМ NaCl, рН 7, 25° (--) 
и после добавления NaCJ (--- ) 
(914]. 240 260 280 300 

Длина волн~.1. нм 

меры с чередующимися послеловательностями -роJу (dA- dT}, poly 
(dA-dBr5U}, poly (dA- dl5U) и poly (dl- dC), в которых гуанин заме
щен на другие пурины. 

12.1. КРИСТАЛЛИЧЕСКИЕ СТРУКТУРЫ oligo (dC- dG)
ЛEBЫE ДВОЙНЫЕ СПИРАЛИ 

Спор о существовании левой двойной спирали бьт окончатеJ1ЬНо разрешен 
после то.-09 как бьши опубликованы результаты двух рентгенострук

турных работ [302, 303], выполненных на монокристаллах тетрамера 
d(CpGpCpG) [или d(CGCG)] и гексамера d(CpGpCpGpCpG) [или 
d (CGCGCG) ], т. е. олигонуклеотидов с такой же чередующейся после
довательностью, что и у poly (dG- dC). Эти работы однозначно показа
ли, что левая двойная спираль существует [916]. Конформации тетраме
ра и гексамера оказались почти одинаковыми, хотя условия кристалли

зации заметно различались: кристаллизацию гексамера проводили 

в слабом солевом растворе (15 мМ MgC12 , 10 мМ спермин·4НС1, 
5%-ный изопропанол), а тетрамера - при высокой концентрации соли 
(О.2 М MgC12 , 10%-ный МПД) (917, 918]. Однако и при низкой концен
трации соли тетрамер также кристаллизуется в виде левоспирального 

дуплекса [917, 919]. Эти условия далеки от точки перехода для poly 
(dG-dC) в растворе, поэтому повышенную стабильность левой спира
ли в кристаллах приписали влиянию кристаллической упаковки [919]. 

Син-конформация пуринов и анти-конформация пиримидинов в левой 
спирали ДНК. В кристаллах тетрамера и гексамера oligo(dC- dG) само
комплементарные олигонуклеотиды образуют антипараллельные ду

плексы с высотой витка 44,67 45,7 'А и с двенадцатью уотсон-криков
скими парами на виток {рис. 12.2). В противоположность правым спира-
20-509 
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Рис. 12.2. Молекулярная структура левой двойной спирали poly(dG-dC)· 
· poly(dG-dC~ Построена по координатам Z1-ДНК. полученным при изучении 
структуры гексануклеотида d(CGCGCG). Приведены вид сбоку и сверху. Описа

ние деталей графического представления и масштаб даны в подписи к рис. 10.1. 
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лям ДН~ у которых все нуклеотиды находятся в одной и той же кон
формации (исключением является «В-ДНК с чередованием конформа
ций»), в левой спирали, как видно из рис. 12.3 и табл. 12.1, конформа
ции нуклеотидов dG и dC существенно различаются. Дезоксицитидин 
имеет стандартную конформацию, т. е. сахар С2.-эндо, основание анти, 

угол вращения у вокруг связи С4.-С5 . + ск. У дезоксигуанозина сахар 

находится в С3.-эндо-конформации и, что самое удивительное, основа

ние имеет син-конформацию, а у попадает в область ап. 
У Z-ДНК торсионные углы Б их.,, опре11еляющие конформацию сахара 

и вращение вокруг г ликозилной связи, не коррелируют 11руг с 11ругом 

[920]. В отличие от В-ДНК, для которой наблюдается линейная зависи
мость Б от Х (как мы видели на примере додекамера, рис. 11.6), для 
Z-ДНК такой корреляции не обнаруживается (рис. 12.4). Если нанести 
на график точки (Б, Х,) для известных кристаллических структур Z-ДНК, 
то для пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов они образуют две 

Табл и ц а 12.1. Структурные параметры Z-ДНК 

Тип спирали 

Z1 Zп ZF 

Число оснований на виток 12 12 12 
Шаг спирали, А 44,6 44,6 43,5 
Угол спирального вращения, град -60 -60 -60 
Расстояние между дин~клеотидами 7,43 7,43 7,25 
вдоль оси спирали, А 

Наклон оснований, град -7 -7 -5 
Расстояние фосфатов от оси спирали, А 

d(CpG) 6,3 6,1 
d(GpC) 7,3 8,0 

Торсионные углы, град 

z, Zu ZF z· z 

pG рС pG рС pG рС pG рС pG рС 

(Х 47 - 137 92 146 52 -110 75 177 70 - 175 
13 179 - 139 - 167 164 - 153 -168 175 -166 -174 -168 
'У - 165 56 157 66 178 54 -178 51 176 61 
s 99 138 94 147 76 147 122 141 97 143 
t - 104 -94 - 179 - 1()() -72 - 103 - 150 -85 - 142 -97 
~ -69 80 55 74 102 - 91 - 17 71 -7 77 
х 68 - 159 62 -148 89 -159 70 - 160 65 -154 

Примечание. Значения для z1- и z11-форм получены исходя из данных для кристалличе
аюй структуры d(CpGpCpGpCpG). для Z- и z·-днк исходя из данных для структуры 
тетрамера с той же последовательностью [302, 303. 917, 918] ; данные для ZF являются 
результатом рентrеноструктурного анализа волокон [304]. 
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Рис. 123. Структура GС-пары в Z-ДНК [895]. Стрелки указывают ориентацию 
сахарных остатков в дезоксигуанозине, имеющем сю-1-конформацию, и в дезок
сицитидине, имеющем анmи-конформацию. Ось 2-го порядка, проходяшая через 

уотсон-криковскую пару, в данном случае отсутствует. 

четко разделенные области. У пуриновых нуклеотидов Х,.., 70° (син-кон
формация), а у пиримидиновых ,..,., - 160° (анmи-конформация). Каждая 
область характеризуется своим распределением величин х и б: как ока
залось, у цитидинов сахар находится в конформации С2.-эндо (ь,..,., 140°), 
а у гуанозинов конформация сахара может быть разной, от С2.-эндо до 
С2.-экзо (Б варьирует от 100 до 150°). Для угла вращениях наблюдается 
обратная тенденция, т. е. гуанозины имеют син-конформацию, которая 
характеризуется узким диапазоном значений х (62 ..;-- 78°), тогда как для 
цитидинов, находящихся в анmи-конформации, Х меняется в более ши

роком интервале (от -145 до -180°). Такое поведение можно объяс
нить чисто стерическими причинами. Самое удивительное, что связь ме
жду х и ь, которая так четко прослеживается у В-ДНК (см. рис. 11.6), 
в случае Z-ДНК не очевидна: если меняется б, то х остается неиз

менным, и наоборот. 
Геометрия левой двойной спирали определяется чередованием син

и анmи-коиформаций нуклеотидов. В правых двойных спиралях, где tlce 
основания образуют уотсон-криковские пары, а все нуклеоrnды нахо

дятся в анmи-конформации, через каждую пару и между парами прохо

дят оси 2-го порядка, которые связывают две антипараллельные поли

нуклеотидные цепи друг с другом. В левых двойных спиралях 

присутствуют такие же уотсон-криковские пары и такие же антипарал

лельные цепи, что и в правых, но нуклеоmды находятся то в син-. то 

в анmи-конформации. Поэтому ось 2-го порядка, проходящая через па
ру, отсутствует, и остается только ось :м'ежду парами. Кроме того, из-за 

чередования син- и анmи-конформаций сахарные остатки в каждой по
линуклеотидной .цеnи ориенrnрованы попеременно то вверх. то вниз 

в отличие от правых спиралей, в которых все они направлены в одну 
сторону. 

Стэкинг оснований в левой двойной спирали обладает новыми, харак

терными лlПilь для этой спирали свойствами (рис. 12.5). Обычная про-
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странственная связь между расположением двух соседних пар -спираль

ное вращение-сохраняется лишь для участков d(GpC), для которых 
характерно также наличие «нормального» одноцепочечного стэкинга 

между основаниями G и С. На участках d(CpG) вместо поворота проис
ходит сдвиг пар относительно друг друга. В этом случае наблюдается 
стэкинг между остатками цитозина противоположных цепей, а остатки 
гуанина вообще не взаимодействуют друг с другом, но контактируют 

с атомами О 4 • соседних дезоксицитидинов. Это взаимодействие было 

ранее обнаружено в кристаллических структурах некоторых ну:клеози-
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Рис. 12.4. Диаграмма х/б для Z-ДНК [895]. Точки от 1 до 8 отвечают нуклеоти
дам в d(CGCG), точки Z1 и Z11-соответствующим типам структур Z-семейства. 
В отличие от ситуации, представленной на рис. 11.6, в данном случае линейная 
корреляция между 'Х и о отсутствует, поскольку d (G) находится в син-конформа
ции, а d(С)-в анmи-конформации. Вдоль верхней горизонтальной оси указаны 
конформации сахара. 
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CpG 

• 
Рис. 12.5. Стэкинr в левоспиральной poly(dG- dC)·poly(dG-dC) для участков 
d(GpC) (слева) и d(CpG) (справа~ Обратите внимание, что у d(GpC) имеется вну
трицепочечный стэкинr между rуанином и цитозином одной цепи, при этом по

следовательные пары связаны друr с другом винтовой осью. У d{CpG), напро
тив, имеет место только межцепочечный стэкинr-между цитозинами разных 
цепей, при этом rуанины взаимодействуют с атомами О 4 • соседних дезоксицити

динов. Точки в минорном желобке указывают положение оси спирали. Рисунок 
вьшолнен по координатам атомов для Z1-ДНК, приведенным в работе [917]. 

дов и нуклеотидов (см. рис. 6.8), но не в полинуклеотидных спиралях. 
Различие в схеме стэкинга пар отражается на значениях локального 
угла спирального вращения: он равен - 45° для участков d(GpC) и 
- 15° для участков d(CpG1 где происходит сдвиr пары. Сумма этих ве
личин, - 60°, указана в табл. 12.1 как величина угла спирального вра
щения на один динуклеотид. 

Фосфаты в последовательностях d (GpC) и d (CpG) не эквивалентны 
друr друrу. Во всех правых комплементарных двойных спиралях ДНК 

и РНК (за исключением «В-ДНК с чередованием конформаций») все 
фосфаты полинуклеотидной цепи эквивалентны, т. е. расположены на 

одном и том же расстоянии от оси спирали и имеют одинаковое хими

ческое окружение. В противоположность этому левая закрученность по

линуклеотида poly (dG-dC) с чередующейся последовательностью при
водит к тому, что расстояние фосфата у d(CpG) до оси спирали 

с 

(«фосфатный» радиус спирали) оказывается меньше (,....., 6,2 А), чем у фос-
фата d(GpC) (,....., 7,6 А) (табл. 12.1). Поэтому два указанных фосфата ста
новятся химически неэквивалентными, что согласуется с упоминавшим

ся ранее фактом расщепления пика резонансного поглощения 31 Р 
в спектре ЯМР [905]. 

Почему левую спираль ДНК называют Z-ДНК? Поскольку «фос
фатный» радиус спирали меняется, принимая попеременно два разных 

значения, а соседние сахара «смотрят» в противоположные стороны, ли

ния, последовательно соединяющая атомы фосфора в цепи, перестает 
быть гладкой, как в двойных спиралях с эквивалентными нуклеотидами, 
и приобретает зигзагообразный вид. Отсюда и название-Z-ДНК [303] 
(рис. 12.6). 

У левых двойных спиралей есть только минорный желобок, область 

rлавного желобка заполнена атомами С5 цитозина и N 7 , С8 rуанина. Как 
видно из рис. 12.2, GС-пары расположены не симметрично относитель-
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но оси спирали, а немного сдвинуты к периферии. При этом атомы С5 
цитозинов и N 7 , С8 гуанинов располагаются там, где обычно проходит 
главный желобок, и вместо впадины в этом месте образуется выпу

клость. Что касается минорного желобка, через который теперь прохо
дит ось спирали, то здесь ситуация напоминает таковую для С
и О-ДНК: желобок глубокий и узкий и с двух сторон ограничен фос
фатными группами. 

Имеет ли Z-ДНК в растворе такую же структуру, что и в кристал

лах? Распространено мнение, что кристаллическая структура данного 

соединения обусловлена особенностями его строения в твердом состоя
нии, а в растворе ситуация может быть иной. Однако на существование 
новой, фундаментально отличающейся от всех известных ранее 

Z-формы ДНК указывали спектры КД и ЯМР именно водных раство
ров poly (dG-dC). Позднее для расчета точного спектра ЯМР с учетом 
вклада кольцевых токов и влияния дна- и парамагнитных составляю

щих атомной анизотропии были использованы кристаллографические 
атомные координаты. Поскольку экспериментально полученный спектр 
poly (dG-dC) в 4 М NaCl совпадает с теоретическим, можно заклю
чить, что, по-видимому, структура Z-ДНК в растворе и в кристаллах 
одинакова, а если и различается, то очень незначительно. Напротив, экс
периментальный спектр В-ДНК сильно отличается от спектра Z-ДНК 
и согласуется с расчетным спектром, полученным по координатам 

В-ДНК [921]. 
Если полинуклеотиды poly (dG- dC) или poly (dG- dm5C), абсорби

рованные фосфатом кальция, обработать микрококковой нуклеазой, то 

Рис 12.6. Зигзагообразная линия, соединяющая 

фосфатные группы в Z-ДНК [895]. Вертикальная 
прямая -ось спирали, горизонтальные отрезки

пары оснований и сахара'. После остатков rуанина 

зигзагообразная линия идет вертикально, после 

остатков цитозинов- горизонтально. 
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места «предпочтительного» разрезания будут находиться на расстоянии 

13,5 пар друг от друга. Это заметно отличается от значения 12,0 пар на 
виток, полученного на волокнах [922]. Однако такое различие в средней 
длине витка не должно приводить к заметным изменениям в спектре 

ЯМР Z-ДНК в области пика резонансного поглощения 31Р. В целом, 
по-видимому, и В-ДНК, и Z-ДНК в растворе слегка раскручиваются из

за гибкости и подвижности ДНК, приводящих к «разрыхлению» струк
туры и, следовательно, к увеличению шага спирали. 

12.2. ЭКСТРАПОЛЯЦИЯ СТРУКТУРНЫХ ДАННЫХ 
ПО ОЛИГОНУКЛЕОТИДАМ НА СЛУЧАЙ ПОЛИНУКЛЕОТИДОВ. 
Z-СЕМЕЙСТВО ДНК: Z-, Z1, _Z11- И Z'-ДНК 

На основе данных по кристаллической структуре тетрамера d (CGCG) 
н соответствующего rексануклеотида была сконструирована структура 

полннуклеотидных аналогов. Полученные молекулярные модели оказа

лись весьма близки друг к другу, но все же не идентичны : они соотноси

лись между собой как А- и А'-РНК или В- и С-ДНК [303, 917]. 
Общие для всех двойных спиралей Z-типа особенности описаны вы

ше и суммированы в табл. 12.1. Это двойные спирали 12-го порядка 
с шагом 44,6 -:- 45,7 А, средним расстоянием между линуклеотидными 
единицами вдоль оси спирали ,..., 7,4 А и углом спирального вращения 
- 60°. Имеется небольшой отрицательный угол наклона оснований, 
- 7°, опюсительно перпендикулярного к оси положения. Наконец, ле-
вая спираль «тоньше» правых спиралей: ее вандерваальсов диаметр ра

вен 18,1- 18,4 А (ер. с величинами 23 А у А-РНК и 19,3 А у В-ДНК). 
Различия в молекулярных структурах Z-, Z'-, Z1- и z11-ДНК. В кри

сталлах гексануклеотида с различными катионами структуры участков 

d(CpG) оказываются почти идентичными. Что же касается участков 
d (GpC), то они могут находиться в одной из двух форм-Z1 и Z11 в зави
симости от того, с чем образует координационную связь фосфатная 
группа- с молекулой волы или с гидратированным ионом магния. Раз

личие в типе координационного связывания приводит к повоRоту, а сле

довательно, к смещению фосфата d(GpC) примерно на 1 А. Именно 
этим обусловлены различия в углах вращения а. и~ вокруг связей Р-0, 

отмеченные в табл. 12.1. Обе ориентации фосфатной группы стабилизи
руются внутримолекулярными водными мостиками между атомом N2 
аминогруппы гуанина и атомом кислорода дезоксигуанозин-3' -фосфата 

d(GpC). Чтобы обеспечить такое взаимодействие, в случае Z1 -формы 
достаточно одной молекулы воды, а в случае Z11-формы, где фосфат 
смещен на 1 А «наружу», нужны уже две молекулы. 

При сравнении Z- и Z' -ДНК наблюдается совершенно иная ситуация. 
Эти формы Z-семейства воссозданы по структуре тетрамера d (CGCG) 
при низкой и высокой концентрациях соли. В двойной спирали Z' -ДНК 
у дезоксигуанозинов сахар находится в конформации С1 .-экзо (разно

видность конформации С2.-эндо), в то же время у Z-, z.- и Z11-ДНК кон-
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Рис. 12.7. Взаимодействие с растворителем в Z-ДНК [302]. Слева: внутринук
леотидный водный мостик между атомом N2 и З'-фосфатной группой син-дезок

сиrуанозина. Справа: молекула воды замещена на ион хлора, отталкивающий 

фосфат. Из-за этого торсионный угол б увеличивается от 82° (конформация са
хара С3.-эндо) до 122° (конформация сахара С1 .-экзо). 

формация сахара-С3.-эндо. Такое изменение формы сахара можно 

объяснить, если принять во внимание наличие относительно тесных вну
тримолекулярных контактов С2 • · • · N3 в син-дезоксигуанозине Z'-ДНК. 

При конформации С2.-эндо эти контакты стали бы еще более тесными, 
и, следовательно, конформация сахара С2.-эндо в ланном случае стери
чески запрещена. Благодаря небольшому повороту, приводящему к кон
формации С1.-экзо, а в гексануклеотиде (Z1- и Z11-формах) к С3.-эндо, не
выгодные контакты в системе устраняются. 

Специфические взаимодействия с растворителем. Различие в конфор
мации сахара у Z- и Z'-ДНК можно также объяснить разным окруже

нием атома N 2 аминогруппы гуанина. Как показано на рис. 12.7, в де
зоксигуанозине между атомом N2 аминогруппы и 3'-фосфатной группой 

образуется внутримолекулярный водный мостик. Однако в структуре 
d (CGCG) с высоким содержанием соли молекула воды, контактирую
щая с аминогруппой, замещена на ион хлора (Cl - ), который отталки
вает фосфат. Это приводит к изменению о от 82 до 122°, т. е. к измене
нию конформации сахара от С3.-эндо (Z-ДНК) до С1.-экзо (Z'-днк~ 
В данном случае мы являемся свидетелями специфического взаимодей
ствия растворителя с молекулой нуклеиновой кислоты, стабилизирую

щего определенный тип конформации спирали. 

Судя по спектрам КД, poly (dl- dBr5C) также переходит в Z-форму, 
хотя и при более высоких концентрациях соли (3,3 М NaCI), чем олиго
мер (dG-dC)8 (2,5 М NaCl). Таким образом, присоединение Br по поло
жению 5 пиримидина способствует стабилизации Z-ДНК. Другие си-
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стемы, не содержащие аминогрупп гуанина, например poly (dl- dC), 
poly (dA-dT), poly (dA- dBr5U), poly (dA- dl5U) и полирибонуклеотид 
poly (G- C), вообще не переходят в левоспиральные формы. Исключе
нием в этом ряду является полинуклеотид poly (dA-ds4T) с тиозаме
щенными в положении 4 тимидинами, который может находиться 

в Z-конформации. Вообще же наличие аминогруппы гуанина и чередую
щейся пурин-пиримидиновой последовательности, как оказалось, 

является важным условием для образования Z-ДНК. Первый фактор 
обеспечивает благоприятное взаимодействие с растворителем, а второй 
способствует образованию Z-формы, поскольку пурины легче перевести 

в син-конформацию, чем пиримидины [923]. 
Формы Z-семейства имеют разную структуру остова, но одинаковый 

стэкинr. Если сравнить стэкинг соседних пар в четырех типах Z-ДНК, 
то мы не увидим никаких систематических различий (за исключением 

описанных выше различий между последовательностями d (GpC) 
и d(CpG) в пределах каждой формы [920] ). Однако в структуре сахаро
фосфатного остова наблюдаются некоторые модификации. Например, 
неодинаковы конформации сахаров у дезоксигуанозинов Z-ДНК 
(С3.-эндо) и Z'-ДНК (С1 ,-экзо) и ориентация фосфатов в d(GpC) (см. со
ответствующие значения углов о, Е и ~ в табл. 12.1). 

В этом Z-ДНК в корне отличается от правых спиралей, В-, С
и D-ДНК. У этих форм двойных спиралей, напротив, сахарофосфатный 

остов, по существ){, одинаков, тогда как стэкинг оснований при переходе 

от В- к D-ДНК заметно меняется, поскольку увеличиваются смешение 
пар и угол наклона. 

Для осуществления В -+ Z-перехода не требуется расхождения цепей. 
Процесс превращения правой спирали В-ДНК в левую спираль Z-ДНК 
протекает, по-видимому, с сохранением общей спиральной структуры 
и не связан с расхождением цепей. Переход инициируется разрывом не

скольких пар основа1mй, после чего гуанин «закрепляется» в син-кон

формации, а дезоксицитидин поворачивается как целое (при таком по

вороте анmи-конформация сохраняется). Затем водородные связи 
восстанавливаются, и основания вновь образуют уотсон-криковские 
пары [303]. Это означает, что полного расхождения цепей не требуется, 
и область В-+ Z-перехода перемещается вдоль спирали в виде неболь
шой петли. 

Если в спирали В-ДНК осуществляется переход в Z-форму, можно 

ожидать, что этот процесс будет зависеть от нуклеотидной последова

тельности. Так как расстояние между фосфатами нуклеотидной пары 
в В-ДНК, равное ,..., 17,5 'А, ближе к значению ,..., 15 А, характерному для 
участков Z-ДНК d(GpC), чем к,..., 12,5 А для d(CpG), то В-+Z-переход, 
вероятно, в первую очередь будет происходить на участках d (GpC). 
В любом случае в месте стыка В- и Z-форм стэкинг оснований нару
шится и на границе раздела будет присутствовать по крайней мере одна 

пара оснований с разорванными водородными связями. Эта модель экс
периментально подтверждается: процесс превращения правой спирали 
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в левую характеризуется большой величиной энергии активации, 21 
ккал· мол~ - 1 [914]. 

Термодинамические исследования показали, что переход В i=± Z ко
оперативен [914]. Это означает, что, если в двойной спирали В-ДНК 
образуется зародыш Z-формь~ он индуцирует В i=± Z-переход в соседних 
парах и, таким образом, разрастается по полинуклеотидной цепи. 
В i=± Z-переход, как и переход В i=± А, практически не зависит от темпера

туры (ЛН ""'О ккал· моль - 1
) и этим отличается от В~ С-перехода (ЛН = 

= - 10 ккал-моль - 1
), у которого равновесие сдвигается в сторону 

образования С-формы при пониженtш температуры. 

" 12.3. ЛЕВАЯ СПИРАЛЬ Z-ДНК В ВОЛОКНАХ 
ТРЕХ ПОЛИДЕЗОКСИНУКЛЕОТИДОВ С ЧЕРЕДУЮЩЕЙСЯ 
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬЮ .. 
После того как расшИфровка кристаллической структуры oligo 
(dC-dG) подтвердила факт существования левоспиральной Z-ДНК, 
стала возможной интерпретация рентгенограмм волокон poly (dG- dC), 
полученных при относительной влажности 44% и концентрации соли 
3-б%, которые ранее не нахо.I\или объяснения [304]. Оказалось, что шаг 
спирали poly (dG-dC) (43,5 А) немного меньше, чем у oligo (dG-dC), 
но остальные конформационные параметры очень близки. Аналогичная 
рентгенограмма была получена также от волокон другого полинуклео

тида с чередующейся последовательностью-poly( dG- dT) · poly 
(dA- dC). Следовательно, несмотря на то что спираль poly 
(dA- dT) · poly (dA- dT) не только не переходит в Z-форму, но даже не 
может находиться в D-форме, замена А на G вносит настолько сильные 
изменения в структурные свойства, что образуется уже не D-, а Z-фор
ма. Маловыразительная рентгенЬграмма волокна poly ( dA-ds4T) · poly 
(dA- ds4 T), которую сначала рассматривали как результат дифракции 
на правой двойной спирали с симметрией 142 и повторяющимся струк

турным элементом - динуклеотидом, теперь получила другое объясне
ние- в терминах левоспиральной структуры [304]. Следует отметить, 
однако, что для этого пришлось привлечь дополнительную информа

цию, поскольку не очень хорошую рентгенограмму всегда можно про

интерпретировать разными способами . 

. _ ; 12.4. ФАКТОРЫ, СТАБИЛИЗИРУЮЩИЕ Z-ДНК 

Спермин в концентрации 2 мкМ стабилизирует Z-ДНК. Существует ли 
Z-ДНК только при высоких концентрациях соли и спирта (разд 12.1) 
или В ~ Z-переход может происходить и в условиях, близких к физио
логическим? Этот вопрос особенно важен при планировании биологиче

ских экспериментов с Z-ДНК. В~ Z-переход можно и~щуцировать при 
существенно более низкой концентрации соли, если добавить в систему 
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Табл и ц а 12.2. Концентрация катионов или этанола в средней точке В µ Z-пе
рехода для полинуклеотида poly(dG- dC)·poly(dG- dC) и его аналога, содер
жащего метилированный цитозин 

Ион 

Na+ [927] 
Mg2+ 
Са2+ 
Ва2 + 

Co(NH3)~+ 
Спермидин3 + 

Спермин4 + 
Эrnнол 
Mg2 + + 20%-ный этанол [924а] 
Mg2 + + 10%-ный этанол 

poly(dG- dC) · 
· poly(dG- dC) 

2500 мм 
700мМ 
lООмМ 
40мМ 
0,02 мМ 
Агрегация 

)) 

60% (объемн.) 
О,4мМ 
4мМ 

poly (dG- dm5C) · 
· poly (dG- dm 5С) 

700мМ 
О,6мМ 
О,6мМ 

О,6мМ 
0,005 мМ 
0,05 мм 
0,005 мм 
20% (объемн.) 

спирт, двухваленrnые ионы или спермин в ко~щентрации до 2 мкм 
(табл. 12.2). 
Z-форму ДНК можно также получить при помощи химических модифика
ций. Если в остатки гуанина poly (dG- dC) в положение 8 ввести в каче
стве заместителя N-2-ацетиламинофтор или бро~ это приведет к стери
ческим последствиям, которые обсуждались в разд. 4. 7. Как видно из 
рис. 2.10, А, в данном случае более выгодной становится син-конформа
ция гуанина, а следовательно, и образование Z-формы ДНК [925, 926]. 
Метилирование цитозина по положению 5 также приводит к стабилиза
ции Z-ДНК [926]. Точка перехода сдвигается в область более низких, 
чем у неметилированного полимера, концентраций соли (табл. 12.2). 
В обоих случаях В-+ Z-переход происходит почти при физиологических 
условиях, и такие полимеры можно использовать для экспериментов 

с Z-ДНК in vivo. 

12.5. ИМЕЕТ ЛИ Z-ДНК БИОЛОГИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ? 

Существует ли Z-ДНК in vivo или это экспериментальный артефакт? Ес
ли Z-ДНК действительно существует, то какова ее роль в функциониро
вании ДНК? Хотя этот вопрос возник совсем недавно и потому на него 
трудно дать полный ответ, все же полученные данные свидетельствуют 

о том, что Z-ДНК имеет биологический смысл. 
Переходу В-+ Z способствует наличие последовательности 

(dm5C-dG). В ДНК эукариот последовательность (dm5C- dG) встре
чается довольно часто (главным образом из-за метилирования ДНК), 

что сопряжено с работой аппарата регуляции транскрипции генов (928]. 
Как видно из табл. 122, полинуклеотид poly(dG-dm5C) · poly 
(dG-dm5C) при физиологических условиях образует Z-форму. Следова
тельно, вполне возможно, что наиболее длинные участки последова-
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тельности (dG- dm5C) в молекуле ДНК находятся в Z-форме. К какому 
же результату может привести появление Z-ДНК в геноме? 

Включение в плазмиду участка, находящеrося в Z-форме, меняет топо

лоmю этой молекулы. Плазмиды-замкнутые кольцевые молекулы 

двухцепочечных ДНК - разрезали, встраивали в них участки с последо
вательностью poly (dG- dC) и вновь замыкали в кольцо (929, 929а]. 
Как мы увидим в гл. 19, кольцевые замкнутые ДНК могут образовы
вать сверхспирали (т. е. спирали из замкнутой двухцепочечной ДНК). 

При высокой плотности сверхвитков в (dG-dC)n-блoкax таких плазмид 
даже при физиологических условиях (200 мМ NaCl) происходит В--+ 
--+ Z-переход. Более того, в соответствии со сказанным выше, замена dC 
на dm5C во фрагментах (dG- dC) способствует переходу и, что самое 
удивительное, если уменьшать концентрацию NaCl, можно получить 
Z-форму даже при меньшей плотности сверхвитков. Как отмечается 
в работе [929], в данном случае В-+ Z-переход является неполным: 
в месте перехода от В- к Z-форме имеется участок длиной в 11 пар ос
нований, который находится в состоянии, промежуточном между левой 

и правой спиральными формами. 

Примечательно, что даже если длина фрагментов (dG- dC) состав
ляет всего лишь 1,3% от полной длины плазмидной ДНК, параметры 
сверхспирализации плазмиды уже радикально изменяются. Как показа
но в гл. 19, чередование В- и Z-форм в плазмиде меняет райзинг и кру
чение, т. е. параметры, описывающие общую топflлогию кольцевой за

мкнутой ДНК. Таким образом, В-+ Z-переход модифицирует общую 
структуру ДНК, а следовательно, может оказаться важным для регуля

ции экспрессии генов. 

И последний вопрос. на который осталось ответить: существует ли 

~-ДНК in vivo? 
Z-ДНК обнаружена в полнтенных хромосомах. При инъекции кроли

кам модифицированных poly (dG- dCh которые при физиологических 
условиях находятся в Z-форме (разд. 12.4), удается вызвать образование 
у них антител к Z-ДНК. Такие антитела были выделены, в них ввели 
флуоресцентную метку, а затем инкубировали с политенными хромосо
мами Drosophila melanogaster [925]. Это особая форма хромосом, кото
рая состоит из тысячи и более хроматид, уложенных бок о бок без ка

кого-либо сдвига. что позволяет усилить любой сигнал, который 

с помощью обычных хромосом обнаружить невозможно. В результате 
эксперимента были зафиксированы яркие флуоресцирующие полосы, ко
торые однозначно указывали на наличие Z-ДНК в междисковых обла
стях политенных хромосом. 

Этот эксперимент доказывает, что Z-ДНК в хромосомах действи

тельно существует. Хотя описанные исследования проведены in vitro, 
тем не менее есть основания полагать, что ш v1vo в хромосомах также 
содержатся участки Z-ДНК. В этой связи интересен следующий факт. 
Полинуклеотид poly (dG-dm5C) при низкой концентрации соли, т.е. 
в условиях, когда он находится в В-форме, связывается с гистоновыми 
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октамерами и образует нуклеосомы [925а]. Однако при высокой кон
центрации сол~ когда полинуклеотид имеет конформацию левоспи

ральной Z-ДНК, он хотя и связывается с mстонами, но характерных ну

клеосомных частиц уже не образует (гл. 19). Следовательно, нуклео
сомные частицы может образовывать только В-ДНК; переход 
в Z-форму разрушает структуру нуклеосомы, а значит, и структуру со

стоящего из нуклеосом хроматина. 

Тем не менее биологическая роль Z-ДНК еще не вполне ясна. Воз

можно, она выполняет какую-то регуляторную функцию, тем более что 

В--+ Z-переход обратим. Регуляция экспрессии может включать и сверх
спирализацию [925], и связывание с белками, специфичными к Z-ДНК, 
и связывание с определенными катионами типа спермидина (табл. 12.2), 
и метилирование d (С). 

Левая спираль Z-ДНК транскрибируется н взаимодейсrвует с лекар

ственными препаратами. Было показано, что MgCl2 и этанол действуют 

синергично и переводят poly (dG- dC) в Z-форму даже тогда, когда их 
концентрация очень мала (табл. 12.2) [924а]. Z-ДНК, которая при этом 
продуцируется, седиментирует быстрее, чем такая же Z-ДНК, образую
щаяся при высокой концентрации соли, поэтому ее назвали Z*-ДНК. 
Z*-ДНК служит матрицей для РНК-полимеразы Е. coli, причем ско
рость транскрипции примерно вдвое меньше, чем в случае правой спи

рали poly (dG-dC). Неясно, однако, действительно ли РНК-полимераза 
транскрибирует Z*-ДНК или левая спираль в ходе транскрипции пре

образуется в правую. Z*-ДНК, кроме того, связывается с интеркали

рующими соединениями -этидием и актиномицином D, а также обра
зует комплекс с неинтеркалирующим антибиотиком - митрамицином. 

Итак, обнаружение Z-ДНК-это еще одна веха в истории струк

турных исследований ДНК. Изучение биологической роли Z-ДНК уже 

началось, и есть основания надеяться, что оно поможет понять меха

низм экспрессии генов, пока до конца не установленный. 

КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

Если полинуклеотид poly (dG- dC) поместить в водный раствор с высо
кой концентрацией MgCl2 , NaCl или спирта, то образуется левая двой
ная спираль-Z-ДНК. У этой спирали сохраняется уотсон-криковское 
спаривание оснований, однако у гуанозина сахар находится теперь в 

С3.-эндо-конфор~ции, основание - в син-ориентации и угол 'У лежит 

в области ап, тогда как для цитидина соответствующие параметры-это 
С2.-эндо, анти и + ск. В зависимости от условий среды образуются Z-, 
z.-, Z11- и Z'-ДНК, которые составляют Z-семейство. Z-форму стабили
зируют спермиц двухвалентные катионы и введение определенных хи

мических модификаций. Z-ДНК, по-видимому, имеет определенное био
логическое значение. Она обнаружена в хромосомах дрозофилы и, 

вероятно, участвует в регуляции сверхспирализации ДНК (гл. 19). 



ГЛАВА 13 
Струкrура синтетических 

гомополимеров 

Обратимся к рис. 6.1, из которого видно. что спаривание оснований пу
тем образования водородных связей не ограничивается взаимодействия

ми между комплементарными партнерами. Однотипные основания то
же могут ассоциировать, и, хотя эти ассоциаты менее стабильны, чем 
комплементарные пары, тем не менее результаты рентгеновской ди
фракции на монокристаллах подтверждают, что во многих случаях по

добные ассоциаты образуются [192]. 
Антипараллельная н параллельная ориентация ЦОiей в двойных спира

лях rомополимеров. Если принять во внимание возможность спаривания 
однотипных оснований, то образование ассоциатов однотипных гомо
полимеров перестает вызывать удивление. Пары оснований в таких 
двухцепочечных структурах могут и не быть симметричными; так, на

пример, в случае poly(s2U) · poly(s2U) ось 2-го порядка, расположенная 
в плоскости пары, связывает между собой гликозидные связи C 1.- N не 
точно, а лишь приблизительно (рис. 13.1), и полинуклеотидные цепи, как 
и в уотсон-криковских двойных спиралях, антипараллельны. В случае 

дуплексов с симметричными парами, например в двойной спирали 

poly(AH + ) · poly(AH + ), которая образуется в кислых растворах, наблю
дается совершенно иная ситуация. Здесь ось 2-го порядка, связывающая 
гликозидные связи, перпендикулярна плоскости пары и совпадает с осью 
спирали (рис. 13.1). В результате два сахарофосфатных остова перехо
дят друг в друга при повороте вокруг оси спирали на 180° и ориентиро
ваны параллельно, а на периферии двойной спирали образуются два со
вершенно одинаковых желобка, т. е. на самом деле имеется только один 

тип желобка. 

Параллельные цепи в четырехцепочечных спиралях. С другим удиви
тельным свойством гомополимеров мы сталкиваемся при рассмотрении 

полинуклеотидов poly(G) и poly(I) [2-дезаминированного аналога 
poly(G)], каждый из которых образует четырехцепочечную спираль. 
В этих спиралях поворотная ось 4-го порядка совпадает с осью спира
ли, в результате образуется жгут из четырех идентичных полинуклео

тидных цепей и опять имеется только один тип желобка. 

Одноцепочечные спирали. Картина еще более усложняется тем. что 
rомополимеры могут также существовать в виде одноцепочечных спи-
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СимметриR отсутствует 
Симметрия 
2-го ПОРRдКа 

ы 

~ f 

rp ~ R Симметрия 
4-го nорRдка 

u-u 
в2u-s2u 

с -сн+ 

Uenи антиnараллельны 

G- G- G-G 

дн• - дн· 

Цеnи nараллельны 

Рис_ 13.1. Схемы спаривания оснований, обнаруженные у самоассоциатов rомо
полимеров. Образование несимметричных пар U- U и s2U-s2U приводит к ан
типараллельной (как у двойных спиралей А-РНК) ориентации полинуклеотидных 

цепей. У симметричной пары АН+ -АН + и у наполовину протонированной 
пары С-СН + ось симметрии 2-го порядка совпадает с осью спирали, поэтому 
имеет место параллельная ориентация цепей. Тетрамер G- G- G-G образует
ся в гелях гуанозина и rуаниловой кислоты, а также в спирали (poly (G)]4 • Пово
ротная ось 4-го порядка совпадает с осью спирали, что приводит к параллель

ной ориентации заместителей при N9 , т. е. сахаров в гелях и сахарофосфатных 

цепей в полинуклеотидах. 

ралей. В растворе rомополинуклеотиды имеют по крайней мере частич

но упорядоченную структуру, которая не моrла бы сформироваться, ес

ли бы нуклеотидам в цепи не удавалось поддерживать стандартную 

конформацию [818, 930- 932]. Упорядоченность сохраняется и в том 
случае, если разрушить возможный стэкинг, наrрев раствор, и, по суще

ству, не меняется даже при апуринизации, приводящей к отщеплению 

почти половины оснований полидезоксинуклеотида [933]. Это предпо
лагает, что упорядоченность структуры обусловлена не стэкинrом осно
ваний, а заторможенностью вращения вокруг связей в сахарофосфатном 

остове_ 
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Гомополимеры-это не только синтетические модельные системы. 

Они обнаружены и в природных соединениях в виде участков poly(A) 
длиной - 200 нуклеотидов, которые ковалентно связаны с 3'-концом 
молекул полидисперсной ядерной РНК и информационной РНК в клет
ках животных и во многих вирусах [934, 935]. 

Как мы вскоре убедимся, структура гомополимеров гораздо более 
разнообразна, чем структура уотсон-криковских РНК и ДНК. Следова
тельно, образование комплементарных пар налагает на молекулу сте
реохимические ограничения, которые в конечном счете и определяют 

границы структурного многообразия двойных спиралей. 

13.1. ПРАВЫЕ ОДНОЦЕПОЧЕЧНЫЕ СПИРАЛИ СО СТЭКИНГ
ВЗАИМОДЕЙСТВИЕМ ОСНОВАНИЙ, ОБНАРУЖЕННЫЕ 
У ПОЛИНУКЛЕОТИДА POLY(C) И У ЕГО 02-МЕТИЛИРОВАННОГО 
АНАЛОГА 

Давно известно, что rомополимер poly(C) находится в водном растворе 
в спиральном состоянии [930, 936-942]. Он образует две разные высо
коупорядоченные формы: одну при рН 7,0, другую при рН 4,5, вблизи 
рК цитидина. Было высказано предположение, что при низком рН 
обраЗуется двойная спираль с параллельными цепями и наполовину про
тонированными парами CH-t- -С, показанными на рис. 13.1. По 
даннь1м ИК-спектроскопии, такие пары действительно присутствуют 

как в растворе, так и в кристаллах [943]; об этом же свидетельствуют 
и ре1ультаты рентгеноструктурного анализа монокристаллов цитозин
уксусной кислоты [944] и 1-метилцитозингидроиодида [945]. Резуль
таты первых работ по рентгеновской дифракции на волокнах poly(C), 
полученных при рН 5 [103], тоже указывали на образование такого 
комdлекса, но более поздние рентгенограммы рассматривались как ре

зультат дифракции на одноцепочечной спирали [104]. Следует подчерк
нуть, однако, что результаты этого более позднего исследования [104] 
не исключали возможности образования двойной спирали poly(CH +) · 
· poly(C). Такую спираль можно было бы идентифицировать по рентге
нограмме волокна аммонийной соли poly(C), которая существенно от
личалась от рентгенограммы одноцепочечной спирали poly(Ci Однако 
рефлексы на такой рентгенограмме были слишком размытыми, чтобы 

можно было интерпретировать ее однозначно [104]. 
Одноцепочечная спираль poly( С) принадлежит А-семейству. Как видно 

из рис. 13.2, шесть нуклеотидов poly(C) образуют виток правой спирали. 
Расстояние между нуклеотидами вдоль оси спирали составляет 3,11 А. 
Сахара находятся в стандартной конформации С3.-эндо, значения тор
сионных углов указаны в табл. 9.3. Все эти параметры близки к та
ковым для А-РНК, за исключением угла вращения Е вокруг связи 

С3.-03" который у poly(C) равен -129°. Эта величина ближе к значе
ниям Е для мононуклеотидов, чем для двойных спиралей А-типа. 

Следовательно, в одно цепочечных спиралях стандартная конформация 

21-509 
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Рис. 13.2. Структура одноцепочечной 
спирали роlу(2'-О-метил-С), построен

ная по коорrошатам. которые приве

дены в работе (947]. Кружки наиболь
шего диаметра отвечают метильным 

группам. Незамещенный полинуклео

тид poly (С) имеет фактически такую 
же структуру. Описание деталей изоб
ражения и масштаб даны в подписи 

к рис. 10.1. 

нуклеотидов сохраняется лучше, чем в стереохимически более жестких 

двойных спиралях. Угол наклона оснований в poly(C) довольно велик 
(Ут = 21°, табл. 9.4) и не ложится на прямую, приведенную на рис. 9.4, 
откуда следует, что линейная зависимость между h и Ут выполняется 
только для дуплексов с комплементарными парами оснований. 

В одноцепочечной спирали poly(C) нет никаких других явных стаби
лизирующих факторов, кроме стэкинга оснований истерических ограни-
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чений, которые налагает стандартная геометрия нуклеотидов на геоме

трию сахарофосфатного остова. Неоднократно обсуждалась возмож

ность образования водородной связи 02.-Н · · · 0 4 между соседними 

нуклеотидами. Как показано в разд. 13.5, такая связь могла бы обра
зовываться только при помощи водного мостика, поскольку расстояние 

0 2 . Н ···О 4 много больше, чем 3 А. 
Этот вь1вод подтверждают физические и структурные свойства поли

нуклеотида роlу(2'-О-метил-С) аналога poly(C) с метилированными 
атомами 0 2 гидрокси.~юв. Оба полимера имеют почти идентичные тер

модинамические и спектроскопические свойства [239, 946]. Как показы
вает рентгеноструктурный анализ волокон, структура роlу(2'-О-ме
тил-С), по существу, повторяет структуру poly(C), только в данном 
случае на периферии одноцепочечной спирали располагаются ме

тильные группировки [947] (рис. 13.2). Сахарные остатки находятся 
в конформации С3.-эндо, о чем свидетельствует величина угла 

8 (табл. 9.3). Такой же результат был получен путем классических расче
тов потенциальной энергии, выполненных для динуклеотидфосфата 
GpC (948]. 

Однако в случае мономерного 2'-0-метилцитидина и теория [949], 
и кристаллографический эксперимент [950] приводят к другому 
результату-С2 .-эндо-конформации. Таким образом, фосфорилирование 

атома 0 3 . и образование полимера могут менять конформацию са

харных остатков. 

Обсуждение структуры одноцепочечной спирали poly(C) было бы не
полным, если бы мы не упомянули об одном недавнем исследовании. 

Методом ЯМР было показано, что в нейтральном водном растворе 
poly(C), вероятно, существует в виде левой одноцепочечной спирали, 

у которой виток состоит из восьми нуклеотидов (950~]. Расстояние ме
жду нуклеотидами вдоль оси спирали составляет 2,9 А, и, следователь
но, шаг спирали равен 23,2 А. По-видимому, здесь мы имеем дело с со
вершенно новым видом спиральной структуры, геометрические характе

ристики которой очень сильно отличаются от характеристик, полу

ченных с помощью ренттеновской дифракции на волокнах poly(C). Это 
следует и из общего вида левой спирали-рибозофосфатный остов нахо

дится внутри структуры, а основания снаружи, как у правой спирали 
poly(dT) (разд. 13.4). Следовательно, стэкинг между остатками цитозина 
в данном случае отсутствует, и два соседних остатка цитозина взаимо

действуют друг с другом путем образования водородной связи 
N4H ··· 0 2 • Предложенную (гипотетическую) спиральную структуру ста
билизирует еще одна водородная связь : между группой 0 2 Ни фосфа
том, расположенным на 3' -конце того же нуклеотида. Сахара имеют 

конформацию С3.-эндо, основания-антu. Необычен угол вращения 

У вокруг связи С4.-С5 . -он лежит в области сп ; углы вращения r:t и 

~ вокруг связей Р-0 находятся в области - ск. 
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13.2. ОДНОЦЕПОЧЕЧНЫЕ СПИРАЛИ POL У(А) 
9-го И 2-го nОРЯДКОВ С ОСНОВАНИЯМИ 

«ВНУТРИ» И «СНАРУЖИ» 

В зависимости от рН poly(A) существует либо в виде одноцепочечной, либо 
в виде двухцепочечной спирали. Подобно poly(C), poly(A) также образует 
упорядоченные структуры двух типов: при нейтральных и щелочных рН 

преобладает одноцепочечная спираль, которая превращается в двухце

почечную, если остатки аденина (в положении N 1 ) nротонируются, т.е. 

при рН ниже _, 4. Эти две модификации poly(A) стали объектом целого 
ряда термодинамических исследований, опирающихся на спектроскопи
ческие [331, 930- 932, 951. 952] и теоретические методы (955, 956]. Пере
ход «одноцепочечная спираль ~ двойная спираль» зависит от темпера

туры, рН и концентраци.и соли [954]. Переход спираль - клубок 
кооперативен для двойной спирали и некооперативен в случае одноце

nочечной спирали [952]. 
Структурные особенности одноцепочечной спирали poly(A) 9-го поряд

ка. Согласно спектроскопическим данным, одноцепочечная спираль 

poly(A) является правой спиралью и принадлежит А-семейству~ посколь
ку сахарные остатки находятся в С3.-эндо-конформации. Основания на
ходятся в анmu-конформации и уложены параллельно друг над другом. 

Отвечающая этим характеристикам структурная модель, приведенная 

на рис. 13.3, построена по результатам рентгеноструктурного анализа 
монокристаллов тринуклеозиддифосфата АрАН + рАН +. Этот олиго
цвиттерион, подробно описанный в разд. 13.3, имеет спиральный уча
сток АрАН + , структура которого была математически размножена до 
структуры спирали [957]. Полученная таким образом одноцепочечная 
спираль poly(A) содержит девять нуклеотидов на виток, высота которо
го равна 25,4 А. Соответствующие значения расстояния между нуклео
тидами вдоль оси спирали (2,82 А) и наклона оснований (24°) вновь не 
соrласуются с линейной зависимостью между h и /'т (см. рис. 9.4). Фос
фаты расположены на расстоянии 8,07 А. от оси спирали, что несколько 
меньше «фосфатного» радиуса двойной спирали А-РНК, равного 8,89 А. 
Как и в ро1у(С), торсионный угол Е, составляющий -145°, ближе к зна
чениям для мононуклеотидов, чем для двойных спиралей А-РНК 
(табл. 9.3). 

В дезоксирибоаиалоге-poly(dA)- caxap находится в другой конформа
ции. С3,-эндо-конформация сахара и такой же стэкинг, как у спирали 

poly(A), характерны и для структуры oligo(A) в водном растворе [331]. 
По данным ЯМР. в случае дезоксианалога предпочтительной становит

ся С2.-эндо-конформация и появляется четко выраженный стэкинг [958]. 
По мере увеличения длины олигомера число С2.-эндо-конформеров рас

тет и соответственно увеличивается конформационная чистота, о кото
рой говорилось в табл. 4.5. Структурные различия между poly(A) 
и poly(dA) выявляются также с помощью иммунологических тестов 

[959]. 

-
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Рис. 13.3. Модель одноцепочечной 
спирали poly(A), построенная на осно
вании кристаллической структуры 

АрАН + рАН + . Использованы коорди
наты, приведенные в работе [957]. 
Описание деталей изображения 
и масштаб даны в подписи к рис. 10.1. 
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Поведение одноцепочечной спирали poly(A) 2-го порядка в денатури
рующих рас111орителях. Картина резко меняется, если в качестве раство

рителя использовать не воду, а денатурирующий агент, например фор

мамид, диметилсульфоксид или этанол. Известно, что эти соединения 

разрушают стэкинг и, следовательно, изменяют термодинамические 

и спектроскопические свойства· нуклеиновых кислот [960~ 961] (см. рабо-
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Рис. 13.4. Рентгенограмма волокна poly(A), полученного из раствора формами
да [963]. Ось волокна наклонена к плоскости, перпендикулярной направлению 
рентгеновского пучка, на угол 8°. Расстояние между остатками вдоль оси спира
ли равно 2,9 А (на это указьmает меридиональный рефлекс, отсутствующий на 
рисунке). Расстояние между слоевыми линиями равно 5,8 А и дает шаг спирали. 
Стрелкой отмечен меридиональный минимум на первой слоевой линии; наличие 
этого минимума означаеr, что 5,8 А не есть расстояние между остатками вдоль 
оси спирали. 

ту [962], в которой использовался 80%-ный этанол). Удивительно, что 
даже при таких условиях удается получить упорядоченные волокна 

poly(A), которые дают почти идентичные рентгенограммы в случае всех 
перечисленных растворителей. Следовательно, полимер в денатурирую
щих растворителях имеет совершенно определенную упорядоченную 

вторичную структуру [963]. Как же выглядит такая <<ДенатурированнаЯ>> 
структура, в которой нет стэкинга оснований? 

Рентгенограмма волокон poly(A1 полученных из раствора формами
да, очень сильно отличается от рентгенограммы уотсон-криковской 
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Рис. 13. 5. Структура полученной в де
натурирующих условиях одноцепочеч

ной спирали poly(A) 2-го порядка, по
строенная на основании рентгено

rраммы, приведенной на рис 13.4. 
Вверху : ось спирали лежит в плоско

сти рисунка. Внизу : ось спирали рас

положена почти вертикально. Моле
кулы растворителя (формамида). изоб
раженные серым цветом, образуют 
водородные связи с аденинами. Струк

тура построена по координатам, при

веденным в работе [963). Описание 
деталей изображения и масштаб даны 

в подписи к рис. 10.1. 
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двойной спирали (рис. 13.4 и 3.9, В). Видно тем не менее, что исследуе
мая молекулярная структура представляет собой спираль с шагом 5,8 А 
и с двумя нуклеотидами на виток. Характер кристаллической упаковки 

молекул и данные по двойному лучепреломлению указывают на значи

тельный наклон оснований ( ,..._, 36°). полное отсутствие взаимодействия 
между основаниями и сильную сольватацию (3,5 молекулы формамида 
на нуклеотид) (рис. 13.5). 

Последовательность 1t-nоворотов (реверсивных поворотов). Значения 

торсионных углов для спирали poly(A) 2-го порядка приведены 

в табл. 9.3. Обращает на себя внимание тот факт, что сахар находится в 
С3 .-экзо-конформации, а два угла вращения вокруг фосфоэфирных свя

зей лежат в области + ск, что радикально отличается от ситуации для 
спиральных полинуклеотидов, у которых эти углы находятся в области 

- ск. 

Эта особая относительно вращений вокру1 Р-0-связей конформа
ция была ранее обнаружена у неспиральных олигонуклеотидов UpAH +, 

АрАН+рАН+, а также у тРНК. Поскльку при этом подразумевается, 
что направление цепи изменяется на противоположное, т. е. происходит 

поворот полинуклеотидной цепи на угол 1t, ее назвали 1t-поворотом 
[964] (разд. 15.4). Здесь уместно заметить, что одноцепочечную спираль 
poly(A), которая образуется в денатурирующих условиях, можно рассма
тривать как структуру, состоящую из последовательных 1t-поворотов. 
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13.3. ДВОЙНАЯ СПИРАЛЬ POLY(Aн+) - POLY(AW) 
С ПАРАЛЛЕЛЬНЫМИ ЦЕПЯМИ, ОБРАЗУЮЩАЯСЯ ПРИ КИСЛЫХ рН. 

СПИРАЛЬ, ПОВОРОТ И СТЭКИНГ ПАР В ДИМЕРЕ АрАН + рАН + 

При рН < 4 остатки аденина в poly(A) (в положении N 1 ) протонируют

ся. Цепи полимера агрегируют и образуют двойную спираль, которая 

сохраняет свою структуру в водном растворе [965]; агрегаты можно 
осадить на холоде [966] и вытянуть в волокна [ 458, 967]. 

Поворотная симметрия пар и взаимодействие «основание -фосфат» 

в полицвиттерионе. Из рентгенограммы волокон poly (АН+)· poly (АН+) 
следует, что данная структура представляет собой спираль 8-го порядка 
(угол спирального вращения равен 45°) с высотой витка 30,4 А, значит, 
расстояние между нуклеотидами вдоль оси спирали равно 3,8 А [ 458] 
(рис. 13.6). Поворотная ось 2-го порядка совпадает с осью спирали, 
в результате чего появляется поворотная симметрия внутри пары, пока

занная на рис. 13.1. Наличие той же оси 2-го порядка обусловливает па
раллельную ориентацию полинуклеотидных цепей друг относительно 
друга (см. начало главы). Особенно интересно взаимодействие 
N6-H ···О - -Р между атомом N6 аминогруппы и свободным кисло
родом фосфата (рис. 13.6). Эту водородную связь, по-видимому, стаби
лизирует протонирование аденина в положении N 1, при котором ду

плекс poly(AH+)·poly(AH+) превращается в полицвиттерион. С такой 
моделью согласуются также данные ЯМР, полученные для водных рас

творов poly (АН+) -poly (АН+) [967а]. 
АрАН + рАН + · АрАН + рАН + - дуплексный олигоцвиттерион, в кото

ром представлены спиральная структура, поворот и стэкннг. Фрагмент 

poly (А), АрАрА, кристаллизуется в слабом кислом растворе в виде ду
плекса из олигоцвиттерионов-Ар - АН+ р - АН+ ·Ар - АН+ р - АН+, 
в котором два отрицательных заряда фосфатных групп нейтрализуются 
положительными зарядами протонов второго и третьего остатков 

аденина в положении N 1 [986] (другую схему протонирования см. в ра
боте [191]). Можно бьшо бы думать, что димер образует двойную спи
раль, аналогичную спирали poly (АН+)· poly (АН+) (рис. 13.7). Однако 
в действительности конфигурация отдельной молекулы оказывается бо
лее сложной и включает элементы как спиральной, так и неспиральной 

структуры. Это согласуется с результатами исследования олигомеров 

Ар(Ар)пА с помощью кругового дихроизма, которые показывают, что 

в кислых растворах двойная спираль образуется только тогда, когда 
длина цепи превышает критическую величину п = 6. При п < 6 обра
зуются неспиральные дуплексы с неустановленной пока структурой. Это 

означает, что инициация образования двойной спирали poly (АН+)· 
· poly (АН + ) с параллельными цепями подразумевает наличие устойчи
вого зародыша спирали большей длины, чем в случае уотсон-криков

ской двойной спирали, где размер зародыша равен трем парам 

(рис. 6.12). 
В димере АрАН + рАН + молекулы располагаются антипараллельно 
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Рис. 13.6. Структура двойной спирали 
poly{AH + } · poly(AH + ), которая обра
зуется в кислом растворе. Ось 2-го по

рядка совпадает с осью спирали, по

этому полинуклеотидные цепи парал

лельны. Обратите внимание, что име
ется только один тип желобка, посколь
ку пара обладает осевой симметрией 

(рис. 13.1 ). Водородные связи между 
основаниями и связи N6 H . .. о-
-Р изображены серыми линиями. 

Описание деталей изображения и мас
штаб даны в подписи к рис. 10.1. 
Структура построена по координатам, 

приведенным в работе [ 458]. 
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(рис. 13.7, В). Однако при формировании дуплекса образуются пары 
АН+ -АН + , для чего необходима параллельная ориентация цепей 
(рис. 13.1). Это несоответствие приводит к тому, что спиральную конфи
гурацию принимает только часть молекулы, а именно сегмент АрАН + ; 
второй сегмент, АН + рАН +, образует поворот. 

Несмотря на общую сложную структуру молекулы, отдельные ну

клеотиды сохраняют стандартную конформацию: сахар находится в 

С3.-эндо-конформации, основания -в анти, у лежит в области + ск, т.е. 

\ 
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Рис. 13.7. Ожидаемая (А) и реально 
наблюдаемые (Б, В) конфигурации 
АрАН + рАН + [968). В случае А ди
мер образует короткую двойную спи

раль с такими же, как на рис. 13.l, па
рами, с такой же, как на рис. 13.6, 
структурой и с параллельно ориенти
рованными цепями. Однако в кристал

лическом дуплексе молекулы, содер

жащие спиральный и несnиральный 

участки (Б), объединены в антипарал

лельную структуру (В), стабилизируе

мую теми же парами АН -+ · · · АН -+ 
(жирные линии), образование которых 

предполагает параллельную организа

цию. Это противоречие приводит 
к повороту олигонуклеотидно:й цепи, 

показанному на рис. 13.8. 

атом 0 5• располагается «над)) рибозой. Однако ориентация нуЮiеозидов 

относительно фосфоэфирных связей Р-0 у двух динуклеозидфос
фатных фрагментов совершенно разная: у фрагмента АрАН + она имеет 
спиральный характер ( - ск), а у фрагмента АН + рАН + указывает на 
наличие тт-поворота ( + ск) [964] (разд. 15.4). 

Какие силы стабилизируют димер АрАН + рАН + ? Из рис. 13.8 вид
но, что это в первую очередь стэкинг оснований, благодаря которому 

дyrureкc приобретает вид глобулярной, почти спиральной структуры. 

Кроме того, между концевой 03.Н-группой и предпоследним фосфатом 

образуется водородная связь, которая стабилизирует АН + рАН + -
поворот. 

13.4. ОДНОЦЕПОЧЕЧНАЯ СПИРАЛЬ POLY(dТ) БЕЗ СТЗКИНГА 
И С ВЫВЕРНУТЫМИ «НАРУЖУ» ОСНОВАНИЯМИ, 

ПОСТРОЕННАЯ ПО ДАННЫМ О СТРУКТУРЕ 

ДЕЗОКСИДИНУКЛЕОТИДА d(рТрТ) 

В отличие от poly (U), который может образовывать двойную спираль 
(по крайней мере при низких температурах), его дезоксирибоаналог 

poly (dT) и олигомеры oligo (dТ)~ судя по спектроскопическим данным, не 
упорядочены [146, 147, 969, 970]. 

Динуклеотид d (рТрТ) был закристаллизован в виде натриевой coJDt из 
водного раствора, содержащего этанол (358]. Основной особенностью 
молекулярной стр}'КТ}'РЫ d (рТрТ) является то, что конформации двух 
нуклеотидов фактически идентичны: сахарные остатки находятся в 

С2.-эндо-конформации, основания - в антu, а угол вращения у вокруг 

связи С4,-С5 • лежит в области + ск. Эти структурные параметры со-
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храняются и в случае водного раствора d(pTpT) (970], что не так уж не
ожиданно, поскольку молекула в кристалле сильно гидратирована-на 

динуклеотид приходится 26 молекул воды, т. е. кристалл больше похож 
на концентрированный раствор. 

Вытянутая молекулярная структура d(рТрТ). Угол вращения а во
круг фосфодиэфирной связи лежит в области - ск, как nри спиральной 
конформации, но угол ~ находится в области ап, и вследствие этого мо
лекула d(pTpT) вытягивается {рис. 13.9). Основания оказываются слиш-

Рис. 13.8. Молекулярная структура мономера АрАН + рАН + (вверху) и димера 
АрАН + рАН + • АрАН + рАН + (внизу) [968]. Пуиктирными линиями показаны 
водородные связи 03.Н · ··О~ Р. Атомы водорода не указаны, чтобы не 

загромождать рисунок. 
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Рис. 13.9. Молекулярная структура 
d (рТрТ). В кристалле молекулы силь

но mдратированы и оба атома кисло

рода О 2 кетогруnn образуют коорди

национные связи с ионом Na + , ко
торый, кроме тоrо, окружен молекула

ми воды и атомами кислорода фос
фатных rрупц заполняющими его ок

таэдрическую координационную обо
лочку. Оба нуклеотида имеют, по 

существу, одинаковые конформа

ционные параметры, и, следовательно, 

можно размножить структуру динук

леотида до структуры одиоцеnочечной 
спирали (см. рис. 13.10). Структура по
строена по координатам атомов, при

веденным в работе [358). Атомы Н не 
указаны. 

ком далеко друг от друга, чтобы можно было говорить о наличии вну
тримолекулярного стэкинга, однако имеется явный межмолекулярный 

стэкинг с участием оснований соседних молекул. 

l(оординационное связывание N а+ с атомами 0 2 тиминов. Фосфаты 

и основания молекулы d(pTpT) сильно гидратированы, и атомы 0 2 

обоих тиминов образуют координационные связи с ионами Na + , тогда 
как атомы О 4 образуют только водородные связи с молеку ламп воды. 
С аналогичной ситуацией мы уже сталкивались при рассмотрении 
структуры димера ApU; это дает основания полагать, что, по-видимо
му, взаимодействие (кето)О2 • •• Na + является специфическим. 

Одноцепочечная спираль с вывернутыми наружу основаниями. По
скольку конформапии двух нуклеотидов в d (рТрТ) сходны, можно по
строить соответствующую полинуклеотилную структуру, исходя из мо

лекулярной структуры динуклеотида. В результате получается правая 

спираль с вынесенными на периферию и наклоненными на угол 48° ос
нованиями (рис. 13.1 О). Это нецелочисленная спираль - на шаг 25,2 А 
приходится 7,2 остатка, т. е. угол спирального вращения равен 5Q0

, 

а расстояние между остатками вдоль оси спирали составляет 3,5 А. 

Рис. 13.10. Модель ощюцепочечной спирали poly(dТ), построенная на основании 
кристаллической структуры d (рТрТ) [358]. Это правая спираль с шаrом 25,2 'А 
и числом нуклеотидов на виток 7,2; основания вывернуты «наружу», и, следова

тельно, стэкинг отсутствует. 
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13.5. АНТИПАРАЛЛЕЛЬНЫЕ ДВОЙНЫЕ СПИРАЛИ А-ТИПА 
У ПОЛИНУКЛЕОТИДОВ POLY(U), POLY(s2 U) И POLY(X) 

Образование структур типа шпилек. В противоположность полину
клеотиду poly(dT) его рибоаналог poly(U) при низкой температуре 
(,..., 5°) обладает вторичной структурой, которую можно выявить по ги
похромному эффекту в УФ-области, а также при помощи ЯМР. круго

вого дихроизма, светорассеяния, инфракрасной спектроскопии и по 

изменению вязкости и кинетических параметров методом температур

ного скачка [237, 459, 460, 971, 972]. Структура состоит из шпилек, ко
торые образуются, когда цепь складывается сама на себя и формирует 
антипараллельные двойные спирали с несимметричными парами, пока

занными на рис. 13.1 (237, 460]. Относительно короткие спиральные 
фрагменты paly (U) плавятся кооперативно и стабилизируются высокой 
концентрацией пративоионов и полиаминов [972, 973]. 

Так как полиамины могут повышать температуру плавления poly(U) 
до 28°, удается приготовить волокна poly (U), используя в качестве про
тивоиона спермин, и применить для их исследования рентгенострук

турный анализ [974]. Получается довольно размытая (диффузная) рен:,r
генограмма, по которой удается определить лишь шаг спирали (24 А) 
и оценить число нуклеотидов на виток (9- 11). Тем не менее можно пред
положить, что спираль poly (U) похожа по структуре на свой тиокетоа
налог paly(s2 U) [461]. 

2-тиокетозамещение в нуклеиновых кислотах повышает температуру 
плавления. Температура плавления нуклеиновых кислот повышается, ес

ли в пиримидиновые основания ввести 2-тиокетогруппу. Особенно 
сильный эффект наблюдается в случае poly(s2U)-пpи одной и той же 
ионной силе температура плавления poly (U) равна 5,8°, 
а poly(s2 U) - 68,5° [975]. 4-тиокетозамещение сопровождается лишь 
слабым стабилизирующим, а иногда даже дестабилизирующим эффек
том. Причины этого явления будут обсуждаться ниже. 

Для poly (s2 U) в отличие от poly (U) получается рентгенограмма до
статочно хорашего качества, похожая по своим параметрам на рентге

нограмму А-ДНК [461]. Судя по этой рентгенограмме, в случае 
poly (s2U) образуется антипараллельная двойная спираль с числом пар 
на виток, равным 11, высотой витка 28,8 'А, отрицательным углом на
клона пар относительно оси спирали и типичной для структур А-семей
ства конформацией сахара С3.-эндо (рис. 13.11 ). Конформационные па
раметры спирали указаны в табл. 9.3. 

Двойная спираль без осей 2-го порядка. Из-за неэквивалентности двух 
гликозидных связей пары s2U- s2U (образованной водородными связя
ми N 3H·· ·S2 и N 3H ··· 0 4 ) исчезает ось симметрии 2-го порядка, связы

вающая полинуклеотидные цепи друг с другом. Следовательно, теперь 

две цепи не обязательно идентичны, поэтому их называют по-разно

му-сх- и 13-цепи [461]. В дальнейшем при уточнении моде.rш по методу 
наименьших квадратов было показано, что различие между цепями не

велико и касается главным образом величины угла вращения вокруг 
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Рис. 13.11. Спираль poly(s2 U) · poly 
(s2 U) с парами s2 U- s2 U, которые по 
своей геометрии сходны с парами 

U- U. показанными на рис. 13.l . 
Двойная спираль poly (s2 U) похожа на 
спираль А-ДНК и А-РНК. Струк

турный мотив повторяется через 

каждые 28.8 А и состоит из 11 нуклео
тидов. Атомы серы изображены боль

шими кружками. Структура построена 

по координатам, приведенным в рабо

те [ 461]. Описание деталей изображе
ния и масштаб даны в подписи 

к рис. 10.l. 
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Рис. 13.12. Схема перекрывания оснований в спи
рали poly (s2 U) · poly (s2 U), иллюстрирующая нали
чие взаимодействия 82 •• • N 1, которым обусловлена 
необычная стабильность двухцепочечной спирали 

poly(s2 U) (Trn = 68,5°). 

гли1юзидной связи (976]. Можно было бы предложить и другую мо
дель, согласно которой одно из оснований s2 U представлено в виде 
енольной таутомерной формы с образованием симметричной пары. Од
нако в свете соображений, изложенных в работе [461], последнее пред
ставляется маловерояmым 

Почему poly (s2 U) гораздо стабильнее, чем poly (U)? Из схемы стэ
кинга оснований в poly (s2U), приведенной на рис. 13.12, видно, что атом 
S2 располагается непосредственно над атомом N 1 соседнего нуклеотида. 
Именно такое взаимодействие, на основе которого формируется повто

ряющийся структурный мотив, многократно наблюдалось в кристалли
ческих структурах нуклеозидов и оснований, содержащих тиокето

группы [ 453]. Таким образом, мы можем заключить, что повышенная 
стабильность всех полимеров, содержащих 2-тиокетопиримидины, обус

ловлена именно этим типом взаимодействия, которому способствует 
сильная поляризуемость и гидрофобный характер атома серы [975]. 
В полимерах с 4-тиокетогруппами взаимодействие типа S · · · N невоз

можно, поэтому никакой стабилизации не наблюдается. 
Стабильность спиралей poly (dT), poly (rТ), poly (dU) и 

poly (U) различается. Ключевая роль атома 0 2 •• Почему вторичная 
структура poly(dT) менее стабильна, чем poly(U)? Данные ЯМР показы
вают, что в случае oligo (dT) сахарные остатки предпочитают находиться 
в С2.-эндо-конформации, а в случае oligo(U)-в С3.-эндо [146, 147, 237, 
970). Аналогичное различие обнаружено также у аденозиновых анало
гов oligo(dA) и oligo(A) (331, 958]. Различие в конформации сахарных 
остатков может быть обусловлено различиями либо в электроотрица
тельности (разд. 4.3), либо в геометрии стэкинга, который неодинаков у 
С2.-эндо- (В-семейство) и С3.-эндо-полинуклеотидов (А-семейство). 

Другим фактором, увеличивающим относительную стабильность 

двойной спираJШ poly (U1 могло бы быть образование водородной свя
зи (непосредственно или через водный мостик) между группой 02.Н 
одного остатка рибозы и атомом О 4 • соседнего [237]. Имеющиеся в на
стоящее время данные не позволяют сказать, какой эффект сильнее. одна
ко совершенно ясно, что 02 .Н-группа играет важную роль в стабилиза

ции спирали. Это особенно очевидно при сопоставлении полинуклеоти
да poly(dU), у которого вторичная структура отсутствует, с poly(U) или 
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poly (d1) с poly (rТ), структура которого, судя по температуре плавления, 
даже более стабильна, чем структура poly (U) [ 402]. 

Пуриновая двойная спираль, образуемая поликсантиловой кислотой. 

В пуриновом основании ксантине присутствуют такие же функцио
нальные группы, что и в урациле. Следовательно, при спаривании осно

ваний возникает такая же ситуация, что и в случае урацила и 2-тиоура

цила (s2U), т. е. либо образуются несимметричные пары (XVI на 
рис. 6.1 ), либо олив из партнеров находится в енольной таутомерной 
форме, и тогда пары симметричны. Какими бы ни были пары, рентгено
граммы волокон показывают, что в зависимости от рН среды можно 

наблюдать две структурно родственные формы двойной спирали. Та из 
них, которая образуется при рН 5,7, представляет собой спираль 10-го 
порядка. Расстояние между нуклеотидами вдоль оси спирали h равно 
3,01 'А, и рентгенограмма напоминает рентгенограмму А-РНК. Для дру
гой спирали, которая образуется при рН 8,0, h равно 2,52 'А, на виток 
приходится 11 пар оснований и рентгенограмма больше похожа на ре
нтгенограмму А-ДНК. В обоих случаях межгликозидное расстояние 
cl' .. ·С1 - на 2 А больше, чем в уотсон-криковских парах, потому что па
ра состоит из двух пуринов (854]. 

13.6. «ЛИПКИЙ» ГУАНОЗИН. СТРУКТУРА ГЕЛЕЙ ИЗ ГУАНОЗИНА 
И ГУАНИЛОВОЙ КИСЛОТЫ. ЧЕТЫРЕХЦЕПОЧЕЧНЫЕ СПИРАЛИ 
POLY(G) И POLY(l) 

Чтобы образовался гель. нужны вакансии для водородных связей 

и высокая концентрация соли. В отличие от всех остальных компонентов 

нуклеиновых кислот гуанозин, гуаниловая кислота и их производные 

(но не свободный гуанин) в водном растворе образуют гели. Анализ бо
лее 60 гуанозиновых производных показал, что для образования геля (1) 
группы N 1H, N 2 H, N7 и 0 6 в молекуле должны быть свободны, т.е. не 

должны участвовать в образовании водородных связей; (2) должны при
сутствовать гидроксильная группа 05.Н или ее заместители: фосфат, 

сульфат или хлор (но не другой заместитель); (3) важно, чтобы имел ме
сто некоторый избыток (,...., 0,1 М) основной соли [978]. 

Гель из нуклеотидов образуется только в том случае, если мы имеем 
дело с моноанионами, которые существуют при значениях рН выше 

первого рК фосфатной группы. При нейтральных рН гуанин-5'-фосфат 
еще формирует упорядоченные структуры, но гель уже не образуется 
[979]. 

Для образования геля в раствор необходимо добавить соль. Если 

соль присутствует не в избытке, то мононатриевая соль гуанозин-5' -фос

фата и сам гуанозин образуют не гель, а кристаллы (980, 981]. 
Стопки из тетрамерных плоских агрегатов в геле из гуанозииовых 

производных и гуанозин-3'-фосфата. Представление о структуре гелей, 

которые формируются из гуанозинсодержащих молекул, было получено 
:на основании данных рентгеноструктурного анализа [982, 983]. Во всех 

22- 509 
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случаях образуются показанные на рис. 13.1 плоские тетрамерные агре
гаты, в которых мономеры «скреплены» друг с другом посредством во

дородных связей между остатками гуанина. Далее эти плоские агрегаты 

укладываются друг на друг~ образуя стопки с выступаюшими к пери
ферии сахарными остатками. Взаимодействие между соседними слоями 

в стопке, по-видимому, не ограничивается стэкингом. Из того факта, 
что гели формируются при замещении 05,Н-группы на фосфат, сульфат 
и ион хлора, следует, что все эти группы также вовлечены во взаимо

действие, образуя, ~о-видимому, водородные связи с гуаниновыми 

остатками в соседнем слое [978, 984]. 
Ориентация отдельных тетрамерных слоев в стопке неодинакова

каждый следующий тетрамерный слой повернут относительно предыду

щето на определенный угол (вокруг оси стопки), причем величина этого 
угла зависит от вида сахара. В гуанозиновых гелях два последова

тельных слоя повернуты друг относительно друга на угол 45°, в 8-бром
гуанозиновых - на угол 54° (вероятно, из-за сии-конформации основа
ния). В дезоксигуанозине угол поворота равен - 54°, откуда можно 
заключить, что одним из факторов, определяющих структуру, является 

образование водородной связи с гидроксилом 02,Н в гуанозине [978, 
984]. 

Во всех перечисленных случаях слои в стопке «с.мотрят» в одну сто

рону {выстроены в шеренгу). поэтому на рентгенограммах .присут
ствуют характерные рефлексы, отвечающие расстоянию "'3,4 А (984]. 
Но в гелях из 2',3'-0-диацетилгуанозина и из гуанозин-3'-фосфата слои 
обращены один к другому («лицом к лицу»), что приводит к появлению 
характерных рефлексов, отве:шющих удвоенному межплоскостному рас
стоянию 3,4 · 2 А, т. е. ,..., 6,8 А. 

Гуанозин-5' -фосфат образует спиральные агрегаты. В гелях гуано

зин-5' -фосфата тетрамерный ассоциат оснований не плоский, он разре
зан наподобие пружинной шайбы. В результате из тетрамеров форми
руется «непрерывная» спираль, по-видимому, левая, на каждые ее 

4 витка приходится 15 нуклеотидов (982, 983]. Чтобы изменить структу
ру таким образом (от стопки из плоских агрегатов до спирали), доста

точно незначительно деформировать водородные связи-сама система 
усилит любое изменение в 4 раза. Структура спирали, по-видимому, 
стабилизируется с помощью водородной связи между группой N2H 
гуанина и 5' -фосфатом нуклеотида, расположенного в соседнем слое (в 
гуанозин-3'-фосфате такое взаимодействие невозможно). Если хранить 
натриевую соль гуанозин-5'-фосфата в нейтральном растворе, содержа
щем 1,3 М NaCL то образуются кристаллические волоки~ которые по
сле ориентапии под рентrеновским пучком далут рентгенограмму, на

поминающую рентгенограмму правой четырехцепочечной спирали 

ро]у (G), которую мы будем обсуждать ниже [985). 
Результаты спектроскопических исследований соrласуются с реитrе

новскими данными. Структурные модели гелей, образуемых rуанози

новыми производными и гуанозин-3' - и гуанозин-5' -фосфатами, в целом 
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согласуются с результатами спектроскопических исследований. Данные 

по изменению поглощения в УФ-области и по изменению давления па
ров над раствором показывают, что формирование геля -это в высшей 

степени кооперативный процесс, механизм которого описывается схе

мой Мономер~Тетрамер~Октамер~Полимер [986]. Судя по поведе
нию пиков резонансного поглощения 1Н, 23Na и 31Р в спектрах ЯМР 
нейтральных растворов натриевой соли гуанозин-5' -фосфат~ при кон
центрации нуклеотида ниже 0,2 М наблюдается нормальный стэкинг ос
нований. При концентрации выше 0,3 М нуклеотиды образуют скре
пленные водородными связями ассоциаты, преимущественно тетра

меры, октамеры и гексадекамеры. Энтальпия самосборки ассоциатов 

равна ЛН = - 17 + 2 ккал· моль - 1
, энтропия ЛS = - 51 + 6 кал ·моль - 1 

• 

·К - 1 (в отличие от положительного изменения энтропии, которое на
блюдалось бы в процессах с нормальным стэкингом) (987]. 

Почему для образования геля из производных rуаиозииа нужен избы

ток соли? Исследования методом ЯМР убедительно показали, что ка

тион является неотъемлемой частью rуаниновых тетрамерных ассоцита

тов (рис. L3.13) [987, 988]. Он располагается в центральной полости, 
окруженный четырьмя атомами кислорода 0 6 кетогрупп, каждый из ко

торых удален от центра на расстояние 2,28 А [985]. Это на 0,88 А боль
ше вандервааЛЬСОВ3;, радиуса кислорода. Анализ означений ИОНН?IХ радиу
сов для Li + (0,68 А), Na + (0,97 А), К+ (1,33 А1 Rb + (1,47 А) и Cs + 

(1,67 А) [196] показывает, что ион Li -+ слишком мал и не может запол
нить всю центральную полость; размеры ионов Na +, К + и Rb + та
ковы, что эти ионы заполняют полость, располагаясь либо непосред
ственно в ее центре, либо несколько выше, между двумя соседними 
слоями, в окружении восьми атомов кислорода; наконец, ион Cs + 

слишком велик и, по-видимому, не умешается в полости, а потому не 

может способствовать агрегации гуанозинов с образованием тетра

мерных ассоциатов. Вообще говоря, прослеживается параллель между 
этими специфическими комплексами с катионами и целой группой при
родных ионофоров и синтетических краун-эфиров, в которых лиганда

ми, специфически связывающими катион, являются атомы кислородов 
эфиров и кетогрупп, а отбор катионов осуществляется главным обра
зом за счет пространственных эффектов [989]. 

Геометрические характеристики структуры геля сохраняются и в слу

чае четырехцепочечных спиралей [poly(G)]4 и poly(I)]4 • Самые разные 
физические данные свидетельствуют о том, что тетрамерные структуры, 
обнаруженные в гелях из производных гуанозина, образуются и в слу
чае четырехцепочечных спиралей poly (G) и poly (1)-2-дезаминированно
го аналога poly(G) [990, 991]. Авторы двух независимых кристаллогра
фических работ, в которых исследовались волокна двух полимеров, 
пришли к одинаковому выводу и показали, что обе спирали являются 

правыми. Высота витка 39,5 А отвечает числу нуклеотидов 11,5 (т. е. рас
стояние между остатками вдоль оси спирали равно 3,4 А), или, говоря 
друmми словами, структура повторяется через каждые 23 нуклеотида 
22* 



340 

Li2GMP 
о~65М 
о 

1 

Noz GMP 
0,62~ 
10 

К2 GMP 

0,94 ~ 
50 

Cs2 GMP 

о,92~ 
• 3 

В,5~ S,14 7,SS 7,54 7,2!1 

Глава 13 

Рис. 13.13. Спе1<тры ЯМР гуанозин-5'
фосфата (полученные при рабочей час
тоте 220 МГц), на 1<оторых видно из
менение сиmала для протона Н8 
в присутствии ионов различных ще

лочных металлов [988]. Концентрация 
растворов GMP близ1<а 1< насыщаю
щей (0,4-{),9 М), Т = 1 -;- 5°С, раствори
тель D20 . В присутствии ионов Li + и 
Cs + спектр не изменяется, а в присут
ствии ионов Na +, К + и Rb + пик 

резонансного поглощения н8 расщеп
ляется из-за образования тетрамерно

rо 1<омплекса, в 1<отором ион распола

гается в центральной полости в 01<ру

жении четырех атомов 0 6 гуанозинов. 

(или через каждые два витка); таким образом, симметрия спирали 232 

[990, 992]. Конформационные углы в такой модели близки к значениям, 
характерным для А-семейства полинуклеотидных спиралей (табл. 9.3). 
Результаты этих двух исследований позволяют фактически исключить 

из рассмотрения спирали 4-го порядка с конформацией сахара С2.-эндо 

[993], а также все спирали 3-го порядка, предложенные на основании 
более ранних ренттеновских данных [994], и, наконец, отказаться от ле
вой спирали, которая предложена на основании спектроскопических 

данных (990]. Структурное сходство между четырехцепочечными спира
лями poJy (G) и poly (1) было установлено также с помощью иммуноло
гических экспериментов, из которых следовало, кроме того, что помимо 

четъ1рехцепочечных образуются и одноцепочечные спирали (995]. 
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Poly(G) и poly(l) образуют не только четырехuепочечные, но также 
одно- н двухцепочечные спирали. Упомянутые выше иммунологические 

данные и данные по круговому дихроизму [990] и инфракрасной спек
троскопии [996] указывают на то, что в растворах обоих типов полиме
ров при низкой концентрации соли присутствуют упорядоченные одно

цепочечные, по всей вероятности, спиральные структуры со стэкингом 

оснований. В случае poly (G) такая форма метастабильна в присутствии 
ионов металлов, но стабильна в присутствии большего по размерам и, 
следовательно, обладающего меньшим экранирующим эффектом иона 
тетраметиламмония. Это означает, что электростатическое отталкива-

Рис. 13.14. Четырехцепочечная спираль poly (G) (992]. Сахар находится в 
С3.-эндо-конформации. шаг спирали 39,2 А. число нуклеотидов на виток 11,5. 
Структура повторяется через каждые два витка, т. е. симметрия спирали 232 . 

Вверху показана четверка нуклеотидов-аналог пары в двойной спирали, вни
зу-одна из цепей четырехцепочечной спирали. 
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ние между соседними отрицательно заряженными фосфатами одной це
пи ИJШ между различными полинуклеотидными пепями вносит суще

ственный вклад в стабилизацию данной спиральной структуры [996]. 
И наконец, на основании рентгеновских данных для волокон poly (G), 

полученных в присутствии 0,03 М HCI, была предложена последняя мо
дель - модель двухцепочечной спирали с восемью нуклеотидами на ви
ток (997]. В этих условиях происходит протонирование атома N7, и лег
ко представить себе пары оснований GH + - GH + с такой же 
геометрией водородных связей, как у дуплекса poly (АН+)· poly (АН+), 
в котором образуются связи N7 •• ·HN6 (см. рис. 13.1). Хотя рентгено
грамма в данном случае слишком бедна, чтобы можно было говорить 
о каких бы то ни было деталях структуры, аналогия между дуплексами 
poly(AH+)·poly(AH +) и poly(GH+)·poly(GH+) очевидна, поскольку 
обе структуры стабильны только тогда, когда протонированы 
основания. 

Такие же гели, как и в случае мономерного гуанозина и его про
изводных, образуются из дезоксирибоаналогов [978]. В случае полиме
ров сколько-нибудь детальная структурная информация отсутствует, но 
результаты электронно-микроскопических исследований позволяют 

предположить, что полинуклеотид может формировать одно-, двух
и трехцепочечные структуры; впрочем, они могут быть просто денату
рированными формами четырехцепочечной спирали [998]. 

КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

Синтетические РНК-гомополимеры (в отличие от природных РНК) мо
гут существовать в виде различных структурных форм - от одноцепо

чечных до четырехцепочечных правых спиралей. Гомополимер poly (С) 
и его 02.-метилированный аналог образуют одноцепочечные спирали 
6-го порядка, а poly (А) в денатурирующих условиях (в присутствии фор
мамида)-одноцепочечную зигзагообразную спираль 2-го порядка, кото

рая при переходе к физиологическим условиям трансформируется 
в правую спираль 9-го порядка. В структуре олигонуклеотида АрАрА, 
закристаллизованного в кислой среде, представлены и спиральная кон
формация, и поворот цепи; в молекуле образуются пары АН+ ···АН+, 
обнаруженные у полученной в кислом растворе двухцепочечной спирали 
poly (АН+ ), у которой полинуклеотидные цепи ориентированы парал
лельно. Более привычные антипараллельные спиральные структуры А

РНК-типа образуются в случае poly (s2U), poly (U) и poly (Х). Для 
poly ( dT) исходя из кристаллической структуры d (рТрТ) построена мо
дель одноuепочечной спирали. Очень интересные структуры образует 
гуанозин в гелях-стопки из нуклеозидных ассоциатов, обладающих 

симметрией 4-го порядка. Такой же структурный мотив повторяется 
в спиральных тетрамерах [poly (G)]4 и [poly (1)]4 . 



ГЛАВА 14 
Гипотезы и спекуляции: модель "бок о бок'\ 

ДНК с изломами и "вертикальная" 
двойная спираль 

Прежде чем закончить рассмотрение упорядоченных спиральных моле

кул РНК и ДНК, следует упомянуть о некоторых гипотезах, касающих

ся их структуры и динамики. Наибольший интерес представляют аль
тернативная модель двухцепочечной ДНК, в которой отсутствует 
закручивание полинуклеотидных цепей друг относительно друга,-мо

дель «бок о бою>, а также «вертикальная» модель ДНК, предложенная 

для двойной спирали с основаниями в высокой-анти ( - ск)

конформации. Модель ДНК с изломами («кивками») вначале была 
предложена для того, чтобы объяснить способность «жесткой» спираль
ной молекулы ДНК обвиваться вокруг гистонового кора в хроматине, 
но затем ее стали использовать для объяснения механизма «дыхания» 

ДНК. 

14.1. МОЖНО ЛИ СЧИТАТЬ МОДЕЛЬ «БОК О БОК» 
АЛЬТЕРНАТИВОЙ ДВОЙНОЙ СПИРАЛИ? 

Топологическая проблема, возникающая при раскручивании двойной спи

рали, решается так же, как проблема гордиева узла,-путем разрезания. 

В уотсон-криковской двойной спирали две полинуклеотидные цепи за

кручены вокруг одной оси и, следовательно, друг относительно друга. 

Поскольку в процессе репликации полинуклеотидные цепи расходятся 
и связываются с новосинтезированными дочерними комплементарными 

цепями [999], исходная родительская ДНК должна раскручиваться. По
нятно, что раскручивание такой длинной нитевидной молекулы (гл. 1), 
сопряженное с многократным поворотом всей молекулы (один полный 

оборот на каждый виток спирали), требует чрезвычайно интенсивного 
вращения. Следует еще учесть, что в хроматине, где осуществляется ре
пликация, ДНК плотно упакована. Попытки представить себе все эти 

процессы вращения и раскручивания выглядят совершенно безнадежны

ми (1000], и тем не менее в конце концов эта проблема была решена: 
«гордиев узел» из ДНК был разрублен. Этому способствовало откры
тие целого ряда специфических ферментов, названных впоследствии то
поизомеразами. Они создают в молекуле ДНК разрывы и делают воз

можным локальное раскручивание двойной спирали, а после того, как 
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Рис. 14.J. Схематическое изображение 
двойной спирали (слева) и структуры 
«бок о бок» (справа) (112]. Обратите 
внимание, что общие размеры (с = шаг 
спирали и 2а =диаметр спирали) и ось 

симметрии 2-го порядка (обозначена 
символом 8 ) в обоих случаях одина
ковы. 

Рис. 14.2. Схематическое изображение 
двух проекций модели «бок о бок» 
[112]. Одна из цепей нарисована 
в цвете, чтобы показать ее зигзагоо
бразный (неспиральный) ход. 

раскручивание произойдет, вновь соединяют концы молекулы, восстана

вливая ее исходную структуру (1001]. 
Другое решение проблемы: модель «бок о бок». Можно ли предста

вить себе комплекс из двух пепей ДНК, в котором основания образуют 
уотсон-криковские пары, но цепи не перекручиваются и который при 

этом удовлетворяет экспериментальным рентгенограммам, полученным 

на волокнах ДНК? Ответ на этот вопрос был получен независимо дву
мя группами ученых [112, 113, 1002- 1004]. Они построили модели двух
цепочечных ДН~ имитирующие спиральную геометрию, но вместо 

спирального вращения одного знака - правого - ввели в модели чередо

вание знака вращения через каждые пол-оборота (рис. 14.1 и 14.2). 
Как стереохимически представить себе точки поворота? В пределах 

чередующихся право- и левоспиралъных участков особых стереохимиче

ских проблем не возникает. Однако изменение знака спирали сопряжено 
с некоторыми трудностями, которые удалось обойти путем введения не
стандартных, но стереохимически приемлемых углов вращения вокруг 

связей С4.-С5., гликозидной и фосфодиэфирной связей, а также с по-
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мощью изменения конформации сахара с С2.-эндо на С3.-эндо и наобо

рот. В модели, предложенной позднее [113], меняется также ориентация 
сахаров-сахарные остатки вдоль цепи ориентированы поочередно то 

вверх, то вниз, как в левой спирали Z-ДНК (гл. 12). Наконец, поскольку 
правоспиральное вращение энергетически более выгодно, чем вращение 

противоположного знака, молекула ДНК в модели «бок о бок» пред
ставляет собой слабозакрученную правую сверхспираль [112]. 

Модель «бок о бок» имеет то преимущество~ что она не требует рас

кручивания ДНК при репликации - достаточно разорвать водородные 

связи, и цепи разойдутся сами [ 1004а]. Структура обладает значитель
ной гибкостью; такую ДНК легче изогнуть при укладке в хроматине, 
чем двойную спираль (гл. 19). Кроме того, в модели «бок о бок», как 
и в спиральной структуре, имеются главный и минорный желобки; и на

конец, сахарофосфатный остов все время остается на некой «плоской» 
поверхности (рис. 14.2), что создает условия для тесного контакта ме
жду соседними молекулами и тоже облегчает плотную упаковку 
в хроматине. 

Модель <<бок о бок» согласуется с резу ль татами кристаллографиче
ских расчетов [1005] и биохимических исследований, которые показы
вают, что кольцевые одноцепочечные ДНК образуют некий дуплекс, на
званный ДНК V (1006]. Предполагается, что это особая форма ДНК, 
у которой число правых и левых витков одинаково. Такую ДНК можно 
представлять либо в виде структуры «бок о бою>, либо в виде струк
туры, в которой чередуются протяженные право- и левоспиральные 

участки оnинаковой длины. 

Однако авторы работы [122] считают, что метод рентгеновской дн-
" фракции на волокнах ДНК в принципе не может решить вопрос о том, 

можно ли считать модель «бок о бок» альтернативой двойной спирали, 

поскольку он не дает необходимого количества данных. Более сильным 
аргументом против модели «бок о бою> являются результаты гель-элек

трофореза сверхспиральных кольцевых замкнутых ДНК, которые по
казывают, что молекулам одного размера, но с разным числом сверх

витков отвечает на электрофореграмме серия дискретных полос [1007]. 
Наличие дискретности легче объяснить в рамках модели двойной спи
рали, чем модели <<бок о бою>, если предположить, что все молекулы 
ДНК в полосе имеют одинаковый порядок зацепления (гл. 19). 

Наконец, со структурной точки зрения трудно понять, почему через 

каждые 5 нуклеотидов спираль ДНК должна менять знак вмест,о того, 
чтобы просто оставаться непрерывной правой спиралью. Особенно не
понятно, что является «сигналом» к повороту полинуклеотидной цепи 

в случае гомополинуклеотидов, таких, как poly(dA)·poly(dT). И наконец, 
чем можно объяснить существование различных форм ДНК -А, В, С 
и D, если не структурными модификациями двойной спирали? 

Конечно, при взаимодействии ДНК с белками ситуация может изме
ниться. В настоящее время мы не можем полностью отвергнуть воз

можность существования структуры «бок о бою>, однако следует рас-
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сматривать такую структуру скорее как особый топологический вариант 
двухцепочечной ДНК. 

14.2. МОЖЕТ ЛИ ЦЕПЬ ДНК СВОРАЧИВАТЬСЯ 
ПУТЕМ ОБРАЗОВАНИЯ ИЗЛОМОВ? 

В хроматине двухцепочечная ДНК в В-форме наматывается на бел
ковый кор, образуя сверхспираль радиусом "'50 'А (гл. 19). Вначале ка
залось невероятным, чтобы спираль ДНК диаметром 20 А плавно изги
балась с образованием такой компактной структуры. Поэтому было 
высказано предположение, что через каждые 20 пар в молекуле по
является излом [1008, 1009]. Эта гипотеза на первый взгляд подтверж
далась результатами частичного гидролиза ДНКазой 1 хромосомных 
ДНК-белковых комплексов. После обработки комплексов этим фермен
том образовывались фрагменты ДНК, имеющие длину, кратную 10 па
рам, и это рассматривалось как результат расщепления молекулы в ме

стах изломов [1008]. Хотя позднее такая интерпретация была признана 
ошибочной [907], изломы в двойной спирали по-прежнему считают воз
можным структурным элементом ДНК. 

Геометрическое описание излома в ДНК. Анализ структурных моде

лей показывает, что излом в двойной спирали ДНК легче всего обра

зуется в том случае. если изгибать ее в сторону минорного желобка 

(рис. 14.3). Даже такой большой угол излома сх, как 100°, можно полу
чить путем изменения одного торсионного угла у (вращение вокруг свя
зи С4.-С5.) от обычных значений, лежащих в области + ск, до значе
ний, лежащих в ап-области. Энергетические расчеты показали, что такое 
конформационное изменение. связанное с разрушением стэкинг-взаимо
действия, легче всего происходит между двумя АТ-парами. Необходи
мая для этого энергия по оценкам составляет не больше 5 ккал· моль - 1 

в зависимости от принятого теоретического приближения [1010, 1011]. 
Излом имеет следующие макроскопические характеристики: l) оси 

двух прилегающих к месту излома спиральных участков не обязательно 
пересекаются, они могут быть смещены в любую сторону друг от друга 
на расстояние "'1 'А (расстояние d на рис. 14.3); 2) соседние спиральные 
участки связаны псевдоосью симметрии 2-го порядка, совпадающей 
с биссектрисой угла излома; 3) расстояние D между точкой излома 
и ближайшей парой оснований может достигать 7-8 А; 4) вообще гово
ря, излом сопровождается небольшим «раскручиванием» молекулы на 

угол 15-20°. 

Рис. 14.3. Излом в В-ДНК. Показаны две взаимно перпендикулярные проекции 
[1012]. Определения угла а. и расстояний d и D даны в тексте. Псевдоось 2-го 

порядка (вертикальная на верхнем и горизонтальная на нижнем рисунках) связы

вает два спиральных участка молекулы, примыкающие к излому. 
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Если изломы в ДНК периодически повторяются, то молекула при

нимает некую характерную форму. Так, образование изломов через 
каждые 5 пар оснований приводит к формированию зигзагообразной 
структуры. а если изломы происходят через каждые п · 10 пар, то обра
зуется левая сверхспиральная структура, точно такая же, как в хромати

не. Как мы увидим в гл. 19, в свете современных данных более ве

роятным представляется плавное изгибание ДНК в хроматине. Тем не 
менее понятие излома используется при описании «дыхания» двойной 

спирали. 

14.3. х- И J3-ИЗЛОМЫ ДНК: «ДЫХАНИЕ» 
СО СКОРОСТЬЮ ЗВУКА 

Поскольку mпотеза изломов казалась приемлемым решением проб
лемы упаковки ДНК в хроматине, ее обобщили на случай комплексов 
динуклеозидфосфатов с интеркаляторами, которые используются в ка
честве модельных систем для изучения взаимодействия ДНК с лекар
ственными препаратами (гл. 16). В таких модельных комплексах, ко
торые большей частью принадлежат к риборяду, самокомплементарные 
молекулы образуют мини-спирали; пары оснований в спирали раздви
гаются, образуя щель размером 3,4 А. в которую входит интеркалятор. 
Этот процесс обычно сопровождается некоторым раскручиванием ми

ни-спирали и (по крайней мере для большинства соединений) измене
нием конформации сахара от С3.-эндо к С2.-эндо. Хотя в случае олиго
и полидезоксирибонуклеотидов ситуадия может оказаться иной, тем не 
менее предполагается, что при указанном изменении конформации саха
ра и раскручивании соседних пар на угол - 10° в этом месте молекулы 
В-ДНК образуется излом с ci ~ 40° [1012- 1014]. Считается, что в хрома
тине такие изломы должны встречаться через каждые 10 пар оснований 
(«х-изломы В-ДНК>>). Изломы каждой второй пары приводят к менее 

определенной структуре-«В-ДНК с JЗ-изломами». Сегменты с такой 

структурой могут образовываться в ДНК непосредственно перед тепло
вой денатурацией или кратковременно возникать в АТ-богатых участ
ках. облегчая тем самым взаимодействие ДНК с белками и лекар
ственными препаратами, которое включает интеркаляцию плоских 

боковых цепей ароматических аминокислот или других молекул. 

Предполагается~ что участки «В-ДНК с J3-изломами» возникают в ре
зультате броуновских столкновений с молекулами растворителя. В боль

шинстве случаев такие столкновения будут приводить к беспорядочным 
колебаниям в структуре ДНК, однако, если молекула растворителя слу
чайно столкнется с ДНК в нужный момент времени, может возникнуть 

гармоническая волна, которая приведет к нормальным колебаниям 

(<<Дыханию») и будет распространяться вдоль спирали со скоростью зву

ка (акустическая волна). Это движение связывают со структурным пере
ходом В-ДНК в «В-ДНК с JЗ-изломами» -спираль, у которой каждый 

второй сахарный остаток зафиксирован в С3.-эндо-конформации [1014]. 
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Мы не будем здесь касаться вопроса о том, насколько справедлива 

данная гипотеза. Отметим лишь, что двойная спираль действительно 
раскрывается на короткое время, поскольку при О0С характерное время 

тритиевого обмена в ДНК составляет всего лишь ,..., 5 мин. хотя темпе
ратура плавления ДНК при этом превышает 80°. Было высказано пред
положение, что вдоль цепи ДНК мигрируют раскрытые участки длиной 

около 10 пар в виде возбуждаемых солитонами одиночных волн. На
поминают ли такие участки по своей структуре «ДНК с J3-изломами» 
(или с изломами другого типа). пока неизвестно [1014а]. Однако сле
дует уяснить, что ДНК, конечно же, не является абсолютно жестким 

стержнем; скорее следует рассматривать ее как молекулу с ограничен

ной макроскопической гибкостью, в которой происходят микроскопиче

ские локальные движения. 

14.4. ИЗГИБЫ ДНК В МЕСТЕ СОЕДИНЕНИЯ 
СПИРАЛЕЙ А- И В-ТИПА 

Если предположить, что для двойной спирали ДНК, как и для т РНК 
(гл. 15), характерна тенденция к насыщению стэкинга, становится инте
ресной другая модель: для того чтобы молекула ДНК резко изогну
лась, в нее вводится не излом (разрушение стэкинга), а лишь изменение 

конформации сахара [381, 1015). 
Смешанная конформация сахара, стэкинг оснований и изгиб на 26° 

в месте (А-В)-контакта. При попытке объединить спирали В- (10-го по

рядка) и А-ДНК (11-го порядка) в единую непрерывную спираль было 
обнаружено, что «СТЫК» легко осуществляется, если в месте контакта 

два сахарных остатка пары имеют разную конформацию. Контакт вы
глядит наиболее приемлемым, когда при переходе от А- к В-ДНК сахар 
в цепи с полярностью 5' ........ 3' находится в С2.-эндо-конформации, а сахар 
комплементарного нуклеотида-в С3.-эндо-конформации. Несмотря на 

такое конформационное изменение, стэкинг в месте перехода пол
ностью сохраняется и все торсионные углы имеют обычные значения; 
тем не менее спираль при этом изгибается на угол 26° (рис. 14.4) и, по
скольку В ........ А-перехоn приводит к повороту пары на - 3,3°, немного 
раскручивается. 

Описанные предположения подтверждаются некоторыми эксперимен

тальными данными. На полное сохранение стэкинга в месте (А-В)-кон

такта указывают спектры КД и ЯМР гибридного дуплекса 

[poly(dG)·(rC)11- (dC)16], в котором «ДНК-участки» находятся в В
форме, а соседние (rС)11 -сегменты-в А-форме [1015, 1016]. Раскручива
ние, обусловленное (В ........ А)-переходом, действительно наблюдается при 
связывании ДНК с РНК-полимеразой в форме холофермента (1017]. 
Длина промоторного участка, оцененная по величине угла раскручива
ния 140°, составляет 40 нуклеотиnов, что находится в очень хорошем со
ответствии с данными по анализу различных промоторов [1018]. 

Легко видеть, что непрерывный ряд таких изгибов, т. е. последова-
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Рис. 14.4. (А - В)-контакт в структуре двойной спирали [1015]. У пары основа
ний, расположенной в точке контакта, один сахарный остаток находится в 

С2.-эндо-конформации, а другой-в С3 -эндо-конформации, но все торсионные 
углы имеют обычные значения и в отличие от ДНК с изломами (рис. 14.3) по
лностью сохраняется стэкинг оснований. Ось спирали, показанная цветной ли
нией, изгибается на 26°. 



Гипотезы и спекуляции 351 

тельность (А- В)-контактов, приведет к тому, что спираль ДНК 
совершит полный оборот без каких бы то ни было изломов в цепи и 

в целом останется более или менее гладкой. Кроме того, поскольку А

и В-ДНК <<Энергетически близки», вполне возможно, что динамическое 
поведение ДНК обусловлено миграцией А-ДНК-кластеров вдоль спира
ли В-типа, а не кластеров J3-изломов, наличие которых привело бы к бо

лее существенным структурным изменениям. 

Следует заметить, что реально существующие в ДНК некоторых эу
кариот протяженные участки poly(dA) · poly(dT) являются терминатора
ми транскрипции [1016а]. Это экспериментальное наблюдение можно 
объяснить структурными особенностями таких участков. Известно, что 

полинуклеотид poly(dA) · poly(dT) [но не poly(dA-dT)] является кон
формационно жестким и может находиться только в В' -форме. Следова
тельно, В-+ А-переход в таких участках не происходит, что, возможно, 

и препятствует их связыванию с РНК-полимеразой [1016Ь]. 

14.5. «ВЕРТИКАЛЬНАЯ» ДВОЙНАЯ СПИРАЛЬ 
В СЛУЧАЕ ПОЛИНУКЛЕОТИДОВ С высокой-анти-КОНФОРМАЦИЕЙ 

Когда основания в полинуклеотиде находятся в высокой-антu( - ск)
конформации (например, из-за образования связи между атомом С6 пи
римидина или С8 пурина и атомом С2. сахара), полинуклеотид может 

образовывать одноцепочечные спирали двух типов : левую, с основания
ми, перпендикулярными оси спирали, и правую, с почти параллельными 

оси основаниями. 

На основе П?следней структуры можно построить «вертикальную» 
двойную спираль с уотсон-криковскими парами, параметры которой 

значительно отличаются от параметров двойных спиралей ДНК и РНК 
[1022, 1023] (рис. 14.5). Пары оснований в такой спирали располагаются 
почти параллельно оси, а сахарофосфатный остов с основаниями в 
высокой-антu ( - ск)-конформации обвивает ось на расстоянии от 8 до 
18 'А ( =радиусу спирали) в зависимости от выбранной модели. Значе
ния всех торсионных углов в целом близки к таковым для двойных спи

ралей ДНК и РНК, причем можно построить модели как с конформа
цией сахара С3 .-эндо, так и с конформацией С2.-эндо. Гипотетическая 

«вертикальная» двойная спираль целиком основана на компьютерных 

модельных построениях. однако ее адекватность подтверждается ре

зультатами спектроскопических исследований, которые показывают, что 

го~ополинуклеотиды с основаниями, зафиксированными в 
высокой-антu( - ск)-конформации, способны образовывать одно-, двух
и трехцепочечные спиральные структуры, напоминая тем самым систе

му poly(A) -poly(U) [1024-1026]. 
Приведенные примеры показывают, что построить разумную с точ

ки зрения стереохимии модель структуры относительно просто; доволь

но трудно доказать, что такая модель неверна, но еще труднее доказать, 

что она справедлива. 
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Рис. 14.5. Две проекции (перпендику
лярная оси спирали и вдоль оси) моде
ли «вертикальной» двойной спирали, 

построенной для дуплекса 

poly(A) · poly(U) (1022]. Цепь poly{U) 
изображена более жирными линиями, 

чем цепь poly{A); пунктиром показаны 
водородные связи. Обратите внимание 

на почти вертикальную ориентацию 

оснований, находящихся в 
высокоu-анти ( - ск)-конформации, 

и большой радиус спирали. 
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КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

В этой главе описаны некоторые гипотетические структуры ДНК 

и РНК, основанные главным образом на теоретических расчетах. 
Чтобы избежать «распутывания» цепей при репликаnии двухцепочечной 

ДНК, была предложена модель «бок о бою>. в которой правая спираль 
сменяется левой и, наоборот, через каждые полвитка, или через каждые 
пять нуклеотидов. Способность ДНК закручиваться вокруг нуклеосом
ного кора объяснялась изломами в двойной спирали, а не ее плавным 

изгибанием, причем и~ломы образовывались путем изменения конфор
мации сахара и (или) торсионного угла у. Изломы двойной спирали ис
пользовались для объяснения поведения ДНК при температурах, близ

ких к Т m, а также в процессе интеркаляции в ДНК лекарственных 

препаратов. Предполагается также, что изгибы (или изломы) возникают 
на переходных участках, когда в пределах одной спирали встречаются 
структуры А- и В-типов. Для полинуклеотидов с основаниями в 

высокой-анти( - ск)-конформации была предложена модель «вертикаль
ной» двойной спирали. Закручивающаяся спираль располагается до
вольно далеко от оси, и внутри остается цилиндрическая полость боль-
шого радиуса. · 
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т РНК-сокровищница стереохимической 

информации 

тРНК-одна из наиболее подробно изученных биологических макромо
лекул. Связь между ее структурой и функциями рассмотрена во многих 
книгах и статьях [164, 1027-1038]. Описаны ее спектроскопические свой
ства, причем особое внимание уделено динамическим аспектам [ 1027], 
хорошо изучена термодинамика ее конформационных переходов [ 449, 
554, 1027, 1039, 1040]. Обсуждение всех структурно-функциональных ас
пектов тРНК увело бы нас слишком далеко, поэтому мы отсылаем чи
тателя I< указанным работам и в данной главе сконцентрируем свое 
внимание непосредственно на структурных проблемах: на первичной, 

вторичной и третичной структуре тРНК, на роли стэкинга и спаривания 

оснований в стабилизации спиралей и петель, на конформации нуклео

тидов и взаимодействии тРНК с ионами металлов. 

15.1. ПЕРВИЧНАЯ И ВТОРИЧНАЯ СТРУКТУРА тРНК. 
<<КЛЕВЕРНЫЙ ЛИСТ» 

Общие выводы, основанные на анализе нуклеотидной последовательности 

200 молекул тРНК. Типичная молекула тРНК-это полинуклеотилная 
цепь длиной от 75 до 90 нуклеотидов. В ней встречаются не только 
четыре ста~щартных типа нуклеотидов, но и приблизительно 10% «ред
ких», или минорных; некоторые из них уже упоминались в разд. 7.4. 
Проведен анализ первичной структуры примерно 200 известных моле
кул тРНК (1037, 1041, 1042]. Все они могут быть уложены таким обра
зом, что получается вторичная структура, напоминающая по форме кле

верный лист (рис. 15.1). 
Каждый из четырех стеблей «клеверного листа» состоит из 4- 7 уот

сон-криковских пар, образующих двойные спирали. Стебли называются 
акцепторным, антикодоновым, D- и Т-стеблями. Акцепторный стебель 
содержит 3' - и 5' -концы полинуклеотидной цепи, причем к концевой 
3' -гидроксильной группе (С-С-Ао3.Н) присоединяется специфическая 

аминокислота, отвечающая последовательности антикодонового три

плета в антикодоновой петле (генетический код см. в разд. 6.9). D- и Т
стебли названы так потому, что соответствующие петли содержат диги-
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Рис. 15.1. Вторичная и третичная структура дрожжевой тРНКРhе; «клеверный 
лист» (слева) и Г-форма (справа) [1031]. Инвариантные в тРНК класса 1 основа
ния помечены кружками, полуинвариантные заключены в круглые скобки. Точ

ками отмечены уотсон-криковские пары. маленьким кружочком -«качающаяся» 

пара (G4 - U69). Число нуклеотидов в вариабельной петле V и в областях (Х и 
(3 зависит от вида тРНК. Тонкими линиями соединены пары оснований, которые 
образуют «третичные» водородные связи. Обратите внимание, что большинство 

инвариантных и полуинвариантных остатков расположено в середине буквы Г 

и в шарнирной области и образует третичные водородные связи, которые наря
ду со стэкингом оснований (рис. 15.3) стабилизируют пространственную струк
туру тРНК. Черным цветом показано, какие части юшеверного листа», объеnи
няясь, образуют «ножку» буквы Г. 

дроуридин (D) и риботимидин (Т). Число ну1<леотидов в стеблях 
и петлях, вообще говоря, постоянно, за исключением вариабельных пе

тель, которые у большинства тРНК состоят из 4- 5 нуклеотидов (класс 
1), но в некоторых случаях могут включать от 13 до 21 нуклеотида 
(класс 11). Число нуклеотидов в а.- и (3-областях D-петли варьирует от 
1 до 3 у различных видов тРНК. 

Инвариантные и полуиивариантные нуклеотиды. Если последователь
ности всех тРНК расположить одну под другой, то окажется, что в не
которых позициях всегда находятся одни и те же нуклеотиды; их назы

вают инвариантными. В других местах оказываются только пуриновые 

нуклеотиды {R), только пиримидиновые (У) или только гипермодифици
рованные пуриновые (Н); все это так называемые полуинвариантные ну
клеотиды. Из рис. 15.1 видно, что большинство инвариантных и по
луинвариантных нуклеотидов сконцентрировано в районе петель. 

Структурная интерпретация этого явления основана на особенностях 
пространственной укладки цепи тРНК. 

23* 
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15.2. СВЕРТЫВАНИЕ «КЛЕВЕРНОГО ЛИСТА» 
В ТРЕТИЧНУЮ СТРУКТУРУ. Г-ФОРМА 

Как расположены в пространстве четыре ветви <<Клеверного листа»? Тре
тичная структура, установленная по данным рентгеноструктурного анали

за. Еще до того, как в 1973 г. было завершено первое рентгеноструктур

ное исследование кристаллов тРНК [1043], предпринимались попытки 
построить модели тРНК на основании имеющихся физических и хими
ческих данных и предсказать, как происходит свертывание молекулы 

тРНК в пространстве [235, 1044]. Особенно близка к общепринятой 
в настоящее время структуре одна из моделей, предложенная Левиттом. 

Она верно предсказывает даже большинство пространственных контак
тов [1045]. 

В нескольких лабораториях были получены кристаллы тРНК [1044], 
и три независимые группы ученых успешно провели рентгеноструктур

ное исследование орторомбических [396, 1046] и моноклинных (85, 87, 
1047] кристаллов дрожжевой тРНКРhе_ Позднее была определена струк
тура дрожжевой тРНКдsр [1048], инициаторных тРНКfМеt из дрожжей 
[1049] и Е. coli [1050] и дрожжевой тPHKGiy [1051]. 

Г-форма состоит из двух почти перпендикулярных друг другу спиралей 

А-РНК. Результаты рентгеноструктурного анализа кристаллов показа

ли, что все тРНК имеют более или менее одинаковую Г-образную кон

фигурацию; длина обеих частей буквы Г составляет около 70 А, а тол
щина - 20 А и равна диаметру двойной спирали А-РНК. Молекулярная 
структура двух (независимо исследованных) кристаллических форм 
дрожжевой тРНКРhе оказалась практически одинаковой, хотя упаковка 
молекул в моноклинных и орторомбических кристаллах различна. При 
сравнении со структурой тРНКАsр и инициаторной тРНКfМеt обнару
жены небuльшие, но все же заметные различия, которые здесь рассмат
риваться не будут. 

Два конца буквы Г образованы ССА-концом и антикодоновой пет
лей, которые находятся друг от друга на расстоянии около 80 А 
(рис. 15.1и15.2). Наружный край угла буквы Г образован Т-петлей. Ак
цепторный и Т-стебли уложены один вслед за другим и образуют еди
ную двойную спираль А-РНК из 11 пар оснований. В аналогичную 
структуру организованы антикодоновый и D-стебли, но в образуемой 
ими общей спирали имеется излом: угол между двумя осями равен 26° 
[396]. 

тРНК -молекула с осевдосимметрней 2-го порядка. Если рассматри

вать структуру тРНК в общих чертах, то вертикальная и горизонталь
ная части буквы Г оказываются связанными псевдоосью 2-го порядка, 

которая делит пополам угол «Г» и связывает друг с другом спирали 

«антикодон/D» и «акцептор(Г» (рис. 15.2). Так как аминоацил

тРНК - синтетазы (ферменты, которые катализируют присоединение 
к тРНК специфических аминокислот) существуют в виде мономеров, 
димеров и структур с большим числом субъединиц, можно предполо

жить, что симметрия тРНК обусловлена димерным (с симметрией 2-го 



тРНК-сокровищница стереохимической информации 357 
1 

56 

Рис. 15.2. Схематическое представление структуры молекулы тРНКРhе [396]. 
Непрерывная лента-сахарофосфатный остов. Пары оснований изображены 
в виде длинных полосок, неспаренные основания - в виде коротких. Цветными 

линиями показаны третичные водородные связи, которые сконцентрированы 

в шарнирной области и с наружной стороны угла буквы Г. Четыре ветви «кле
верного листа» по-разному затенены. Катионы Mg2 +,расположенные в местах 
сильного связывания, обозначены серыми кружками, две молекулы спермина
серыми изогнутыми лиmrями. 

порядка) состоянием фермента или его агрегацией более высокого по
рядка - она облегчает узнавание ферментом и субстратом друг друга 

и обеспечивает наличие симметрии 2-го порядка в структуре комплекса 
[1052]. Эта привлекательная гипотеза пока не доказана, так как не опре
делена структура ни одного комплекса с тРНК-синтетазой. 

15.3. СТАБИЛИЗАЦИЯ ВТОРИЧНОЙ И ТРЕТИЧНОЙ 
СТРУКТУРЫ тРНК ГОРИЗОНТАЛЬНЫМИ И ВЕРТИКАЛЬНЫМИ 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯМИ МЕЖДУ ОСНОВАНИЯМИ 

Кроме уотсон-криковских пар, ответственных за бо пьшую часть гори
зонтальных взаимодействий между основаниями (особенно в стеблях), 

в тРНК имеется ряд нестандартных пар и триплетов. Нестандартные 
пары располагаются преимущественно с наружной стороны угла и 
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Рис. 15.3. Спариван11е основа~шй и стэюшг-вза11модействия в дрожжевой 
тРНКРhе (1030, 1046]. Пары, стабилизирующие втор11чную и третичную структу
ру, изображены в виде вытянутых пластин llJUf в в11де двух соед11ненных стерж

нем коротЮfх пластин. Инвариантные 11 полуинвар11антные основан11я (закра
шены) сконцентрированы в антикодоновой петле, на ССА-конце акцепторноrо 
стебля, с наружной стороны буквы Г 11 в шарнирной области (ер. с третичными 
водородным11 связями, изображенным11 на рис. 15.2 цветными лиН11ями). Обра
тите внимаНllе на стэкиш оснований 34- 38, расположенных в антикодоновой 
петле, в состав которой входит антикодон Gm34-A35-A36. Буквами от а до 

h помечены пары и триплеты, изображенные на р11с. 15.4. 

в шарнирной области буквы Г, где соединяются два спиральных доме
на. Нестандартное спаривание стабилизирует укладку «клеверного ли

ста» с образованием третичной Г -образной структуры, а многочис
ленные вертикальные стэкинг-взаимодействия, наличие которых являет-
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ся одной из главных характеристик архитектуры тРНК, укреШiяют эту 

структуру (рис. 15.2, 15.3). 
Не-уотсон-криковские пары, обнаруженные в дрожжевой тРНКРье, изо

бражены на рис. 15.4. Одна из них, «качающаяся» пара G4-U69, входит 
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Рис. 15.4. Необычные взаимодействия между основаниями, обнаруженные 
у дрожжевой тРНКРЬе_ Их местонахожденlfе в молекуле тРНК показано на 
рис. 15.3. Все остальные пары прlfнадлежат к уотсон-крlfковскому типу. Флажкlf 
на гликозlfдных связях указывают орlfентацlfю остова. В случаях с, е, f (m2G 10, 

0 45), g{A9 , А23~ h{C13, m 7G46) цепи параллельны, а во всех остальных случаях 
антипараллельны. Все эm пары уже были lfзображены на plfc. 6.1. 
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в состав акцепторного стебля. По своей структуре она сходна с уотсон
криковской и поэтому не нарушает структуру двойной спирали. а лишь 

создает небольшую выпуклость в сахарофосфатном остове. Пара 

G 15-С48 - это обратная уотсон-криковская пара с параллельной ориен

тацией цепей. В обратной хугстеновской паре m 1 А58-Т 54 наблюдается 
антипараллельная ориентация. Образование здесь уотсон-криковской 
пары блокируется метилированием основания m1 А58. Следовательно, 
хугстеновское спаривание в данном случае является единственно воз

можным способом образования водородных связей с другим основа

нием. Вероятно, образованию хугстеновской пары благоприятствует 
также положительный заряд, который возникает из-за метилирования 

N1 . Пурин-пуриновая пара m~G26-A44 «длиннее», чем нормальная уот
сон-криковская, а кроме того, она в значительной степени неплан&рна 

из-за стерического отталкивания между диметиламиногруппой G 26 

и группой С2Н аденина. Так как эта пара находится на стыке между ан
тикодоновым стеблем и :О-стеблем и взаимодействует с обоими, то 
именно она ответственна за излом в 26° между двумя спиралями. 

В тРНК имеется также несколько триIШетов оснований, в которых 

кроме уотсон-криковской пары присутствует дополнительное основание, 

присоединенное со стороны главного желобка либо одно:й водородной 
связью, как в триплете m2G 10- C25- G45, либо двумя. как в триплетах 
G22- C13- m7G46 и A23- U 12- A9 ; в последнем триплете пара А-А 
выглядит так же, как пары оснований в двойной спирали poly (АН + ) · 
· poly(AH + ) (разд. 13.3). Во всех этих триплетах обязательно представ
лена одновременно и параллельная, и антипараш1ельная ориентация по

линуклеотидных цепей. 

Большинство «третичных» водородных связей образуется между по

стоянными основаниями. Из рис. 15.2 и 15.3 видно, что большая часть 
стабилизируюших третичную структуру водородных связей образуется 

между инвариантными и полуинвариантными основаниями. Так как все 
тРНК можно сложить в «клеверный лист», это означает, что их про

странственная структура более или менее одинакова, т. е. имеет вид 

буквы Г (1053, 1054]. 
Стэкинг оснований как главная структурная особенность. В дрожже

вой тРНКРhе только 42 основания из 76 :входят в спиральные участки. 
Тем не менее в стэкинг-взаимодействиях участвует 71 основание. Сво
бодные от стэкинга основания-зто G 20, U47, концевой аденин А74 
и остатки дигидроурацила D 16, D 1 7 . Последние, будучи неплоскими 

и неароматическими, в общем-то и не должны участвовать в стэкинге 

(разд. 7.4). 
Схема стэкинга оснований в спиральных доменах практически такая 

же, как у двухцепочечных А-РНК. Однако перекрывание оснований не
сколько сильнее; по своей плотности спирали эквивалентны структуре 

с числом пар на виток, меньшим 11 (1052]. Хотя основания U 7 и m2C49 

непосредственно не связаны друг с другом. спиральная структура 

в этом месте (в месте контакта между акцепторным стеблем и Т-сте-
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блем) не нарушается, потому что сохраняется регулярность стэкинга -
оба основания взаимодействуют с примыкающими к ним парами. 

Интересная схема стэкинга обнаружена у уотсон-криковской пары 
m2G 10- C25, расположенной над основанием m~G26 упоминавшейся ра
нее «длинной» пурин-пуриновой пары. Она приводит к излому 26° ме
жду антикодоновым стеблем и D-стеблем. Далее в Т-петле обратная 
хугстеновская пара m1A58-T54 между инвариантными основаниями 
и инвариантная пара G 18-'P55 с единственной водородной связью 

образуют стэкинг с уотсон-криковской парой G53 -C61, причем послед
няя также инвариантна во всех тРНК [1055]. Одно время считали, что 
расположенная в углу Г-образной молекулы тРНК инвариантная после

довательность Т 54 'Р 55C56G 57 обусловливает связывание тРНК с рибо

сомной 5S-PHK [1056]. Более новые данные показывают, однако, что 
в процессе биосинтеза белка такое взаимодействие, вероятно, не осу

ществляется [1056а]. 
Интеркаляция оснований-особый вид стэкинга. Чтобы оптимизиро

вать общую схему стэкинг-взаимодействий в молекуле, в отдельных ме

стах основание из одной цепи встраивается между двумя основаниями 

другой цепи. Такое взаимодействие осуществляется там, где встречают
ся сразу три цепи: с внутренней стороны угла буквы Г и в области Т
петли. Кроме изображенного на рис. 15.5 случая интеркаляции основа
ния А9 между основаниями G45 и m7G46 обнаружены еще три: С13 
между U8 и А9 ; G 18 между m

1A58 и G 57 ; G 57 между G 18 и G 19 (1057]. 
Такое расположение основания подрLt.зумевает, что расстояние от него 

до каждого из соседей равно 3,4 'А, поэтому сахарофосфатный остов 
в месте вставки основания должен перестроиться. К описанию того, как 
это происходит, мы теперь и перейдем. 

15.4. ИЗМЕНЕНИЕ КОНФОРМАЦИИ САХАРА, 7t-ПОВОРОТ 
и ПЕТЛЯ со стэкинrом «ФОСФАТ-ОСНОВАНИЕ»: 

НАИБОЛЕЕ ВАЖНЫЕ СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ 

Для того чтобы молекула тРНК могла свернуться с образованием 
столь сложной структуры, состоящей из спиралей и петель, конформа
ция нуклеотидов в определенных участках молекулы должна отличаться 

от стандартной. 

При изменении конформации сахара С3.-эндо __. С2.-эндо рибозофос
фатный остов вытяrивается и расстояние Р · · · Р увеличивается от 5,9 до 
7 А (рис. 9.3). Такое изменение происходит в интеркаляционных участ
ках, включающих остатки А9, G 19, m7G46 и m1A58, где примыкающие 
друг к другу основания должны раздвинуться еще на 3,4 А, чтобы мог
ла произойти интеркаляция (рис. 15.5). С2.-эндо-конформация сахара 

встречается также в тех участках, где происходит резкое «переключе

ние» структуры со спирали на петлю, т.е. в положениях U 7, С48 и С60, 

а также там, где цепь вытягивается,-в положениях D 17 и G 18 (1057, 
1058]. 
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Рис. 15.5. Интеркаляция аденина А9 (изображен в цвете) между остатками гуа
нина т 7 G~6 и G45 [ 1054]. Этот особыii вид 5тэкинг-взаимодеiiствия сопряжен 
с расхождением остатков гуанина еще на 3,4 А; при этом конформация рибозы 
изменяется от С3.-эндо до С2.-эндо. Черными кружками изображены атомы 
фосфора. 

тт-поворот: изменение yr лов вращения вокруr связей Р-0 остова в ме
стах поворота цепи. Характерные отклонения значений этих углов от ве
личин, свойственных спиральной конформации, обнаружены в антико
доновой и Т-петлях дрожжевой тРНКРье, в дуШiексе АрАН + рАН + • 

· АрАН + рАН +, в UpAH + и в комплексе ApU с 9-аминоакридином 
(разд. 10.5, 13.3 и 16.2). Во всех этих молекулярных структурах две ри
бозы, соединенные фосфодиэфирной связью, ориентированы не одина

ково (как в спиралях), а смотрят в противоположные стороны (антипа
раллельны). Этот резкий поворот, названный по аналогии с полипеп
тидными цепями тт-поворотом, обусловлен в первую очередь измене
нием углов вращения вокруг связи Р-03• или Р-05• (рис. 15.6). 
Существуют три типа тт-поворотов, тт1, тт2 и тт3, со значениями угла ~ 

в окрестности 85, 170 и 285° соответственно (рис. 15.7). Степень поворо
та определяется углом а:, величина которого в спиральных структурах 

лежит в области 290°. Таким образом, тт3-поворот с величиной а:= 
= 290° -это классическая спиральная конформация. Именно такой пово
рот чаще всего встречается во всех тРНК. У 3' -концов нуклеотидов 9, 
17, 33, 46 и 55 наблюдаются неспиральные тт3-повороты с величиной 
угла вращения а: вокруг связи Р-05, в области + ск или ari. Нуклео

тиды 33 и 55 находятся в антикодоновой и Т-петлях и стабилизируются 
в~оответствующей ориентации хаР.актерным взаимодействием «основа
нИе-фосфат». В дрожжевой тРНКРhе тт1-поворот обнаружен у 3'-конца 
нуклеотида U47, а тт2-поворот-в положении G 15• 



поворот 

Рис. 15.6. Вверху. Схематическое представлеIШе тт3-поворота, который присут
ствует в антикодоновой и Т-петлях дрожжевоif тРНКРhе [964]. Сахарные остат
ки и фосфатные группы lfзображены соответственно в Blfдe большlfх lf малых 
сфер; основания показаны в вlfде пластинок, пары -в вlfде пластинок, соедlf

нениых стержнем; символом Н помечено rnпермодlfфlfцированное основание. 
Полуlfнвариантные и инвариантные основанlfЯ образуют стэmнг с парой, распо
ложенной на верхнем краю петли, и в то же время самое Нlfжнее основаНlfе ан

тикодоновой петли участвует в стэкинг-взаимодействlflf с основанlfямlf, располо
женными справа. Фосфаты, изображенные в цвете, принlfмают активное участие 

в формироваНlflf поворота-OHlf образуют водородные связи (пунктирная линlfя) 
и стэкинг (жирная стрелка); соответствующlfе углы вращения С1 и ~ лежат 

в областях ап и - ск, что отвечает rt3-noвopoтy. Внизу. Детальное изображение 
петли, lfллюстрирующее образование водородной связи, стэкинr и расположение 

фосфатов (закрашены) в области поворота. Стэкинг между фосфатной группой 
и урацилом показан двойноif стрелкой, водородная связь между N3Н-rруппой 
ураuила и атомом кlfслорода фосфата-пунктирной линиеif [1060]. 
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Рис. 15.7. Три типа 1t-поворота разли
чаются по величине угла ~ (вид вдоль 

связи Р.-03.) (964]. Степень поворота 
зависит от того, насколько угол о: от

личается от 290° - величины, отвечаю

щей спиральной конформации. 

п3-повороты в антнкоцоновой и Т-петлях стабилизируются стэкннr
взаимодействием «основание-фосфат». В этих двух петлях наблюдается 
характерная и, по-видимому, идентичная укладка полинуклеотидной це

пи (рис. 15.6) [1055]. В обоих случаях п3-поворот происходит на уровне 
З'-фосфатов инвариантных нуклеотидов U33 и '1155• Последние образуют 

стэкинг с основаниями, непосредственно предшествующими спиралям, 

т. е. с полуинвариантным Cm32 и инвариантным Т 54. Однако нуклео

тиды Gm34 и С56, следуюiдИе за U33 и '1155, смещаются в результате 

п3-поворота (углы а. и ~ лежат в областях ап и - ск). За это нарушение 

ответственны фосфаты. расположенные на 3' -конце данных нуклеотидов, 
которые находятся в стэкинг-взаимодействии с предшествующими ос

нованиями U33 и '11 55 [1059]. Кроме того, между N3Н-группой основа
ния U33 и атомом кислорода фосфатной группы, присоединенной к ато

му 0 3 • нуклеотида, стоящего по цепи на две позиции ниже, т. е. А35, 

образуется водородная связь, которая также способствует стабилизации 
этой структуры. Поскольку этот тип укладки цепи связан с полуинва
риантым и инвариантным основаниями, следует ожидать, что он будет 

1 структурным инвариантом во всех т РНК класса 1 

1 / 

i 1 15.5. НЕКОТОРЫЕ СТЕРЕОХИМИЧЕСКИЕ КОРРЕЛЯЦИИ, 
' ЗАТРАГИВАЮЩИЕ ТОРСИОННЫЕ УГЛЫ х, ()И о:,~ 

Стереохимия нуклеотидов тРНК подробно рассмотрена в нескольких 

статьях [87, 396, 1032, 1046, 1047, 1058-1060]. Здесь мы обсудим только 
наиболее характерные особенности, связанные с конформацией нуклео
тидов тРНК. 

Общие структурные характеристики, представленные с помощью кон

формационноrо круrа. Если изобразить графически функциональную за
висимость торсионных углов а., р, у, ~. Е и Х от нуклеотидной последо
вательности, представленной в кольцевой форме, то мы получим 
картину, изображенную на рис. 15.8 [1061, 1062]. Из такого суммарного 
представления видно, что в двух- и одноцепочечных спиралях значения 

всех торсионных углов согласуются со стандартной геометрией нуклео

тидов, описанной в гл. 4. Однако в области петель наблюдаются значи-



• 

тРНК-сокровищница стереохимической информации 365 

Рис. 15.8. Конформационный круг для моноклинной формы дрожжевой 
тРНКРhе, построенный по координатам, опубликованным в работе (1058]. На 
периферии круга приведена нуклеотидная последовательность и показаны уот

сон-криковские пары в спиралях стеблей. Концентрические окружности разби

вают круг на зоны, соответствующие интервалам углов по 60° (углы пропорцио
нальны радиусу). Условные обозначения для торсионных углов (от периферии 

к центру); сх и ~-стрелочки; конец стрелки отвечает значению сх, а начало -зна

чению ~. Е-кружки, (3 -плюсы, б-ромбы, у-звездочки, х -точки. х-это тор
сионный угол 0 4 .-C1.-N- (С8 или С6). Чтобы привести его в соответствие 
с нашей номенклатурой, где используется угол 0 4 .- C1.- N- {С4 или С2), нуж
но к указанным значениям прибавить 180°. Спиральной конформации фосфодиэ
фирной связи отвечают значения сх и~. лежащие в области - ск, т.е. 270-300°; 
на рисунке они заключены в рамку из сплошных линий. Пунктирные рамки от

вечают одноцепочечным участкам. Пики указывают на нарушения конформа

ционной регулярности. Они приходятся на области D-, V- и Т-петель (1062] . 
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Рис. 15.9. Корреляция между углами вращения а и~ вокруг связей Р-0 с кон
формацией сахара 2Е, 3Е и углом вращения у вокруг связи С4.-Су для раз
личных динуклеозидфосфатов тРНК (1063]. Конформация рибозы с;-эндо обо
значена цифрой 2, а С3.-эндо-цифрой 3. Комбинация 2- 3 отвечает фрагменту 
рибоза(2Е)-фосфат-рибоза(3Е). Области значений угла у указаны как + ск, 
- ск и ап. 

тельные отклонения, которые отвечают радиальным пикам на круговой 

диаграмме. При более внимательном анализе рисунка обнаруживается, 
что в большинстве случаев пики появляются в тех местах, где величина 
угла о, описывающего конформацию сахара, возрастает от нормально
го для С3.-эндо-конформации значения 90° до типичного для 
С2.-эндо-конформации значения 140°. Изменение о сопровождается из
менением х-гликозидного торсионного угла (который теперь в неко

торых случаях отвечает высокой-анти( - ск)-конформации), а также 
изменением углов ct, ~ и у (рис. 15.9). 

Связь между конформацией сахара, торсионным углом у (вращение во
круг связи С4.-С5.) и углами вращения ct и ~ вокруг свизей Р-0. 

Данные, представленные на рис. 15.9, отвечают обобщенной геометрии 
дирибозотрифосфатных фрагментов дрожжевой тРНКРЬе, полученной 
расчетным путем [1063]. Если конформация одной или двух рибоз в та
ком фрагменте С2.-эндо, т. е. конформация всего фрагмента 2 Е- 3 Е, 
2 Е - 2 Е или 3 Е- 2 Е, то торсионный угол ~ (вращение вокруг связи 
Р-03.) для центрального фосфата принимает значения 120, 180 и 240° 
соответственно. В спиральных же участках, где конформация фрагмента 
3 Е- 3 Е, угол ~ уже попадает в типичную область в окреспюсти 270°. 
Что касается торсионного угла ct (вращение вокруг связи Р-05.), то 
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его значение сильнее коррелирует с величиной угла вращения у вокруг 

связи С4.-С5 •. Если значение у отвечает + ск-конформации. то а. лежит 
в окрестности 270°; если же у принадлежит области ап или - ск, то 

а. смещается в область + ск. В отличие от ~ торсионный угол а., по-ви
димому, определяется не конформацией сахара, а величиной у. 

Правила, сформулированные в гл. 4 для обобщенной конформации 
нуклеотида, справедJП1вы также для тРНК. Вернувшись к рис. 4.25, на 
котором представлены торсионные углы полинуклеотидного остова 

и гликозидный угол х для тРНК, мы увидим, что в целом картина со
гласуется с теми положениями, которые сформулированы для моно
и олигонуклеотидов, т. е. стереохимия нуклеотидов сохраняется даже 

тогда, когда полимер укладывается в такую сложную структуру, как 

структура тРНК. Совершенно очевидно, что из двух углов вращения 

вокруг связи Р-0 а. меняется в больших пределах, чем~. В паре углов 
вращения вокруг связи С-О р лежит в области ап, тогда как угол 
Е смещен в область - ак, и его значения концентрируются в окрестно

сти 235°. Из двух углов, определяющих повороты вокруг связей С-С 
остова, у в подавляющем большинстве случаев предпочитает находить

ся в области + ск, иногда лежит в + ак-области и только в нескольких 
случаях обнаружен в областях - ск и - ак; значения о, напротив, всег
да ограничены областью + ск при конформации С3.-эндо и областью 
+ ак при конформации С2.-эндо, причем, судя по углам псевдовращения 
Р, преобладает первая из них. Наконец, гликозидный торсионный угол 
х в основном ограничен областью анти и лишь у нескольких нуклеози
дов лежит в высокой-анти ( - ск)-области. 

Следует подчеркнуть, что численные значения углов, которые приве

дены на рис. 4.25 и 15,8, не очень точны; они немного изменяются от 
одного уточнения структуры к другому. Но общий вид распределения 
остается неизменным даже при сравнении результатов для разных кри

сталлических форм дрожжевой тРНКРье. 

15.6. СВЯЗЫВАНИЕ С тРНК КАТИОНОВ 
МЕТАЛЛОВ И ПОЛИАМИНОВ 

Поскольку тРНК представляет собой полианион, не удивительно, что 
она связывает ионы металлов и полиамины биологического происхож
дения, например путресцин, спермидин и спермин (схема 15.1), которые 
при физиологических условиях представляют собой поликатионы [1064, 
1065]. 

Схема 15.1. Химические формулы некоторых биологических полиаминов при фи
зиологических условиях 

Путресцин НзN + - (CH2)4 - N + Нз 

Спермидин НзW -(СН2)з-N + H 2- (CH2 )4 - N + Нз 

Спермин НзN + - (CH2)
3
- N + H 2- (CH2)

4
- N + Н2-(СН2)з-N +Нз 
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Рис. 15.10. Фазовая диаграмма для тРНКРhе Е. coli, показывающая зависимость 
конформационного состояния молекулы от log[Na + ]и температуры. Ниже не
коего определенного значения концентрации Na + у молекулы исчезает третич
ная структура. По мере повышения концентрации Na + температура струк
турных переходов (третичная структура-+ вторичная структура-+ клубок) посте

пенно повышается. (Из работы Cole Р. Е., Yang S. К., Crothers D. М .• Biochemistry, 
197~ 11. 43- 58. Приведено с разрешения издателя.) 

Снизывание ионов двухвален111ых металлов осуществляется коопера

тивно. Самое удивительное, что присутствие определенных катионов 
является обязательным условием стабилизации нативной струкrуры 
тРНК [1027, 1039, 1066]. Более того, в тРНК имеются места сильного 
и слабого связывания двухвалентных катионов. Об этом свидетель
ствуют результаты самых разных исследований: с помощью равновес

ного диализа, ЯМР, тушения флуоресценции, калориметрии 
[1067- 1075]. 

Сильное связывание, которое характеризуется константами связыва
ния ,.., 105 л ·моль - i, вообще говоря, кооперативно [1068]. В случае 
Mg2 + равновесие устанавливается очень медленно, постоянная времени 
представляет собой величину порядка секунд. Это обусловлено высокой 
энергией активации ( ,....., 30 ккал · моль - 1 

), характерной для реакции заме
щения сильно связанного Mg2 + (1074]. Все эти данные предполагают, 
что, связываясь с Mg2 +, молекула тРНК из денатурированной формы 
переходит в нативную. Вместо ионов Mg2 + с тРНК могут связываться 
одновалентные ионы, и (по крайней мере в случае натрия) процесс про
текает ступенчатым образом в соответствии со схемой «Беспорядочный 
клубок-+ Вторичная структура-+ Третичная структура» (рис. 15.10) 
[1076]. Число мест сильного связывания у различных тРНК неодинако
во и меняется от единицы для тРНКfМеt Е. coli [1067] до 17 (из которых 
кооперативны только пять) для дрожжевой тРНКРhе [1069]. Ион Mg2 + 



тР Н К - сокровищница стереохимической информации 369 

можно также заменить на Mn2 + (1069. 1070] и ионы других пере
ходных металлов, связывающихся в виде разнообразных координа
ционнь1х комплексов [1071]. Слабое связывание, которое характеризует
ся константами порядка 103 л ·моль - 1 (1068], не является коопера
тивным, и соответствующие места связывания менее специфичны, чем 

в случае сильного связывания. 

Где происходит связывание катионов Mg2 +? Рентгеноструктурные 
данные для моноклинной и орторомбической модификаций кристаллов 
дрожжевой тРНКРЬе показывают, что Mg2 + связывается с тРНК в виде 
октаэдрических комплексов [Mg(H20)6 ]

2 + и в обеих кристаллических 
формах занимает примерно одни и те же места [85, 1032, 1077- 1079]. 
Взаимодействие с тРНКРЬе осуществляется либо путем образования во
дородной связи с молекулой воды из mдратной оболочки Mg2 +, либо 
путем замещения одной или двух молекул воды на атом кислорода 

фосфатных групп {табл. 15.1; рис. 15.2). Все четыре гидратированных 
катиона магния локализованы в неспиральных областях н, по-видимо
му, нужны для того, чтобы стабилизировать пространственную структу
ру петель; в целом это представление согласуется с данными ЯМР 
[1079, 1080]. 

Связывание с переходными металлами. С тРНК могут связываться не 

только ионы Mg2 +, но и другие катионы. По результатам рентгено
структурного анализа не удается однозначно локализовать ионы нат

рия. Однако места связывания некоторых переходных металлов устано
влены, причем эти металлы представляют интерес не столько для 

Таблица 15.1. Связывание катионов магния (II) с дрожжевой тРНКРhе 

Комплекс Место связывания 

Mg(H20)~+ Поворот, образо
ванный остатка

ми U 8 -U12 
Mg(H20);+ Антикодоновая 

петля 

Атомы, участвующие в 

образовании координа
ционных связей 

Атом кислорода 
фосфатной груп
пы G19 

Атомы кислорода 

фосфатных групп 

G20 и А21 

Атом кислорода 

фосфатной груп

пы У37 

Атомы, участвующие в 

образовании водород

ных связей 

Атомы кислорода 
фосфатных групп 
G 19 и оснований 

G2o• U s9 и Сбо 
Молекулы воды 

Атомы кислорода 
фосфатных групп 

U8 • А9, С11 и U 12 
Основания С3 2 , У 3 7, 

Аэs и '1'39 

Примеf4ание. Здесь перечислены четыре места сильного связывания [1079]. 

24-509 
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биохимиков, сколько для кристаллографов, так как они используются 
при решении фазовой проблемы (гл. 3). В большинстве случаев та:кие 
катионы связываются с тРНК при помощи координационных связей 

с основаниями, как это описано в гл. 8. Так, mранс-дихлордиамино

платина (II) образует координационные связи с атомами N 7 и 0 6 гуа

нина G 34• Связывание с атомами N7 гуанинов обнаружено в несколь:ких 

случаях: осмий-бипиридин-G30, Mn2 + - G20 и Со
2 + - G15• В этих 

комплексах молекулы воды образуют дополнительные водородные свя
зи с кислородом 0 6 :кетогруппы гуанина и с основаниями и фосфатами 

соседних нуклеотидов (см. рис. 8.5) [1077]. В связывании с AuCI; уча
ствуют одновременно атомы N7 и N6 аденина А31 и атомы N7 и 0 6 

гуанина Gm34 [1047]. Лантаниды, которые подробно рассматривались 
на примере Sm3 +, присоединяются преимущественно к двум соседним 
фосфатным группам, когда последние располагаются достаточно близ
ко друг к другу [85, 1077]. 

Связывание спермина. Присутствие поликатиона спермина (схема 
15.1) необходимо для получения больших и высокоупорядоченных кри
сталлов, пригодных для рентгеностру:ктурного анализа. Поэтому можно 

было ожидать, что спермин, связанный с дрожжевой тРНКРье, будет об
наружен в :кристаллической решетке. Действительно, удалось выявить 

несколько мест связывания этого поликатиона с тРНК. Место самого 

сильного связывания ло:кализовано в главном желоб:ке, в области кон
такта антикодонового стебля и О-стебля; заряже~ые аминогруппы 
спермина располагаются вблизи фосфатов А44, G43 11 ~G42 одного участ
ка цепи и фосфатов А23 и G24 комплементарного участка цепи 

(рис. 15.2). Молекула спермина не просто заполняет желобок, она за
метно влияет на его геометрию. Это очевидно из сравнения расстояний 

между противоположными фосфатами в желоб:ке - в данном случае оно 
равно 8,6 А, а для спирали «акцепторный стебель /Т-стебель», где нет 
спермина, стягивающего края желоб:ка, оно составляет 12 А. Кроме то
го, спермин стабилизирует излом в 26° между антикодоновым стеблем 
и О-стеблем [1079]. 

Другая моле:кула спермина, которая несколько хуже просматривает

ся на :карте электронной плотности, связывается с верхней частью 

О-стебля, в районе резкого изгиба, образованного остатками 8-12. 
Вдоль всего этого участ:ка тянется цепочка отрицательных зарядов, од

на:ко при этом фосфат 10 всего на 7 А удален от фосфата 47. Спермин, 
необходимый для нейтрализации этого заряда, располагается возле 
фосфатов 9, 10 и 11 одного участка цепи и фосфатов 45, 46 и 47 другого 
[1079]. Обе молекулы спермина были обнаружены в орторомбических 
кристаллах дрожжевой тРНКРье. Для моноклинных :кристаллов упо
миналось о дополнительных местах связывания спермина, располо

женных в акцепторном стебле [85]. 
В разд. 18.3 описано взаимодействие тРНК с еще более длинным 

поликатионом ·- природным протамином AI. 
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В процессе биосинтеза белка связанная с рибосомой аминоацил-тРНК 
должна узнавать «свой» комплементарный кодон на информационной 
РНК путем образования уотсон-криковских и «качающихся» пар. Мо

жем ли мы, не зная детально, как устроена рибосома, предложить сте
реохимическую модель этого взаимодействия? 

Одноцепочечная спиральнаи структура антикодонового триплета. В ги
потезе, выдвинутой задолго до того, как была установлена простран
ственная структура т РНК, предполагалось, что три основания антико

дона укладываются в стопку, образуя о дно цепочечную спираль на 
антикодоновом стебле, а инвариантный уридин U 34 и полуинва
риантный (пиримидин)33 отходят в сторону и стэкинг-взаимодействие 
между ними практически отсутствует [579] (рис. 15.11). Структура, ко
торая действительно образуется в области антикодоновой петли 
в дрожжевых тРНКРhе [85, 86, 1032], тРНКАsр [1042] и тРНКfМеt [1049], 
а rакже в тРНJСМеt, выделенной из Е. coli (1050], оказывается очень 
близка к этой модели. По существу, верен основной элемент модели -
структура антикодона. Такая особая форма антикодоновой петли, как 
оказалось, наиболее предпочтительна - она сохраняется даже при раз
ных условиях кристаллизации. Дополнительное подтверждение тому 

дают работы по изучению связывания различных тРНК с комплемен
тарными нуклеотидными триплетами; эти работы показывают, что ан
тикодон имеет довольно жесткую структуру, способствующую взаимо
действию кодон- антикодон [1081, 1082]. 

Мини-спираль, образуемая кодоновым и антикодоновым триплетами. 

Развитие этой гипотезы привело к предположению, что кодон информа

ционной РНК образует с антикодоном уотсон-криковские и «качаю
щуюся» пары и таким образом на антикодоновом стебле появляется 
двойная мини-спираль (рис. 15.11). Поскольку «качающаяся» пара рас
полагается на дальнем конце спирали, антикодон может найти опти

мальное положение для спаривания. Другими словами, чтобы образова
лась «качающаяся» пара, кодону не нужно принимать какие-то 

необычные конформации, что и было показано ранее с помощью теоре
тических расчетов [1083]. Это согласуется с предположением о том, что 
на рибосоме все кодоны должны находиться в одной и той же структур

ной конфигурации, чтобы бьши обеспечены их геометрическая эквива- . 
лентность и быстрое считывание. Кроме того, гипермодифицированное 

полуинвариантное основание в положении 37 («алкилированный» пурин 
на рис. 15.11) правильным образом локализует кодон и предотвращает 
неверное считывание со сдвигом рамки. 

По современным представлениям, обнаруженный в дрожжевой 
тРНКРhе излом в 26° между антикодоновым стеблем и D-стеблем не 
является постоянным, а зависит от типа рассматриваемой тРНК. По

видимому, место контакта «антикодон/D» играет роль шарнира, обеспе-

24• 
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Рис_ t5_1l Предполагаемая структура антикодона во время взаимодействия 
с мРНК [579]- В цвете изображен антикодоновый участок тРНК, фрагмент 
мРНК вьщелен серым цветом. Обратите внимание на хорошее согласие между 
этой гипотетической структурой антикодона и структурой, обнаруженной в кри

сталлах тРНК (рис_ 15.2, 15.3). 

чивающего функциональную гибкость и соответствуюшую настройку 
антикодона в процессе биосинтеза белка [1049]. 

15.8. «ОПЛАВЛЕННАЯ АРХИТЕКТУРА» 
ДРОЖЖЕВОЙ тPHKGty 

Пространственные структуры дрожжевых тРНК01У и тРНКРhе соотно
сятся между собой так же, как архитектура известного собора Гауди 
в Барселоне с архитектурой других европейских соборов,-их общая 
форма одинакова, но детали архитектуры сильно различаются. 

Кристаллы дрожжевой тРНК01У были получены в необычных усло
виях: при температуре т = 32°С и в 50%-ном диоксане; среднее время 
кристаллизации составляло ""' 6 мес. Совершенно очевидно, что ионы 
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Mg2 + и полиамины поддерживали общую пространственную структуру 
этой тРН~ но не могли предотвратить разрушения вторичной струк

туры, которое, судя по результатам спектроскопических исследований, 

должно происходить при высокой концентрации спирта и диоксана 

[1084]. 
Кристаллическая структура тPHKGty определена не с таким высоким 

разрешением, как структура других тРНК, и мы можем описать ее 

только в общих чертах (рис. 15.12) [1051]. У этой тРНК сохраняются 
привычная Г-образная форма и пространственный ход цепи, харак
терные для всех других тРНК. Остатки 18 и 19 в D-петле сближены 
с инвариантными основаниями '1155 и С56 в Т-петле и образуют наруж
ную часть угла буквы Г. Антикодоновая область такая же. как в других 
тРНК. Однако акцепторный стебель имеет совершенно иную структу
ру- 3' - и 5' -концы не образуют единой спирали. Они раскрутились 
и разошлись в разные стороны и в этих новых положениях образовали 
двухцепочечные спирали с соседней молекулой в кристаллической ячей

ке (рис. 15.12). Есть ли в образовании такого димера какой-либо биоло
гический смысл-пока неясно [1051, 1085]. 

Рис. 15.12. ~<Оплавленная архитектура» дрожжевой тPHKGly (слева); конформа
ционный остов показан в той же ориентации, что и для молекулы тРНК на 

рис. 15.2 и 15.3 [1051]. Обратите внимание на общее соответствие формы и про
странственных контактов в этих молекулах, которое имеет место. несмотря на 

большие различия во вторичной структуре. В кристалле две соседние молекулы, 
связанные осью симметрии, образуют димер (справа) с водородными связями 
между акцепторными стеблями. 
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Рентгеноструктурный анализ кристаллов тРНК позволил установить 
такие детали стереохимии полинуклеотидов, которые невозможно опре

делить в случае других систем. Последовательность тРНК насчитывает 
от 75 до 90 нуклеотидов, включает ,...,, 10% минорных компонентов и мо
жет образовывать вторичную структуру, известную под названием «кле

верный лист»; эта структура состоит из четырех двухцепочечных спи

ральных стеблей и трех петель. В последовательности имеются 
инвариантные основания, т.е. основания, присутствующие во всех 

тРНК. Они участвуют главным образом в <<Третичных» взаимодей
ствиях, которые возникают тогда, когда молекула тРНК сворачивается 
в нативную Г-образную структуру. Одну часть буквы Г образуют уло
женные друг за другом антикодоновый и дигидроуридиновый стебли, 

а другую-тимидиловый и акцепторный стебли. Третичные взаимодей
ствия включают стэкинг, интеркаляцию и необычное спаривание осно

ваний. при котором образуются нё только пары, но и триплеты. В двух
цепочечных спиральных стеблях нуклеотиды имеют ту же конформа
цию, что и в А-РНК, однако в области петель часто встречается сахар 
в конформации С2.-эндо; иногда торсионный угол у лежит в области ап 
или - ск. что указывает на растяжение цепи. Взаимодействие фосфат

основание стабилизирует резкие повороты в тимидиловой и антикодо
новой петлях, названные n3-поворотами, при которых цепь меняет свое 
направление на противоположное. Спермин связывается с тРНК в же

лобках стеблей за счет электростатического взаимодействия с фос

фатными группами. Двухвалентные катионы Mg2 + связываются в виде 
комплекса [Mg(H20)6 ]

2 + в окружении атомов фосфатных групп, саха
ров и оснований. Антикодон имеет жесткую архитектуру, которая по

зволяет ему быстро «читать» информационную РНК путем образова
ния мини-спирали. Третичная структура тРНКG1У, закристаллизованной 
из 50%-ного раствора диоксана, несколько отличается от структуры 
тРНКРье, однако основная ее особенность-Г-форма-сохраняется. 
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Интеркаляция 

ДНК - носитель генетической информации - взаимодействует со многи
ми лекарственными препаратами, канцерогенными и мутагенными ве

ществами, а также с красителями, характерной особенностью которых 
является наличие вытянутых (гетеро) циклических ароматических хро

мофоров. Поскольку ДНК играет ключевую роль в процессах реплика
ции и биосинтеза белка, ее модификаuия при взаимодействии с этими 
соединениями оказывает сильное влияние на клеточный метаболизм, за
медляя, а в некоторых случаях прекращая рост клеток [1086-1090]. Все 
эти свойства упомянутых выше соединений вызвали к ним большой ин
терес, особенно возросший за последние три десятилетия. Обнаружи
лась возможность их применения в медицине; широкое использование 

они нашли также и в лабораториях при изучении структуры и функции 
ДНК. 

Одну из категорий таких соединений образуют вещества, приводя
щие к химической модификации ДНК (причем мишенью является в пер

вую очередь гуанин), другую-те, которые связываются с двойной спи

ралью. Связывание происходит либо по периферии молекулы, либо, как 
в случае представленных на рис. 16.1 лекарственных препаратов, путем 
интеркаляции между соседними парами оснований без нарушения уот
сон-криковского спаривания. Поскольку стереохимия интеркаляции до

статочно ясна и весьма интересна со структурной точки зрения, мы 

в данной главе рассмотрим ее более подробно [1089, 1090]. 

16.1. ОСНОВНЫЕ ОСОБЕННОСГИ ИНТЕРКАЛЯЦИИ 
В ДВОЙНЫЕ СПИРАЛИ ДНК И РНК 

При интеркаляции физические свойства двойных спиралей изменяются. 
Впервые предположение о возможном встраивании плоских ароматиче
ских молекул между соседними парами оснований было высказано на 
основании результатов гидродинамических и рентгеноструктурных ис

следований ДНК в присутствии акридиновых красителей [1092]. Если 
в раствор ДНК добавить акридиновый краситель, а затем приготовить 
волокно и поместить его в рентгеновский пучок, то получится рентгено

грамма, на которой рефлексы. обусловленные наличием регулярной 



376 Глава 16 

о5? CH3,N~N,..CH3 
' ' ' 
~ NH2 ~ 1'11-12 

1 
н 

ф 9-Аминоакридин 

NH2 

@ Этидий 

СНэ н СНз 

@ Акридиновый 
оранжевый 

@ Эллиптицин 

2-Г идрооксиэтантиолат-2.2~.2" -
терпиридин - платина (11) Дауномицин 

@ Профлавин 

СНз СНз 

сн, ~ СН, -tJ}~ 
СRэ 

З,5,6,8-Тетраметил-N-метил
@фенантролин 

J"ar., /Sor'l:N· 
L-fjo ~i TPro ~1 

СНз D-Val О 0-Val О h1t/ ~тt; 

Н N....~NH2 
Гn'\ о~~о 
~ 1 

СНэ С Нз 

Актиномицин 

Рис. 16.1. Структурные формулы некоторых интеркалирующих лекарственных 
препаратов и красителей, образующих с олигонуклеоmдами кристаллические 

комплексы, структура которых определена методом рентгеноструктурного ана

лиза. 

спиральной структуры, расплываются или пропадают. Остаются только 
экваториальные рефлексы, указывающие на регулярную упаковку моле
кул вдоль волокна, и сильный меридиональный рефлекс (3,4 А), отве
чающий межплоскостному расстоянию между парами [1092- 1094]. Во
обще говоря. при встраивании ароматических молекул «толщиной» 
3,4 А общая схема стэкинга может и не нарушаться. Однако, чтобы ин
теркаляция произопmа, пары должны раздвинуться, а это приведет к из

менению геометрии сахарофосфатного остова и разрушению регу ляр

ной спиральной структуры (рис. 16.2). В соответствии с этим предста
влением молекула ДНК по мере добавления в систему красителя 
должна удлиняться. Именно об этом свидетельствуют наблюдаемые 
увеличение вязкости и уменьшение коэффициента седиментации; оба эф

фекта предполагают также увеличение жесткости двойной спирали 

ДНК [1092]. 
Двухстадийный ПJЮцесс связывания. Поскольку для интеркалирую

щих агентов характерно наличие хромофорных групп, их взаимодей

ствие с ДНК и РНК можно изучать с помощью спектроскопических ме
тодов [1095], которые позволяют определить как термодинамические, 
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так и кинетические параметры связывания [1096, 1097]. Судя по нели
нейным графикам Скэтчарда и кинетическим параметрам, связывание 
представляет собой двухстадийный антикооперативный процесс. Из ки
нетических данных следует. что самой интеркаляции с характерными 

временами порядка миллисекунд предшествует лимитируемое диффу
зией быстрое связывание по периферии двойной спирали. Константы 
связывания для этих двух процессов тоже различаются: для интеркаля

ции она больше, чем для наружного присоединения [1095~1097]. 
Принцип исключения ближайших мест связывания. Характер удлине

ния молекулы ДНК фага Т2 при связывании профлавина говорит 
о том, что из всех потенциальных мест интеркаляции занято только 

44% [1098]. Это означает, что каждое второе место (ближайший сосед 
вдоль оси двойной спирали ДНК) остается свободным, по-видимому. 
из-за нарушения геометрии нуклеотидов, примыкающих к интеркалято

рам. Принцип исключения ближайших соседей подтверждается резуль
татами рентгеноструктурного анализа волокон ДНК в комплексе с пла

тиносодержащим интеркалирующим агентом, показанным на рис. 16.1 
[1099, 1100]. Вместе с тем при изучении бифункциональных интеркаля
торов были получены данные, заставляющие усомниться в справедливо
сти этого принципа [1101]; с другой стороны, такие молекулы могут 
обладать структурными особенностями, которые у монофункuио
нальных аналогов отсутствуют [1102]. 

Рис. 16.2. Интеркаляция плоских молекул лекарственных препаратов (черные 
пластины) в двойную спираль ДНК [1089]. Обратите внимание, что регулярный 
ход сахарофосфатного остова (справа) в местах интеркаляции нарушается (слева). 
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Рис. 16.3. Влияние связывания дауномицина на коэффициент седиментации ре
пликативной формы кольцевой ДНК фХ174 [1103]. Красная кривая-ДНК с раз
рывом (некольцевая форма~ Черная кривая -кольцевая ДНК с правыми сверх
витками (слева), без сверхвитков (в центре) и с левыми сверхвитками (справа). 

Интеркаляция приводит к раскручиванию молекулы ДНК. Чтобы ос

вободить место для интеркалятора, пары оснований должны раздви
нуться. Это осуществляется за счет одновременного растяжения двой

ной спирали В-ДНК вдоль оси и ее раскручивания, которое нужно для 

того, чтобы сахарофосфатный остов при растяжении не разорвался 

[1093]. О том, что раскручивание действительно происходит, свидетель
ствуют результаты экспериментов по интеркаляции ряда соединений 

в плазмидную ДНК-кольцевую замкнутую двойную спираль (гл. 19), 
которая образует правую сверхспиралъ. При интеркаляции наблюдается 
раскручивание двойной спирали (10-20° на каждую интеркалированную 
молекулу), при котором число правых сверхвитков уменьшается до тех 
пор. пока не будет достигнуто равновесие, т. е. пока ДНК не станет про
стым кольцом без сверхвитков. При дальнейшей интеркаляции двойная 
спираль продолжает раскручиваться, и в результате образуется левая 
сверхспираль. За процессом легко наблюдать по изменению коэффи

циента седиментации [1103] (рис. 16.3). 
Кристаллографические исследования дают наглядную картину интер

каляции. Результаты всех описанных выше экспериментов лишь позво

ляют предположить, что плоские ароматические молекулы могут интер

калировать между парами оснований ДНК и РНК. Прямое доказатель

ство того, что такие комплексы действительно образуются, дают 
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кристаллографические исследования, которые позволяют оценить раз

личные стерические факторы, играющие роль в этом процессе. Резу ль
таты соответствующих исследований опубликованы в нескольких об
зорных статьях [1089, 1090, 1104-1107, 1112]. 

16.2. СТЕРЕОХИМИЯ ИНТЕРКАЛЯЦИИ В ДИК
И РНК-ДИНУКЛЕОЗИДФОСФАТЫ 

Информацию о геометрии комплексов между двойными спиралями 

ДНК и РНК и интеркалирующими соединениями можно получить, из

учая любые комплексы, в которых молекула того или иного лекарствен

ного препарата встраивается между двумя уотсон-криковскими парами. 

Здесь мы остановимся именно на таких комплексах; системы, в которых 

интеркаляция отсутствует, или системы с не-уотсон-криковскими пара

ми мы рассматривать не будем [1108-1110]. Во всех случаях, о которых 
пойдет речь ниже [за исключением комплекса дауномицина с гексаде
зоксинуклеотидом (разд. 16.3)], мы будем иметь дело не с ДНК и РНК, 
а с динуклеозидмонофосфатами. Следовательно. чтобы можно было де
лать правильные обобщения, нам придется учитывать концевые эф
фекты. Наконец, больпшнство комплексов с интеркаляторами вклю
чают РНК-динуклеозидмонофосфаты, и справедливость экстраполяции 
этих результатов на случай ДНК, вообще говоря, сомнительна, особен
но если вспомнить, что двойные спирали ДНК гораздо более конфор
мационно подвижны, чем РНК, которые всегда принадлежат А-семей

ству. 

Спеuифическая последовательность пиримндин-3' ,5' -пурин [ 1111]. Во 
всех известных кристаллических комплексах интеркаляторы распола

гаются между двумя уотсон-криковскими парами, образованными (и 
в случае рибо-, и в случае дезоксириборяда) самокомплементарными 
динуклеозидмонофосфатами, у которых нуклеозид на 5' -конце всегда 
является пиримидином, а на 3'-конце-пурином (рис. 16.4; табл. 16.1). 
Если поменять основания местами, то либо не образуются кристаллы, 
либо комплекс будет иметь неспиральную структуру [1110]. Даже в слу
чае некомплементарного комплекса СрА · Профлавин, который обра
зуется при интеркаляции профлавина между парами А-А и С-С па

раллельной двойной спирали, последовательность тем не менее 

остается такой же-пиримидин-3',5' -пурин [1109]. 
Эта специфическая зависимость интеркаляции от последовательно

сти обнаружена также и для водных растворов (по результатам ЯМР
спектроскопии [1112, 1113] ). Она получила и теоретическое обоснование 
[ 1114-1118, 1118а]. Показано, что как для ДНК, так и для РНК при ин
теркаляции в последовательность пиримидин - 3' ,5' - пурин происходит 
гораздо более сильное перекрывание оснований с интеркалятором, чем 

при интеркаляции в последовательность пурин - 3' ,5' - пиримидин. По

этому в первом случае интеркаляция оказывается на 7-13 ккал· моль - 1 

выгоднее, чем во втором [1119]. Это межмолекулярное взаимодействие 
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стабилизируется внутримолекулярными электростатическими силами, 
также обеспечивающими предпочтительную интеркаляцию в последова
тельность пиримидин- 3'.5' - пурин [1115]. Кроме того. в случае пере
вернутой последовательности могут возникать стерически невыгодные 

контакты, затрудняющие интеркаляцию [ 1115, 1117]. 
Характерное распределение конформаций сахаров при интеркаляции. 

У всех одиннадцати комплексов, приведенных в табл. 16.1, сахар, при
соединенный к пиримидину и расположенный на 5' -конце, имеет кон
формацию С3 .-эндо. Сахар, находящийся на 3'-конце и присоединенный 

к пурину, в большинстве случаев находится в конформации С2.-эндо, но 

иногда и в С3.-эндо. Эти исключения показывают, что предположение 

о наличии общей схемы смешанных конформаций С3.-эндо-З',5'-С2.-эндо 

[1101] несостоятельно и необязательно конформация сахара предста
вляет собой именно тот параметр, который отвечает за «раздвигание» 

пар при интеркаляции. Тот факт, что при интеркаляции наблюдаются 
характерные изменения торсионных углов х и f3, также подтверждает 
этот вывод [1120]. 

Данные табл. 16.2 позволяют провести сравнение средних значений 
торсионных углов в ДНК. РНК и мини-спиралях динуклеозидмонофос

фатов с величинами этих углов в комплексах с интеркаляторами. Видно, 
что в обоих случаях углы более или менее одинаковы, за исключением 

углов f3 и х на З'-конце. Углы х и f3 при интеркаляции увеличиваются 
более чем на 50°, при этом угол х сдвигается в высокую-анти( - ск)
область [1107, 1120]. Построение модели с помощью компьютеров под
тверждает, что если в уотсон-криковскую мини-спираль внести такие из

менения, то пары действительно разойдутся на расстояние, необходи
мое для интеркаляции (т. е. раздвинутся еше на 3,4 А) (рис. 16.5). 

Раскручивание и повороты пар. Интеркаляция в случае кольцевых 

замкнутых сверхспиральных ДНК сопровождается раскручиванием 

ДНК. Мерой раскручивания может служить изменение угла между на
правлениями С1 • • • • С1 . , спроецированными на некую среднюю пло

скость. В случае комплексов линуклеозидмонофосфатов с интеркалято
рами никаких закономерностей в углах раскручивания не наблюдается, 
вероятно, из-за того, что картина смазывается концевыми эффектами. 

Это подтверждают данные, полученные для комплекса дауномицина 
с гексадезоксинуклеотидом (разд. 16.3). Модельные построения позво
ляют предположить. что угол раскручивания зависит не только от кон

формации сахара, он определяется комбинацией небольших изменений 

Рис. 16.4. Кристаллическая структура комплексов профлавина с d(CpG) (вверху) 
и с CpG (внизу) (по результатам рентгеноструктурного анализа). По;казаны вид 
сбоку и сверху. Сходная структура характерна для большинства ко.....i'плексов ди
нуклеозидфосфатов с лекарственными препаратами, приведенными в табя 16. l. 
Молекулы антибиотика изображены в цвете, атомы водорода не указаны. Опи
сание деталей изображения см. в подписи к рис. 10.l; соответствуюшие ссылки 
приведены в табл. 16.1. 



Таблица l6.1. Конформационные уrлы и уrлы раскручивания для комnлексов интеркаляторов с дJ1нуклеозидфосфатами и 
ДЛЯ L-ДНК 

Конформация сахара Углы 

Комплекс 
(Х JJ 'У о•) е 1; x(s121 Х(3121 

раскру-
Ссылжа 

Р-05 • О5...С5• С5-С4· С4·-С3• С3.-О3• 03.-Р C,-N C,- N S'-ко- 3'-ко-
чивання, 

нец нец 
град 

А. Ряд дезоксирибонуклеозидов 

Профлавин ·dCpG 290 219 46 210 290 - 164 - HXJ зЕ зЕ } 17 [1107] 
287 218 73 203 300 -170 -67 3f 2Е 

ТерnирИДШ! -Pt · dCpG31 282 226 57 201 287 - 148 - 66 зЕ 2Е } 23 [1107, 1141 ] 
308 217 84 194 292 -146 - 63 3f 2Е 

ДНК· [(Ьiру) Pt(en)]2 +, 82 198 180 76; 147 276 98 26 167 ЗЕ 2Е } 36 [1100] 
или L-ДНК 300 227 221 76; 147 171 125 26 167 ЗЕ 2Е 

Б. Для рuбонуклеозидов 
Профлавин · CpG 287 234 53 75; 79 204 292 - 162 - 93 ЗЕ зЕ 04) [1120] 
АкридИНовый оранжевый· 288 237 50 211 301 - 171 -75 зЕ 2Е } 23 [1142] ·CpG 297 226 40 225 298 - 172 -65 зЕ 2Е 

Этидий · 5-иод-СрG 286 210 72 87: 131 226 281 - 151 - 79 зЕ 2Е } 26 [1143] 291 224 55 84; 134 225 291 -156 - 71 эв 2Е 

Этидий · 5-иод-UрА 291 236 52 98; 133 207 286 - 154 - 81 зЕ 2Е } 26 ( 1119] 276 230 70 95; 118 218 302 - 166 - 80 3f 2Е 

9-аминоакридин · 5-иод-СрG 280 220 67 72; t 10 236 311 -163 -61 зЕ зЕ } 26 [1144] 300 229 38 85; 130 216 296 -142 -81 зЕ 2Е 

295 208 58 99 ; 106 216 310 - 163 -97 зЕ ЗЕ } 23 [1144] 294 222 45 105; 156 209 287 - 160 -78 ЗЕ 2Е 

Профлавин · 5-иод-СрG 305 273 3 102; 122 224 294 -176 -77 зв ЗЕ } _ 3s1 [1132] 323 206 53 79; 119 273 273 -161 -95 зЕ зв 

Акридиновый оранжевый· 291 235 58 84; 145 217 294 - 161 - 85 зЕ 2Е } 23 [1132] · 5-иод-СрG 299 228 60 81; 139 226 284 -165 - 90 зв 2Е 



Эллиптицин · 5-иод-СрG 

ТМР · 5-иод-СрG61 

281 
315 

283 
303 

214 
194 

219 
206 

65 
47 

71 
55 

91; 145 199 285 
104; 141 234 258 

93; 141 203 278 
95; 143 212 285 

- 155 - 100 3Е 
- 166 - 106 3Е 

- 158 -94 3Е 
-167 - 111 3Е 

} 22 

} 22 

Примечаиие. Стружтурные формулы интерIСаJ1Яторов приведены на рис. 16.1; L-ДНК-это комплекс ДHK · ({Ьipy)Pt{enl)н. 
11 Первая из приведенных величии относится к пириМI1дИНу, вторая -к пурину. 

[1145) 

[ 1145] 

11 Если уrол определять последовательностью 0 4.- C,.- N- C6 /C8 , как в ранню работах. то для тоrо, чтобы получить приведенные 
здесь значення, нужно вычесть 180". 

31 Терnиридннплатииа-это 2-пщроксютанn1олат-2,2',2"-терnиридин-платкна (Щ •• 
41 Пары не раскручиваются, а сдвнтаются в rоризонтальном направлении на 1,8 А. 
" Вместо раСJСручивания происходит захручиваиие. Кроме тоrо. пары сд11иrаЮТС11 в rоризонтальном направлении на - 1.3 А. 
61 3,5,6,8-тетраметил-N-метнлфенавтролнн. 

Таблиц а 16.2. Сравнение средних конформационных углов для комплексов динуклеозидмонофосфатов с интеркаляторами и для 
динуклеозидфосфатов А-РНК, А-ДНК и В-ДНК без интеркаляторов [1107] 

Конформация сахара 

о: 13 у б & t х {5')11 х (3')'1 5'-конец 3'-конец 

Усредненные значения 
углов для комплексов с 

интеркаляторами 290(8) 225(9) 59(14) 211 (11) 293(7) - 162(10) - 76(12) С3.-эндо С3.-зндо 
ДИнуклеозидмоно- 290(6) 174(7) 57(7) 217(5) 289(4) С2.-эндо 
фосфаты 
А-РНК 300 175 49 83 213 281 - 166 - 166 С3.-эндо 
А-ДНК 270 211 47 83 175 315 - 153 - 153 С3.-эндо 
В-ДНК 321 209 31 157 159 261 -95 - 95 С2.-эндо 

Примечание. Данные для ~конжретных н11терuляцно8ИЫХ ком11лексов см. в табл. 16.1. В хруrлых С1Собхах приведено стандартное отклонение. 
11 Вначале эти уrлы определялись последовательностью 0 4 .-C,.-N- C6/C8• Приведенные здесь значения получены путем вычитаНИJ1 

ню•. 
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в 

Рис. 16.5. Увеличение расстояния между парами в дуплексе CpG при изменении 
торсионных углов х и J3 (1120]. А. Геометрия А-РНК: х = - 166°, J3 = 175°. Б. 
Конформация при х = - 140° и J3 = 200°. В. Дуплекс с раздвинутыми парами: 
х = - 100°, р = 225°. Красные стрелки, которые проходят через середину связи 
С2.-С3, и атом 0 4 ., показывают ориентацию сахара. При спиральной конфор

мации (А) они попарно параллельны, но в структуре (В) ориентированы по-раз

ному. Это служит подтверждением принципа исключения ближайших мест 
связывания, основанного на предположении о нарушении укладки пар, примы

кающих к месту интеркаляции. 
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в торсионных углах остова и геометрии пар, что в совокупности выгля

дит как изгиб и поворот (1120. 1121]. Существует также корреляция ме
жду углом раскручивания спирали и формой интеркалирующего агента 

[1122]. 

16.3. УЛУЧШЕНИЕ МОДЕЛИ ИНТЕРКАЛЯЦИИ. 
КОМПЛЕКС ДАУНОМИЦИНА С ОЛИГОНУКЛЕОТИДОМ 

d (CpGpTpA pCpG) 

Чтобы избавиться от концевых эффектов, следует использовать более 
длинные фрагменты нуклеиновых кислот. Эти эффекты удалось в какой

то мере ослабить в случае комплекса дауномицина с d (CpGpTpApCpG). 
Хотя. в дуплексе, образованном самокомплементарным гексануклеоти

дом, интеркаляция дауномицина (см. формулу на рис. 16.1) затрагивает 
как раз концевые участки CpG, соседние молекулы в кристалле уло
жены друг над другом так, что получается псевдонепрерывная спираль

ная структура и концевые эффекты оказываются пренебрежимо малы 
[1123]. 

Общая геометрия интеркаляции дауномицина отличается от геометрии 

интеркаляции других лекарственных препаратов. При образовании ком

плекса дауномицина с гексадезоксинуклеотидом (рис. 16.6) встраиваю
щийся хромофор развернут к парам оснований не боковой кромкой, как 
обычно, а передним кольцом. Кольцо D выступает в главный желобок, 
а кольцо А с присоединенным к нему сахаром остается в минорном, т. е. 

структура выглядит именно так, как предполагалось на основании спек

троскопических данных [1124-1126]. Комплекс стабилизирован не толь
ко стэкинг-взаимодействием, но и водородными связями с гидроксиль

ной и карбонильной группами хромофора, отходящими от атома С9 , 

при этом наличие гидроксильной группы существенно для активности 

дауномицина [1127, 1128]. Сахарный остаток дауномицина почти по
лностью закрывает минорный желобок, и именно этим объясняется тот 
факт, что при интеркаляции связывается не более одной молекулы дау
номицина на три пары оснований. Положительно заряженная амино

группа дауномицина (в положении С3• сахара) не принимает участия 

в связывании с олигонуклеотидом, хотя на основании спектроскопиче

ских данных предполагалось, что такой контакт осуществляется. [1125]. 
Нарушения «дальнего» порядка. Структура гексануклеотида в ком

плексе в целом подобна структуре В-ДНК, однако на самом деле лишь 

две центральные АТ-пары располагаются точно так же, как в В-ДНК. 

Пара, примыкающая к интеркалятору, и пара, которая следует за ней, 

смещаются : первая сдвигается в сторону главного желобка на 0,4 А, 
вторая раскручивается на 8°. Раскручивание (которое, таким образом. 
в месте самой интеркаляции равно 0°) обусловлено в первую очередь 
изменениями углов вращения Е и ~ вокруг связей С3.-03• и 03.-Р со

ответственно. Угол раскручивания, равный 8°, . в целом согласуется 

25- 509 
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Рис. 16.6. Две проекции комплекса дауномицина с d(CpGpTpApCpG) [1123). А. 
Пары лежат в плоскости рисунка. Б. Пары перпендикулярны плоскости рисунка. 

Дауномицин показан в цвете. На рис. Б изображена только половина струк
туры. Другая половина точно такая же и связана с первой осью симметрии 2-ro 
порядка, расположенной ниже пары А4 - Т 3 • Обратите внимание на водородные 
связи между гидроксилом при атоме С9 дауномицина и гуанином G 2, а также на 

водный мостик W между ацетилкетоrруппой при С13 и атомом 0 2 цитозина С1• 
На рис. А жирными линиями показана ближайшая к наблюдателю пара G 2 - C5, 

а тонкими-пара С1 -G6 , расположенная дальше. 

с оценкой 11°, полученной в экспериментах с кольцевой ДНК [1103, 
1129]. 

Конформация остова не подчиняется каким-либо простым закономер

ностям. Конформация сахарных остатков гексануклеотида, вообще го
воря, характерна для В-ДНК, т.е. С2,-эндо. Индивидуальные же са

харные остатки (считая от дезоксирибозы 1 к дезоксирибозе 6) 
находятся в следующих конформациях: С2.-эндо, С1 .-экзо, 04.-эндо, 

С2.-эндо, С2.-эндо, С3.-экзо. С ними связаны следующие значения углов 

х: - 153, - 93, - 131, - 107, - 82, - 85° (низкое значение х для перво
го остатка, по-видимому, обусловлено концевыми эффектами). 

Проявляется ли у дауномнцина специфичность к нуклеотидной после
довательности? Схема образования водородных связей между молеку

лой дауномицина и СрG-элементами дуплекса (рис. 16.6) предполагает, 
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что дауномицин будет легко интеркалировать и в участки с другой по
следовательностью, если на месте атома N3 гуанина будет находиться 

другой акцептор водородной связи (атом N 3 пурина или 0 2 пиримиди

на). Другая существующая в этом комплексе связь-водный мостик ме

жду кетогруппой и атомом 0 2 цитозина-может образоваться и при за
мене цитозина на другие основания. Отсутствие у дауномицина 

специфичности к нуклеотидной последовательности сочетается со специ

фичностью его к знаку спирали (спираль должна быть правой), которая 
возникает из-за несимметричного размещения заместителей в положе

ниях С7 и С9 дауномицина. Таким образом, для интеркаляции дауно
мицина не обязательно наличие последовательности CpG; достаточно, 
чтобы двойная спираль была правой. 

16.4. ЭКСТРАПОЛЯЦИЯ МОДЕЛЕЙ ИНТЕРКАЛЯЦИИ 
НА СЛУЧАЙ ДНК В А- И В-ФОРМАХ 

Модели интеркаляции в случае полимерных молекул А- и В-ДНК были 
построены с помощью ЭВМ. Построение основывалось на известной 

стереохимии ДНК и стереохимии взаимодействия между интеркалято

рами и парами оснований в динуклеозидмонофосфатах [1130, 1131]. 
А-ДНК и А-РНК: расхождение пар без раскручивания спирали. При 

интеркаляции в двойные спирали А-типа все сахарные остатки могут 

оставаться в С3.-эндо-конформации. Расхождение пар осуществляется 
главным образом за счет изменения конформационных углов остова ~ 
и у, значения которых сдвигаются в область ап; при этом процесс про
исходит без раскручивания и приемлемыми моделями образующихся 

структур, по-видимому, являются комплексы профлавина с CpG и 
с 5-иод-СрG (табл. 16.1) [1120, 1132]. Так как конформация и ориента
ция сахаров, по существу, не меняются (для сравнения см. рис. 16.4), 
можно предположить, что при интеркаляции в А-ДНК и А-РНК прин

цип исключения ближайших мест связывания не выполняется. 

Типичные интеркаляционные явления в В-ДНК. В случае В-ДНК, 
у которой при интеркаляции углы а. и у сдвигаются в область ап, на
блюдается иная картина. В наилучшей с точки зрения интеркаляции мо
дели [1131] конформация сахара, расположенного с 5'-стороны от места 
интеркаляции, меняется с С2.-эндо на С3.-эндо в соответствии с тем, что 
наблюдалось для комплексов динуклеозидмонофосфатов с интеркалято
рами. Конформационные изменения не ограничиваются нарушением по

ложения двух прилегающих к интеркалятору пар, а простираются и на 

друmе, дальние пары. Связанное с внедрением каждой молекулы интер

калятора раскручивание на 18° затрагивает по крайней мере по три 
пары до и после места интеркаляции. 

Это «дальнодействие» отчетливо прослеживается у комплекса дауно
мицина с гексадезоксинуклеотидом и согласуется с принципом исключе

ния ближайших мест связывания. О таких же эффектах дальнего поряд
ка свидетельствуют и 3 1 Р-спектры ЯМР для комплекса актиномицИна 

25* 
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с гексануклеотидом в растворе [1133]. Как показали эксперименты по 
дихроизму, плоскость интеркалятора не перпендикулярна оси спирали, 

а наклонена к ней под углом ""'20°. Это влияет на расположение как 
ближайшей пары, так и пары, стоящей вслед за ней, т. е. в данном слу

чае мы имеем дело с кооперативным эффектом [1134, 1135]. 

16.5. ПОЛНОСТЬЮ РАСКРУЧЕННАЯ L-ДНК, 
ОБРАЗУЮЩАЯСЯ ПРИ СВЯЗЫВАНИИ С ПЛАТИНОСОДЕРЖАЩИМ 

ЛЕКАРСТВЕННЫМ ПРЕПАРАТОМ В УСЛОВИЯХ НАСЫЩЕНИЯ. 

СТРУКТУРА «ВЕРЕВОЧНОЙ ЛЕСТНИЦЫ» 

Если ДНК тимуса теленка обработать избытком этилендиамин-(2,2' -би
пиридин)-платины(П)-препаратом, принадлежащим к семейству пла

тиновых соединений, описанных в табл. 8.6 как [(Ьipy)Pt(en)]2 + (см. 
рис. 16.1 ),- то образуется комплекс, на основе которого удаетск полу
чить пригодные для рентгеноструктурного анализа волокна. Рентгено
грамма этих волокон приведена на рис. 16.7. Распределение рефлексов 
на рентгенограмме уникально. Она имеет простой вид и не похожа ни 
на O.lJ.НY из тех рентгенограмм, которые получены на волокнах двухце

почечных спиральных ДНК (см. рис. 3.9); расстояние между слоевыми 
линиями показывает, что параметр элементарной ячейки вдоль оси во

локна равен 10,2 А. 
L-ДНК похожа по своей структуре на веревочную лестницу и обладает 

конформационными особенносrями, напоминающими Z-ДНК. Анализ ре

нтгенограмм показывает, что при насыщении ДНК молекулами интер

калятора двойная спираль полностью раскручивается, превращаясь 

в линейную двухцепочечную конструкцию, по виду напоминающую ве

ревочную лестницу (ladder-oтcюдa и название L-ДНК) [1100] 
(рис. 16.8). Уотсон-криковская схема спаривания оснований сохраняется. 
Сохранкется также стопкообразное расположение пар с характерным 
расстоянием 3,4 А, однако место каждой третьей пары занято теперь 
молекулой интеркалятора. Чтобы разойтись на расстояние, достаточное 
для того, чтобы поместилась молекула интеркалятора, нуклеотиды 

принимают n.овольно необычные конформаnии; участок из двух nосле

довательных пар напоминает скорее СрG-ступеньки Z-ДНК (гл. 12), чем 
А- или В-ДНК (табл. 16.1). Так, в каждой уотсон-криковской паре 
L-ДНК одно из оснований находится в син-конформации, а другое- в 

антu. Син-конформаuия сопряжена с С3,-эндо-конформацией сахара, 

а анmи-конформация -с С2.-эндо. В Z-ДНК соблюдается строгая корре

ляuия : пурин - син, пиримидин - анти. которая, как это следует из сте

реохимических соображений, вероятно, имеет место и в L-ДНК. Одна

ко, поскольку L-ДНК .совершенно не закручена, некоторые торсионные 
углы, например Е, ~их (вращение вокруг связей с атомом 0 3 • и глико

зидной связи), имеют необычные значения, которые отличаются от со
ответствующих значений для СрG-фрагментов Z-ДНК (табл. 16.1). 
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Рис. 16.7. Рентгенограмма ДНК тимуса теленка, насыщенной интеркалирую
щим агентом ((blpy)2 Pt(en)]2 + (1100]. Расстояние. между слоевыми линиями от
вечает параметру ячейки вдоль оси волокна 10,2 А. ДНК полностью раскручена 
и имеет форму «веревочной лестницы» (L-ДНК) [1100]. 

16.6. АКТИНОМИUИН D-ИНТЕРКАЛЯТОР, СПЕЦИФИЧЕСКИ 
СВЯЗЫВАЮЩИЙСЯ С ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬЮ GpC 

Актиномицин D состоит из феноксазиновой системы колец, связанной 
с двумя циклическими пентапептидами, которые содержат необычные 
аминокислоты -саркозин, L-метилвалин и D-валин (рис. 16.1). Этот ан
тибиотик, как показывают биохимические исследования, интеркалирует 

не в CpG-, а в GрС-участки ДНК, при этом важную роль в связывании 
играет 2-аминогруппа гуанина [ 1136, 1137]. По своей специфичности 
к последовательности GpC актиномицин D резко отличается от всех ле
карственных препаратов и красителей, представленных в табл. 16.1, для 
которых характерна общая схема участка связывания пирими

дин- 3',5' - пурин. Чем же отличается от этих соединений актиномицин? 
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Рис. 16.8. Структура ДНК ти

муса теленка, поJШостью насы

щенной [(Ьipy)2Pt(en)]2 + 
(структурную формулу соедине

ния см. в табл. 8.6) [1100]. 
Двойная спираль ДНК раскру

чивается и вырождается 

в структуру «веревочной лест

ницы». В соответствии с прин

ципом исключения ближайших 

мест связывания интеркалятор 

заполняет лишь каждое второе 

место возможного связывания 

(интеркалятор показан в цвете~ 

В кристаллах комплекса дезоксигуанозина с актиномицином D между 
пептидами и гуанином образуются специфические водородные связи. Мо

лекулярная структура этого антибиотика обладает осью симметрии 2-го 
порядка, которая связывает д.руг с другом два циклических пентапепти

да Пептиды имеют почти эквивалентные конформации. и вся структура 

поддерживается водородными связями между остатками D-валина 

Рис. 16.9. Структура комплекса актиномицина D с дезоксиrуанозином. Черным 
uветом изображены нуклеозиды. Обратите внимание на спеIШфические водо
родные связи между остатками гуанина и L-треонина. Структура построена по 
координатам атомов, опубликованным в работе (1138]. Описание деталей изо
бражения см. в подписи к рис. 10.1. 



Система 
феноксазиновых 

колец 

L ·треонин 

L -метилваnин 
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[1136, 1138] (рис. 16.9). В комплексе симметрия сохраняется, поскольку 
один дезоксигуанозин располагается «над», а другой «под» феноксази
новой системой колец. В образовании специфических водородных свя
зей между актиномицином и основанием участвуют атом N3 и 

N 2-аминогруппа гуанина, а также пептидная группа L-треонина. Оче
видно, что это взаимодействие перекрывает все те преимущества, ко

торые дает связывание с последовательностью пиримидин- 3',S' - пурин, 

характерное для более простых интеркаляторов. 

Если путем компьютерного моделирования присоединить к обоим 
дезоксигуанозинам дезоксицитидины, образовав две уотсон-криковские 

пары и стэкинг с феноксазиновой системой колец, то получится модель 

комплекса актиномицина с GpC. Эту модель легко экстраполировать на 
случай двойной спирали В-ДНК. При интеркаляции актиномицина пеп

тидные кольца попадают в минорный желобок и сохраняется симме

трия 2-го порядка [1136, 1139]. Модель симметричного ДНК-пептидно
го комплекса позволила выдвинуть ряд гипотез относительно более 
сложных белковых систем, взаимодействующих с ДНК, поскольку для 
мноmх из них тоже характерно образование комплексов с симметрией 

2-го порядка (1140]. 

КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

Взаимодействие ДНК с лекарственными препаратами имеет большое 
значение для фармакологии. Здесь рассматривались только интеркаля

ционные комплексы с препаратами, обладающими плоскими группи
ровками. Связывание таких препаратов с двойной спиралью протекает 
в две стадии : на первой происходит их присоединение по периферии 
спирали, на второй осуществляется интеркаляция, которая сопрово

ждается раскручиванием и удлинением спирали, а также увеличением ее 

жесткости. В соответствии с принципом исключения ближайших мест 
связывания молекулы интеркаляторов заполняют лишь половину таких 

мест. Расхождение оснований при интеркаляции сопровождается изме

нениями конформации сахара и торсионных углов х и f3. В комплексе 
между дауномицином и гексадезоксинуклеотидом обнаружены наруше

ния дальнего порядка; образуются также водородные связи между мо

лекулами антибиотика и ДНК, которые могут обусловливать специфич
ность такого связывания. Лекарственные препараты с планарной 

структурой, содержащие хелаmый комплекс Pt с бипиридином, очень 
сильно меняют структуру ДНК, которая принимает вид «веревочной 

лестницы» (L-ДНК); при этом в каждо.й уотсон-криковской паре один 

нуклеотид находится в сuн-форме, а другой-в антu, как у Z-ДНК. Об

наружена высокая специфичность комплексов актиномицина D, ко
торый связывается исключительно с участками d (Gpq, поскольку лишь 
в этом случае могут образовываться стабилизирующие комплекс водо
родные связи. 
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Вода и нуклеиновые кислоты 

Мы уже неоднократно говорили о том, насколько велика роль водного 

окружения нуклеиновых кислот. Вода -это не просто среда. в которой 

растворены те или иные молекулы. Вода взаимодействует с раство
ренными молекулами, и именно она главным образом стабилизирует 
вторичную и третичную структуру макромолекул [525, 1146-1148]. Это 
относится и к белкам, и к ДНК. причем к ДНК, пожалуй, даже в боль
шей степени, поскольку высокая диэлектрическая проницаемость воды 

и гидратированные противоионы ослабляют электростатическое оттал

кивание фосфатов. Молекулы воды принимают участие и в процессе 

самосборки оснований в упорядоченные структуры, так как этот про

цесс в значительной степени обусловлен гидрофобными взаимодей
ствиями. Степень гидратации ДНК имеет определяющее значение для 

ее конформации: при высокой относительной влажности ДНК находит

ся в В-форме, уменьшение влажности (или увеличение ионной силы) 

приводит к переходу ДНК из В- в С-. А- или (если позволяет последова
тельность) в D- и Z-формы. 

17.l. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ДОКАЗАТЕЛЬСТВА 
СУЩЕСТВОВАНИЯ ПЕРВИЧНЫХ И ВТОРИЧНЫХ 

ГИДРАТНЫХ ОБОЛОЧЕК ДВОЙНЫХ СПИРАЛЕЙ ДНК 

Параметр Г -мера гидратации. Сольватацию, или гидратацию макромо

лекулы определяют параметром Г, который в случае ДНК равен числу 
молей воды, приходящихся на один моль нуклеотидов. Вторичная 

структура ДНК тесно связана с параметром Г [1149, 1150], который 
в свою очередь непосредственно связан с активностью воды aw, увели
чивающейся с понижением концентрации соли в растворе [1151]. Хотя 
влияние катионов на активность воды определяется ионной силой и 

в первом приближении не зависит от вида катиона, разные катионы по

разному влияют на вторичную структуру ДНК, что свидетельствует об 

определенной специфичности взаимодействия ДНК с катионами [ 1150]. 
Две гидратные оболочки двойной спирали ДНК. Экспериментальные 

данные, полученные при равновесном центрифугировании [1151- 1155], 
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Рис. 17.1 Места предпочтительного связывания молекул воды с В-ДНК [1158]. 
Числа от 1 до 5 указывают порядок, в котором уменьшается сила связывания. 
Вблизи фосфатной группы находится примерно 5 молекул воды. 

изопиестических [1156] и гравиметрических (1157] измерениях, метода
ми ИК-спектроскопии [1158-1160] и рентгеновской дифракции на во
локнах (гл. 9), свидетельствуют о том, что молекула ДНК, предста
вляющая собой полиэлектролит. сильно и неравномерно гидратирована. 

Вокруг нее образуются два дискретных слоя молекул воды - первичная 

и вторичная гидратные оболочки. 

Первичная гидратная оболочка непроницаема для катионов и по струк

туре не похожа на лед. В соответствии со схемой, приведенной на 

рис. 17.1, первичная гидратная оболочка двойной спирали включает по 
крайней мере 11-12 молекул воды на нуклеотид. Эти молекулы в со
ответствии с уменьшением силы связывания можно разбить на три 

класса: связанные с фосфатами (11 с фосфодиэфирными связями 
и остатками сахаров (П) и с основаниями (111). По данным ИК-спектро
скопии атомы кислорода фосфатов гидратированы даже при относи
тельной влажности меньше 65%; при этом на нуклеотид приходится 5-6 
молекул воды. Атомы кислорода фосфодиэфирной связи и кислород 0 4 • 

фуранозы при относительной влажности ниже 60% гидратированы 

лишь частично. Гидратация функциональных амино-, имино- и кето

групп оснований происходит при относительной влажности выше 65% 
и приводит к дополнительному связыванию 8-9 молекул воды. При от
носительной влажности "' 800/о первичная гидратная оболочка двойной 
спирали ДНК заполняется, при этом на нуклеотид приходится пример

но 20 молекул воды. Дальнейшее увеличение степени гидратации приво-
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дит к набуханию образца, о чем свидетельствуют результаты рентге

новской дифракции на волокнах ДНК [1161] (рис. 17.2). 
Как показьmает ИК-спектроскопия, первичная гидратная оболочка 

отличается по своей структуре от обычной воды. В прямом контакте 

с ДНК находятся не все 20 молекул; 8- 9 из них связаны с остальными 
11- 12 молекулами внутренней части гидратной оболочки. Внутренняя 
оболочка непроницаема для катионов [1155] и «не замерзает» (т.е. не 
образует структуры льда) при температурах значительно ниже О0С 
[1160] (рис. 17.3). Вместо искаженных шестиугольных колец, харак
терных для структуры льда 1, гидратная оболочка, по-видимому, обра
зует другие более или менее упорядоченные структуры (разд. 17.5). 

Вторичная rидратная оболочка не отличается от обычной воды по про

ницаемости дли ионов и по способности образовывать структуру льда 1. 
Однако в структурном отношении, она, по-видимому, все-таки отли

чается от воды, которая находится вдали от полиэлектролитной моле

кулы ДНК, из-за эффектов доннановского типа [1151]. 
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Рис. 17.2. Вверху. Связь между активностью воды (aw) и степенью гидратации 
ДНК (Г) [1153]. Активность воды варьировали, меняя концентрации различных 
солей Cs + . Полученная зависимость показывает, что для пезиевых солей ДНК 
степень гидратации практически перестает расти, когда на нуклеотид приходит

ся "'20 молекул воды. Внизу. Зависимость процентного содержания В-ДНК от 

степени гидратации Г [1151]. Нужную степень гидратации получали путем изме
нения концентрации хлоридов шелочных металлов. Значения Г при содержании 
В-ДНК 0% и НЮ% показывают, что минимальная степень гидратации двойной 
спирали ДНК (ее структура при этом отличается от В-формы) равна 3,6 моле
кулы воды на нуклеотид, а когда на нуклеотид приходится ,..., 20 молекул воды, 
ДНК полностью переходит в В-форму. При дальнейшем увеличении концентра
ции воды образец ДНК набухает, но конформация ДНК при этом не меняется. 
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Рис. 17.3. ИК-спектры препаратов ДНК в HDO при относительной влажности 
76% (А) и 86,5% (Б) [1160]. А. На каждый нуклеотид приходится ""9 молекул во
ды, которые образуют внутренний слой первичной гидратной оболочки, непро
ницаемый для катионов и неспособный к образованию структуры льда. Б. С ну

клеотидом связано ,.., 14 молекул воды; 5 из них образуют наружный слой, 
который не так прочно связан с ДНК и может кристаллизоваться в структуру 
льда 1 (на это указывает появление характерной полосы поглощения 2410 см - 1 

) . 

17.2. РАЗНЫЕ СОСТОЯНИЯ ГИДРАТАЦИИ А-, В- И С-ДНК 

При высокой активности воды, когда катионы не нарушают первичную 
гидратную оболочку, состоящую из 20 молекул воды на нуклеотид, 
ДНК находится в В-форме. По мере уменьшения относительной влаж
ности в волокне или пленке или при увеличении концентрации соли 

в растворе степень гидратации уменьшается и при некотором порого

вом значении Г, соответствующем ,..., 20 молекулам воды на нуклеотид, 
наблюдается структурный переход ДНК из В-формы в С- или А-форму 
в зависимости от природы присутствующего противоиона (рис. 17.2). 
В ---+ С-переход происходит <<Непрерывно» [ 1151 ], как это и должно быть 
в случае двух структурно близких форм. Что касается переходов В---+ А 

и С-+ А, то из-за изменения конформации сахара С2.-эндо---+ С3.-эндо 

они должны происходить скачком, кооперативно. 

Структурные переходы при высокой концентрации соли и в спиртовых 

растворах. За переходами ДНК из одной структурной формы в другую 
можно следить по изменению спектров кругового дихроизма (рис. 17.4). 
По мере увеличения концентрации соли идет «непрерывный» внутрuсе
мейственный структурный переход В-+ С; когда концентрация соли до

стигает определенной величины, наблюдается резкий кооперативный 

межсемейственный переход С-+ А или В~ А. Такие кооперативные 
переходы (В ---+ А или С---+ А) происходят также при изменении полярно
сти среды, например при добавлении в систему этанола, изопропанола 

или диоксана до концентраций ,..., 80% [839]. 
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Специфические взаимодействия «катион - ДНКя в 80%-ном метаноле. 
В водных растворах катионы взаимодействуют с двойными спиралями 

В-семейства неспецифическим образом. Однако в растворе, содержащем 
80% метанола, взаимодействие становится специфичным. Так, для ДНК 
в комплексе с ионами Cs + угол спирального вращения равен 45' 
(D-ДНК), а в комплексе с ионами Li + - 33° (В'-ДНК), что, по-видимому, 
объясняется точным пространственным соответствием между гидра ти

рованными катионами различной геометрии и узким желобком 
двойных спиралей В-семейства [839, 1162]. 

В водных растворах В-ДНК немного раскручена. Спектры КД и экс

перименты по рентгеновскому рассеянию [1163] свидетельствуют 
о том, что в растворе число нуклеотидов на виток ДНК в В-форме не 
равно в точности 10, как в волокнах, исследованных методами рентге
новской дифракции (гл. 10). В-ДНК в растворе немного раскручена, 
угол спирального вращения у нее меньше, чем у В-ДНК в волокнах, что 
согласуется с теорией, кристаллографическими данными и с результата
ми экспериментов по ферментативному расщеплению, о которых гово

рилось в разд. 9 .2. 
Стабилизация структуры В-ДНК с помощью полиаминов. Двойные 

спирали В-типа можно стабилизировать, добавив в раствор протамины 

или гомополипептиды - полилизин или полиаргинин [1164]. Такие ос
новные гомополимеры образуют с ДНК комплексы, располагаясь, по
видимому, в минорном желобке и связываясь, подобно полиаминам 

спермину и спермидину (разд. 15.6), с фосфатами противоположных це
пей [1165-1167]. У двух упомянутых полиаминов, а также у род-

д 
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Рис. 17.4. Общая форма спектров :кругового дихроизма А-, В- и С-ДНК [839]. 
Пунктиром показано положение максимума УФ-спектров поглощения 
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ственных им путресцина и кадаверина (схема 15.1) различаются расстоя
ния N + · · · · · N + , поэтому они стабилизируют разные структурные 
формы ДНК. Так, в водных растворах этанола спермин и спермидин 
предпочитают связываться с А-формой, тогда как кадаверин или пу

тресцин-с В-формой [1165]. 
Эти данные, полученные для растворов этанола, находятся в проти

воречии с результатами структурного исследования комплекса додека

мера В-ДНК со спермином, который кристаллизовали в растворе, со

держащем высший спирт (2-метил-2,4-пентандиол) [ 1168]. В двойной 
спирали, образованной додекамером d (CGCGAA TTCGCG) (разд. 11.2), 
молекула спермина располагается в главном желобке и ориентирована 

почти перпендикулярно оси спирали. т. е. совсем не так, как предполага

лось выше [1165-1167]. Кроме двух солевых мостиков между концевы
ми аминогруппами спермина и фосфатами противоположных полину
клеотидных цепей одна из внутренних аминогрупп спермина образует 

водородную связь с выступающим в главный желобок атомом 0 6 гуа

нина. Один из двух солевых мостиков ослаблен контактами с соседней 
молекулой додекамера. Таким образом, указанное выше расположение 

спермина может бьrгь обусловлено упаковкой молекул комплекса в кри
сталле, и тогда справедливость экстраполяции полученных результатов 

к условиям в растворе сомнительна. С другой стороны, интерпретация 
экспериментов, проведенных в растворе, основана на предположении 

о локализации спермина и его аналогов в минорном желобке, и в свете 
новых данных ее, по-видимому, следует пересмотреть. 

17.3. ДОСТУПНАЯ МОЛЕ.КУ ЛАМ РАСТВОРИТЕЛЯ 
ПОВЕРХНОСТЬ А- И В-ДНК 

Сворачивание полипептидов и полинуклеотидов с образованием вто
ричной и третичной структуры обусловлено тем, что определенные 

группы атомов, которые у неупорядоченных полимеров контактировали 

бы с растворителем, при сворачивании цепи оказываются внутри. Для 

оценки влияния растворителя на укладку полипептидной цепи [525, 
1146-1148] бьша развита концепция доступной поверхности, с помощью 
которой можно количественно определить соотношение между скрыты

ми и доступными для молекул растворителями группами атомов [1169, 
1170]. 

Пробный шарик, который катится по поверхности молекулы. Если 

трехмерная структура макромолекулы известна, ее объемную модель 

можно представить в виде совокупности вандерваальсовых сфер, 

центры которых задаются координатами атомов. Если теперь по такой 

модели прокатить пробный шарик радиусом rw, мы определим поверх
ность молекулы, доступную для растворителя или любого атома с ра

диусом r w ; параллельные сечения этой поверхности дадут карту доступ

ной поверхности (рис. 17.5). 
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Рис. 17.5. Схематическое изображение доступной поверхности молекулы, со

стоящей из 6 атомов (затенены) [1172]. Вдоль поверхности движется проб
ный шарик (показан в цвете) радиуса rw, его центр описывает контур доступной 
поверхности. Такая же процедура проводится для других плоских сечений моле
кулы, затем путем интегрирования вычисляется площадь доступной поверхности 

(А2). При увеличении rw атомы, лежащие во впадинах, становятся недоступными. 

При образовании двойной спирали ДНК становится более полярной. 

В двух независимых работах были определены доступные поверхности 
молекул тРНКРhе [1171, 1172], А- и В-ДНК [1172]. Если сравнить пло
щади доступной поверхности полностью вытянутой ДНК и ДНК в А
или В-форме, то мы увидим, что при образовании двойной спирали 
атомы кислорода фосфатных групп остаются почти полностью откры
тыми, тогда как основания на 80% заслоняются другими атомами. 
Иными словами, если у раскрученной вытянутой ДНК на долю фосфа
тов приходится ,...., 20% площади поверхности, на долю оснований-50% 
и на долю сахаров-30% то у двойной спирали фосфаты занимают 45% 
площади поверхности, основания - 20%, а сахара - 35% (рис. 17.6). Таким 
образом, полярность молекулы ДНК при образовании двойной спирали 
увеличивается. Такая же картина наблюдается и у белков при образова
нии глобулярных структур: полярные группы располагаются на поверх

ности, а неполярные, гидрофобные- внутри. 
Доступность поверхности ДНК для растворителя определяет ее свой

ства в растворе. Если принять r w равным 1,4 А, что соответствует ра
диусу молекулы воды, то площадь доступной поверхности у А

и В-ДНК окажется почти одинаковой. Однако с увеличением rw (т. е. 

при рассмотрении гидратированных катионов или боковых группами

нокислот) относительная доступность фосфатов у В-ДНК растет бы
стрее, чем у А-ДНК, поскольку у В-формы атомы кислорода фосфатных 
групп экспонированы сильнее. Соответственно атомы углерода 

У В-ДНК с ростом rw быстрее попадают в скрытую область, чем 

у А-ДНК (рис. 17.7). 
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Рис. 17.6. Вклад различных групп в общую площадь поверхиости раскрученной 
вытянутой ДНК (А) и В-формы ДНК (Б} со случайной последовательностью 

[1172]. На рис. Б приведены данные как для экспонированных. так и для скры
тых групп; площади экспонированной и скрытой поверхностей в сумме дают 

общую площадь поверхиости. При сворачивании в спираль атомы кислорода 

фосфатных групп остаются экспонированными, а основания оказываются вну

три молекулы. Обозначения: АLС-алифатический углерод, АМN-азот амино
группы, АRС-ароматический углерод, АRN-азот ароматического кольца. 

ВОХ-кислород карбонильной группы оснований, РОХ-кислород фосфатной 
группы, SOX - кислород сахарного остатка. 

Эти результаты можно объяснить следующим образом [1172]. Пере
сечение кривых на рис. 17.7 означает, что для молекул воды площадь 
доступной поверхности у А- и В-ДНК фактически одинакова. следова
тельно, первичные гидратные оболочки обеих форм количественно экви

валентны. Из хода кривых при увеличении rw видно, что для кластеров 
молекул растворителя более доступны фосфатные группы В-ДНК, так 
как в отличие от А-формы, у которой атомы кислорода фосфатных 
груIШ повернуты в сторону минорного желобка и потому менее до
ступны, в В-ДНК они направлены от оси спирали. Эта общая схема 
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подтверждается результатами расчета числа молекул воды, которые 

можно разместить в главном и минорном желобках в окрестности 
одного нуклеотида-10,5 для А-ДНК и 19,3 для В-ДНК. Последняя ве
личина хорошо согласуется с экспериментально определенным числом 

молекул воды в первичной гидратной оболочке В-ДНК (,..... 20). 
Концепция доступной поверхности позволяет объяснить также зави

симость конформации ДНК от содержания АТ- и GС-пар [1172]. Как 
показали эксперименты по центрифугированию ДНК в градиенте плот
ности [1155] и теоретические расчеты [1173], АТ-пара может связать на 
1- 2 молекулы воды больше, чем пара GC. Если рассмотреть доступную 
поверхность молекулы, то мы увидим, что у АТ-пары гидрофобная ме
тильная группировка сильно экспонирована и, следовательно, должна 

способствовать агрегации молекул воды, что предполагает наличие ши

рокого главного желобка. Этим можно объяснить тот факт, что у ДНК 
с высоким АТ-содержанием переход в А-форму, т.е. в форму с более уз
ким главным желобком, затруднен (см. рис. 9.2). В месте расположения 
GС-пар оба желобка окаймлены гидрофильными аминогруппам~ нали

чие которых способствует взаимодействию воды с основаниями. Следо-
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Рис. 17.7. Зависимость площади доступной поверхности пары оснований 
poly(dG)· poly(dC) (слева) и poly(dA)· poly(dT) (справа) в А-форме (черная кривая) 
и в В~форме (цветная кривая) от rw пробного шарика [1172]. 1 -общая площадь 
доступной поверхности пары; 2 и 3-вклад в общую площадь атомов кислорода 
и углерода соответственно. С увеличением rw доступность атомов кислорода 
фосфатных групп у В-ДНК становится больше, чем у А-ДНК; для атомов угле

рода наблюдается обратная тенденция. 

26 509 
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вательно, для ДНК с высоким ОС-содержанием никакая из струк
турных форм не будет предпочтительной, и структурные переходы в ней 

должны происходить легче, чем в АТ-богатой ДНК (см также 
разд. 17.6). 

Доступная поверхность и взаимодействие между ДНК и белками. Как 

показывают оценки площади доступной поверхности ДНК для пробно
го шарика радиусом 3 'А и более, основания В-ДНК открыты главным 
образом со стороны главного желобка (экспонированы N4-атом цито
зина и метильная группа тимина), а основания А-ДНК-со стороны ми
норного (N2-атом гуанина). Это означает, что при взаимодействии бел
ка с интактной двойной спиралью специфические контакты между 

парами оснований и боковыми группами аминокислот в случае В

формы будут осуществляться в главном желобке, а в случае А

формы-в минорном. Это согласуется с данными о взаимодействии 

В-ДНК со специфическими белками: РНК-полимеразы Е. coli с lас-про
мотором, lас-репрессора с lас-оператором [1172J а также с данными по 
Л- и сrо-репрессорам и взаимодействию ДНК с гистонами в нуклеосо
мах (гл. 18 и разд. 19.3). 

17.4. ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ПОСТРОЕНИЯ 

<<Статическая» и <<Динамическая» модели взаимодействии ДНК с молеку

лами воды. Для описания гидратации ДНК, РНК и их мономерных со

ставляющих применяются главным образом два теоретических подхода 

[1173-1178]. Один из них-супермолекулярное приближение-использует 
метод самосогласованного поля и эмпирические функции потенциаль
ной энергии и дает детальную статическую картину гидратации моле

кулы [1173- 1176]. В другом используется метод Монте-Карло, при этом 
с помощью карт электростатического потенциала макромолекулы вы

числяют статистическое распределение молекул воды и получают дина

мическую картину взаимодействия с растворителем [1177- 1180]. 
Сопоставление с экспериментальными данными. Метод Монте-Карло 

позволил определить положение и ориентацию отдельных молекул во

ды, взаимодействующих с молекулой нуклеиновой кислоты и с другими 

близлежащими молекулами воды. Оказалось, что в случае двойной спи

рали ДНК первичная гидратная оболочка имеет характерную структуру 
с периодом, равным расстоянию между фосфатами. Между каждыми 

двумя соседними фосфатами одной цепи образуется мостик из моле

кулы воды. ВбJШзи Р02 -группы располагаются также другие молекулы 

воды, взаимодействующие одновременно с обоими атомами кислорода 

Р02 -группы. В целом каждый фосфат удерживает по 6 молекул воды 
первичной гидратной оболочки, что согласуется с результатами ИК
спектроскопии (разд. 17.1). Распределение остальных молекул воды 
в первичной гидратной оболочке зависит от того, какой тип ДНК рас

сматривается -А или В. В модели гидратной оболочки В-ДНК предпо-
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лагается наличие водных нитей, связывающих фосфаты противопо
ложных цепей через главный желобок [1180]. Энергия стабилизации 
в данном случае составляет 15 ккал·(моль воды)- 1, т.е. настолько вели
ка, что вокруг ДНК образуется второй и даже третий гидратные слои, 
что увеличивает общий радиус (гидратированной) ДНК на 6 А в случае 
двух слоев и на 9 А в случае трех. Молекулы воды, располагающиеся 
внутри главного и минорного желобков между сахарофосфатными це
пями, связаны с ДНК слабее; энергия стабилизации для них составляет 
,.....10 ккал·(моль воды)- 1 [1177, 1179]. 

Согласно методу супермолекулярного приближения, с каждой фос
фатной группой В-ДНК связывается 5 молекул воды, причем одна из 
них сильнее, чем остальные четыре (энергия стабилизации на 

4 ккал·моль - t больше [1175]). В случае GС-пары в главном желобке 
располагаются 3 молекулы воды, связанные с атомами кислорода кето
групп и атомами азота аминогрупп гуанина и цитозина; еще 3 моле
кулы воды находятся в минорном желобке и связываются с атомами 

0 4 , сахара, N 3 гуанина и 0 2 цитозина. Таким образом, на каждый ну

клеотид в срелнем приходится ,..., 8 молекул воды, которые образуют 
внутреннюю гидратную оболочку, что в целом согласуется с приве

денными выше данными (разд. 17.1). 
Как влияет гидратация на энергию стабилизации двойной спирали 

В-ДНК? Для анализа сил, ответственных за стабилизацию двойной спи

рали, можно использовать модель гидратации ДНК, полученную мето

дом супермолекулярного приближения [1175]. Вклад гидратации в ста
билизацию двойной спирали связан в основном с уменьшением 
отталкивания между соседними отрицательно заряженными фосфатами 

[15 ккал .(моль парГ 1 ]. Кроме того, при гидратации усиливается при
тяжение между основанием и фосфатной группой (12 ккал·моль- 1 ) 
и заметно изменяется стэкинг соседних оснований (7- 10 ккал -моль - 1 ). 

Какие силы участвуют в стабилизации? Ослабление отталкивания 
фосфатов обусловлено в первую очередь уменьшением электростатиче
ских сил и лишь в небольшой степени увеличением энергии поляриза
ции. Усиление притяжения между фосфатами и основаниями также 
определяется главным образом существенным увеличением электроста
тической составляющей и лишь в небольшой мере сопутствующим уве

личением энергии поляризации и дисперсионной энергии. Наконец, ста

билизирующее действие гидратации на стэкинг в основном связано 
с электростатическим и дисперсионным взаимодействием. Роль поляри

зации по оценкам невелика, вклад отталкивания в энергию образования 

стэкинга составляет 5 ккал· моль - 1
, а суммарный энергетический 

выигрыш-7-10 ккал-моль - 1 (для GС-пары). 
В стабилизации структуры А-РНК принимает участие 02.-гидроксил. 

Как показали расчеты, в А-РНК гидроксильная группа 02.-Н может 
участвовать в трех типах взаимодействия в зависимости от ориентации 

атома водорода [1176]. Во-первых, может образоваться (слабая) водо
родная связь 02.-Н · · · 0 4 • между двумя соседними остатками рибозы. 

26* 
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Во-вторых, если гидроксильная группа 02,-Н цис-планарна относи

тельно связи С2.-С3., то молекула воды может образовать внутримо

лекулярный мостик между атомом 0 2 • рибозы и атомом 0 2 пиримиди

на (иJШ N 3 пурина), т. е. связь 0 2• • • • Н-0-Н · · · 0 2 (N3 ). В-третьих, 

образуется очень прочный водный мостик между атомами 0 2, и 0 3 

олной и той же рибозы. Кислород 0 3• обладает заметной электроотри

цательностью, поскольку участвует в образовании фосфодиэфирной свя
зи (см. также разд. 4.3). 

Гидратные оболочки со структурой типа «айсберг» не образуются. Рас
четы показывают, что вопреки предположению об образовании вокруг 

макромолекул гидратных оболочек со структурой «айсберг» в случае 
двойных спиралей ДНК и РНК подобные структуры не образуются 

[1181]. Упорядоченная структура клатратов льда [1183], по-видимому, 
является слишком жесткой и не может сформироваться вокруг молекул 

с такой сложной поверхностью, как у нуклеотидов или нуклеиновых 

кислот. Это, однако, не исключает возможности образования гидратной 

оболочки хотя и не с такой упорядоченной, но все-таки с более или ме
нее регулярной структурой (разд. 17.6). 

17.5. ХАРАКТЕР ГИДРАТАUИИ ТЕТРАМЕРА А-ДНК 
И ДОДЕКАМЕРА В-ДНК В КРИСТАЛЛАХ И А---+ В-ПЕРЕХОД 

Гидратный монослой и водный «хребеп> в главном и минорном же
лобках В-ДНК. КристалJШческая структура В-додекамера ДНК 
d (CGCGAA TTCGCG) дает информацию не только о геометрических 
особенностях двойной спирали В-ДНК, но и о структуре ее гидратной 

оболочки. При обычных условиях в кристалле на один додекамерный 
дуплекс приходится 72 более ИJШ менее упорядоченные молекулы воды 
[1168]. ЕсJШ концентрацию спирта (2-метил-2,4-пентадиола) при кри
сталлизации увеJШчить до 60% ИJШ проводить эксперимент при 16 К, 
связывается еще 48 молекул воды [1183а]. В обычных условиях [1168] 
систематическая гидратация фосфатных групп отсутствует; исключение 

составляют молекулы воды, располагающиеся между метильной груп

пой тиминов и 5'-фосфатами тех же нуклеотидов. При высокой .концен

трации спирта иJШ при 16 К выявляются дополнительные молеку ль1 во
ды, связанные с атомами кислорода фосфатных групп [1183а]. При 
этом на один атом кислорода приходится от 1 до 5 молекул воды (в 
среднем 3 + 1,3), из которых почти 40% образуют мостики между двумя 
ИJШ большим числом атомов кислорода фосфатов. Такой тип гидрата
ции осуществляется в главном желобке; кроме того, там же наблюдает

ся монодентатное связывание молекул воды с атомами кислорода кето

групп и с аминогруппами пуриновых и пиримидиновых гетероциклов, 

а в нескольких случаях (и в меньшей степени)-с N7-атомами пуринов. 
Связанная с первичной вторичная гидратная оболочка сJШшком разупо
рядочена, и в рентгеновских экспериментах при комнатной температуре 
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ее не удается обнаружить [1168]. Однако некоторую информацию 
о вторичном гидратном слое дают низкотемпературные эксперименты 

и исследование кристаллов, полученных при высокой концентрации 

спирта [1183а]. Кроме упомянутых выше монодентатных взаимодей
ствий встречаются бидентатные, когда одна молекула воды выступает 

в роли донора сразу двух водородных связей либо в роли акцептора 

двух связей, либо как донор и акцептор одновременно. Бидентатные мо

стики образуются преимушественно между N- и О-атомами двух сосед
них пар оснований. Молекулы воды, связанные с основаниями. вместе 

с водой, сгруппированной вокруг фосфатов, образуют цепочки водо

родных связей, которые соединяют фосфаты противоположных цепей 
через главный желобок, т. е. именно так, как это предсказывают теоре
тические расчеты [1178, 1179] («нити» в разд. 14.4). 

В минорном желобке, вдоль центральной последовательности АА ТГ, 

находятся высокоупорядоченные молеку ль~ воды, соединяющие 

02-атомы тиминов и N3-атомы аденинов. Эти два атома, связанные во
дным мостиком, принадлежат соседним парам оснований, при этом мо

стик соединяет те основания, которые относятся к разным олигонуклео

тидным цепям (рис. 17.8). К этому первому гидратному слою примы
кает второй, который заполняет тетраэдрические связи молекул первого 

слоя и образует вместе с ними характерный водный «хребет» в минор

ном желобке спирали додекамера. Молекулы воды третьего и четверто

го слоев видны не так отчетливо; по-видимому, они образуют водо

родные связи с фосфатными группами, окаймляющими края минорного 

желобка. На участках CGCG, фланкирующих центральную последова
тельность АА ТТ, не обнаружено такой упорядоченной водной струк

туры, вероятно, из-за того, что присутствующие здесь объемные 

N 2-аминогруппы, являющиеся донорами при образовании водородных 
связей, мешают формированию регулярного гидратного «хребта». 

Водные мостики между фосфатами противоположных цепей в главном 

желобке А-ДНК. Анализ кристаллической структуры иодированного те

трамера d(1CCGG) показал, что характер гидратации А-ДНК и В
формы сушественно различается [893]. У А-ДНК ни в одном из желоб
ков нет rидратного «Хребта» и отсутствует явно выраженная первичная 

гидратная оболочка сахаров и оснований. Фосфатные группы, однако, 
гидратированы, причем в отличие от В-ДНК гидратный слой высо1<0-

упорядочен. 

Вопреки теоретическим расчетам, предполагающим связывание мо

лекул воды одновременно с двумя свободными атомами кислорода 

фосфатной группы, ни одного примера такого рода не обнаружено 
[1177-1179]. Тем не менее вдоль каждой цепи тянутся мостики, состоя
щие из 1- 3 молекул воды, которые связывают друг с другом соседние 
фосфатные группы. Кроме того, имеются цепочки из четырех молекул 
воды (схематически изображены на рис. 17.8), которые пересекают 

главный желобок и соединяют 03.-атомы одной олигонуклеотидной це

пи с Орz-атомами другой (определение атома Ор2 дано на рис. 2.3); при 
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Рис. 17.8- А. Расположение молекул воды в :минорном желобке на участке 

ААТТ додекамера В-ДНК [1168]- Первый гидратный слой образует водородные 
связи с атомами 0 2 пиримидинов и N 3 пуринов, второй слой заполняет тетраэ

дрические координационные оболочки молекул воды первого слоя. Б. В А-фор
ме ДНК через главный желобок тянутся «нити» из молекул воды, которые 

«сшивают» фосфатные группы друг с другом [893]-

этом появляется ось симметрии 2-го порядка, связывающая две водные 

цепи, отходящие от одной фосфатной группы. Легко видеть, что систе
матически расположенные цепочки молекул воды, соединяющие проти

воположные фосфатные группы, «сnm:ваюп> края главного желобка 

и тем самым стабилизируют А-форму двойной спирали ДНК (или 

РНК). Существование таких водных мостиков между фосфатными груп
пами было предсказано ранее на основании теоретических расчетов 

[1180]. 
Ан. В-переходы и гидратация. После экспериментального определе

ния расположения молекул воды в гидратных оболочках стало понятно, 
почему при изменении активности воды происходят Ан. В-переходы. 

В условиях, когда активность воды высока (при низкой концентрации 

соли), монослоем молекул воды (и слоями более высокого порядка) окру
жены все функциональные группы фосфатов, оснований и сахаров, что 
способствует сохранению структуры В-формы. Если полинуклеотид со

держит протяженные участки, состоящие из АТ-пар, то в минорном же-
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лобке образуется водный хребет, который еще сильнее стабилизирует 

данную конформацию. Поэтому в случае poly(dA)·poly(dT) перехода 
В~ А не происходит (разд. 11.4), а для poly(dA-dT)-poly(dA - dT) А
форма является лишь метастабильным состоянием. Уместно вспомнить 
также, что полинуклеотиды, у которых гуанозины замещены на ино

зины (т.е. у которых отсутствуют N2-аминогруппы, мешающие образо
ванию водного хребта), ведут себя подобно полимерам, состоящим из 

АТ-пар, т. е. также образуют только двойные спирали В-семейства 
(табл. 9.1 ). 

При уменьшении активности воды гидратные оболочки оснований 
и сахаров разрушаются, остаются гидратированными лишь наиболее 
полярные группы -атомы кислорода фосфатных групп. Такое изменение 
гидратации индуцирует В ~ А-переход, при этом А-форму стабилизи
руют цепочки молекул волы, связывающие атомы кислорода противо

положных фосфатов и «стягивающие» края главного желобка. Если сно
ва увеличить активность воды, двойная спираль ДНК станет более 
гидратированной и произойдет переход А~ В. 

17.6. ВОДНЫЕ ПЕНТАГОНЫ В КРИСТАЛЛАХ 
ИНТЕРКАЛЯЦИОННОГО КОМПЛЕКСА ДИНУКЛЕОЗИДФОСФАТА. 

ОБЩЕЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЕ О ЦИКЛИЧЕСКИХ ВОДОРОДНЫХ СВЯЗЯХ 

И «ФЛИП-ФЛОП»-МЕХАНИЗМЕ 

Высокоупорядочеиная гидратная оболочка комплекса d (CpG) с профлави
иом. В кристаллической структуре сильно гидратированного интеркаля

ционного комплекса d (CpG) с профлавином в независимой части ячейки 
присутствуют 26 молекул воды [1184]. 15 из них связаны друг с другом 
водородными связями и образуют регулярную структуру из четырех со

прикасающихся пятиугольников (пентагонов), ребрами которых являют
ся водородные связи. Кластеры таких пятиугольников, расположенные 

в соседних элементарных ячейках, связаны между собой одной общей 
молекулой воды. Пятый пентагон включает лишь 4 молекулы воды; 
в вершине пятого угла располагается атом кислорода фосфатной 
группы, связанной водородными связями с двумя молеку ламп воды 

(рис. 17.9i 
Пятиугольники локализованы вблизи главного желобка и устроены 

таким образом, что образуют водородные связи через каждые 3,4 А. 
Это соответствует хорошо известному расстоянию между основаниями, 
связанными стэкингом, или между основанием и интеркалятором. 

Вследствие такой периодичности молекулы воды в главном желобке 
образуют водородные связи в первую очередь с атомами оснований и 
с гетероатомами интеркалированной молекулы профлавина. Все эти во
дородные связи лежат в плоскости оснований (или интеркалятора), как 

и предсказывалось теоретическими расчетами [1174]. 
Циклические водородные связи. Общее представление. Такие соста

вленные из водородных связей пятиугольники встречаются и в нерегу-
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Рис. 17. 9. Схематическое изображение кристаллической структуры комплекса 
d(СрG)-профлавин · 26Н20 [1184]. Линиями нарисованы молекулы d(CpG) 
и профлавина, молекулы воды обозначены цветными кружками. 15 молекул во
ды и одии атом кислорода фосфаrnой группы (черный кружок) образуют 5 со
прикасающихся пятиугольников (показаны в цвете). Расстояния между молеку

лами воды в пятиугольниках составляют 2,8-3,1 А. Пятиугольники связаны 
водородными связями с гетероатомами профлавина и d(CpG). Локализовать 
в этих структурах атомы водорода не удается. 

лярных структурах, например в гидратированном сх-циклодекстрине

олигосахариде, состоящем из 6 соединенных сх-1.4-связями молекул глю
козы и содержащем 6 первичных и 12 вторичных гидроксильных групп. 
Исследования гексагидрата циклодекстрина с помощью дифракции ней

тронов и рентгеновских лучей показали, что гидроксильные группы 

и молекулы воды образуют сложную упорядоченную сеть связей. содер

жащую четырех-, пяти- и шестичленные циклы и бесконечные цепи, со

стоящие исключительно из ОН-групп [1185, 1186]. Поскольку в этих 
кристаллических структурах определены положения атомов водорода, 

а следовательно, и направления водородных связей, было установлено, 
что водородные связи образуют преимущественно два типа цикличе
ских структур (рис. 17. 10)-гомодромные, когда все водородные связи 

0-Н · · · 0-Н · · · 0--Н в цикле ориентированы одинаково, и антu
дромные, когда две цепочки водородных связей 0-Н · · · 0-Н · · · 0-Н 
идут от одной молекулы воды в противоположных направлениях и за

мыкают цикл, образуя связи с одним и тем же атомом кислорода 

(рис. 17.11). Гетеродромная структура, для которой характерна случай
ная ориентация водородных связей 0-Н · · ·О, реализуется редко. Кван

тово-механические расчеты показывают, что гомодромные циклы энер

гетически более выгодны, чем антuдромные, из-за кооперативного 
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Рис. 17.10. Фрагмент кристаллической структуры сх-циклодекстрина · 6Н20 с ука
занием системы водородных связей [1185]. Большими и малыми кружками из
ображены атомы О и Н соответственно. Молекулы воды обозначены буквой W. 
Обратите внимание, что цикл 1 является гомодромным, uиклы 11 и 111-анти
дромными (определение см. на рис. 17.11). 

Гомодромные Антидромные Г етеродромные 

Рис. 17.11. Определение гомо-, анти- и гетеродромных циклических водородных 
связей [ 1186]. Водородные связи могут быть ориентированы в одном направле
нии (гомодромные), в двух противоположных направлениях (антuдромные) и слу
чайным образом (гетеродромные). 
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Рис. 17.12. Переориентация водородных связей по ме~ханизму «флип-флоп» 
в кристалле (3-циклодекстрина · 12Н20 [1188]. Атомы углерода изображены 
серыми кружками, водорода-малыми черными, кислоро.ща-большими белыми. 
Вверху. Места расположения водородных атомов А и В :васелены лишь наполо

вину. потому что эти атомы водорода входят в систему связей 0-Н" · Н-0, 
способных к переориентации по механизму «флип-флоп»" Эта система является 
суперпозицией двух типов водородных связей-ОН. ". О (средиий рисунок) 

и О··· Н-0 (нижний рисунок). Если какая-то гидроксильная группа повернется 

так, как это показано двойными стрелками на верхнем рисунке, то остальные 

гидроксильные группы «Флип-флош)-цепи также должнь.1 будут совершить со
ответствующий поворот. 
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эффекта. который стабилизирует «бесконечную» цепь гомодромных ли

нейных взаимодействий 0-Н · · · 0-Н · · · 0-Н [1187]. 
По сравнению с клатратами льда структуры, образуемые цикличе

скими водородными связями, менее регулярны; геометрия координа

ционных связей вокруг молекул воды и гидроксильных групп может 

сильно искажаться. Возможно, первичные и вторичные гидратные обо

лочки макромолекул состоят именно из структур такого типа, посколь

ку они геометрически более гибки и не так строго детерминированы, 

как структура «айсбергов». 
Некоторые представления о динамике водородных связей: механизм 

«флип-флош> у системы 0-Н · · · Н-0. С помощью дифракции нейтро
нов была определена также кристаллическая структура J3-циклодекст

рина [1188]. Кроме «нормальных» водородных связей 0-Н ···О 
в структуре этого соединения встречается 19 связей типа 0-Н · · · Н-0, 
при этом расстояние О··· О остается обычным: 2,8- 3,0 А (рис. 17.12). 
Таким образом, расстояние Н · · · Н оказывается слишком малым (около 
1 А) и два атома водорода не могут одновременно занимать указанные 
положения, о чем свидетельствует также величина коэффициентов засе
ленности, равная 0,5. Таким образом, на самом деле мы наблюдаем ре
зультат статистического усреднения двух состояний 0-Н···О~О··· 
Н-0, и совокупность нескольких таких водородных связей образует 

системы больших размеров. Если одна из водородных связей перейдет 
из состояния 0-Н · · ·О в состояние О· · · Н-0 или наоборот (как пока
зано на рис. 17.12), то во всей системе должно будет произойти коопе
ративное изменение ориентации водородных связей. Такой механизм 

взаимопревращений цепей 0-Н · · · 0-Н · · · 0-Н и Н-0 · · · Н-0 · · · 
Н-0 носит название механизма «флип-флоп». Подобные системы 
в циклических структурах должны быть более выгодны, чем изолиро
ванные 0-Н ···О-связи. Поэтому предполагается, что динамические 
системы «флип-флош>-циклов образуют «осциллирующие» гидратные 

оболочки. 

КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

Гидратация нуклеиновых кислот играет важную роль в формировании 
их структуры и отвечает за А ~ В-переходы в ДНК. Вокруг молекулы 

ДНК образуются две гидратные оболочки. Первая из них, состоящая из 

,..,,. 20 молекул воды на нуклеотид, непроницаема для катионов и по 
структуре не похожа на лед; вторая оболочка неотличима от обычной 
воды. Если известна структура, то доступная молекулам растворителя 

поверхность ДНК или РНК может быть определена расчетным путем. 
Результаты таких расчетов объясняют некоторые особенности поведе
ния ДНК в растворе и, в частности, показывают, что при сворачивании 
в двойную спираль молекула ДНК становится более полярной. Рентге
ноструктурный анализ монокристаллов олигонуклеотидов показал, что 

на участках, состоящих из АТ-пар, в минорном желобке В-ДНК обра-
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зуется «хребет» из молекул волы. связанных водородными связями с ос

нованиями; в А-ДНК образуются водные «нити». которые сшивают 
фосфатные группы, лежащие на краях главного желобка. Такие разли
чия в структуре гидратных оболочек проливают свет на природу В -
--+А-перехода, происходящего при уменьшении содержания воды 

в ДНК. В кристаллах некоторых циклодекстринов и комплекса d (CpG) 
с профлавином обнаружены четырех-, пяти- и шесmчленные цикличе

ские структуры, которые образуют соединенные водородными связями 

атомы кислорода или 0-Н-группы. Возможно, такие структуры вхо
дят в гидратные оболочки макромолекул. Водородные связи в ги

дратных оболочках, по-видимому, образуют «флип-флоп»-циклы, для 

которых характерно динамическое равновесие 0-Н · · ·О р О· · · Н-0. 



ГЛАВА 18 
Взаимодействия между белками 

и нуклеиновыми кислотами 

Взаимодействия между белками и нуклеиновыми кислотами осущест
вляются на всех этапах репликации и экспрессии ДНК, а также в ходе 

многочисленных процессов регуляции, и, следовательно, их роль 

чрезвычайно велика. Тем не менее наши знания о механизме таких взаи

модействий весьма ограничены. Мы не понимаем, каким образом эндо
нуклеазы рестрикции присоединяются к ДНК и разрезают ее в специфи

ческих местах. Точно так же мы не имеем ясного представления 

о геометрии узнавания репрессором операторных участков и о том, как 

аминоаuил-тРНК -синтетазы узнают «свои» тРНК. Главная трудность 
при изучении этих сложных систем состоит в том, что нужно одновре

менно наблюдать за каждой из взаимодействующих макромолекул. 

При этом спектроскопические методы, за редким исключением, дают 
неадекватные результаты, а кристаллизация комплексов белков с ну

клеиновыми кислотами сопряжена со многими трудностями. Тем не ме
нее недавно появились публикации, авторам которых удалось получить 

специфические комплексы белков с ДНК [1189, 1190] и тРНК [1191] 
в форме, пригодной для рентгеноструктурного анализа. Таким образом, 
мы можем надеяться. что в ближайшие несколько лет у дастся решить 

проб.цему нуклеиново-белкового узнавания. 

Чтобы упростить процесс изучения столь сложных систем, проводят 

исследования модельных соединений с применением как теоретических, 

так и экспериментальных подходов. Главная цель таких исследований

установить специфичность узнавания четырех типов оснований нуклеи

новых кислот боковыми группами двадцати аминокислот. При этом ис

пользуют как мономерные составляющие обоих партнеров, так и поли
меры, в некоторых случаях синтетические. Изучается также связывание 

нуклеотидов (ингибиторов или коферментов) в активных центрах фер

ментов. Совсем недавно были получены кристаллы нескольких белков, 

узнающих специфические последовательности ДНК, и определена их 

пространственная структура. Это, пожалуй, максимум того, что можно 

сделать, не имея кристаллов специфических ДНК-белковых комплексов. 

Такие структуры дают представление об общих принципах нуклеиново

белковых взаимодействий, однако последнее слово в конечном счете 
остается за исследованиями самих комплексов. В этой главе, прежде 
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чем приступить к обсуждению конкретных фактов, мы рассмотрим об
щие представления о взаимодействии между белками и нуклеиновыми 
кислотами и обсудим некоторые rипотезы. 

18.1. ОБЩИЕ СООБРАЖЕНИЯ ОТНОСИТЕЛЬНО 
НУКЛЕИНОВО-БЕЛКОВЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИй 

Если внимательно проанализировать строение боковых групп амино
кислот и полипептидного остова (рис. 18.1), то мы увидим, что суще
ствуют четыре потенциально возможных типа взаимодействий между 
белками и нуклеиновыми кислотами [1192- 1195] (рис. 18.2). 

1. Солевые мостики между фосфатами и положительно заряженны
ми группами аминокислот (Nl;;-аминогруппой лизина, гуанидиновой 

группой аргинина и протонированным остатком His). 
2. Водородные связи между фосфатами. сахарами, основаниями ну

клеиновых кислот и пептидными группами или гидрофильными бо

ковыми цепями аминокислотных остатков. 

3. Стэкинг-взаимодействия между боковыми группами ароматиче
ских аминокислот (Trp, Tyr, Phe, His) и основаниями. 

4. Гидрофобные взаимодействия между основаниями нуклеиновых 
кислот и боковыми группами неполярных аминокислот. 

Энергия этих четырех типов взаимодействия в целом уменьшается 

в том порядке, в каком они здесь перечислены. Поскольку притяжение 

разноименных зарядов играет основную роль, в табл. 18.1 суммиро
ваны данные о распределении заряда в боковых цепях аминокислот и 
в пептидной группе. Их нужно сопоставить с аналогичными данными 

для компонентов нуклеиновых кислот, приведенными в табл. 5.1, и тог
да можно предсказать некоторые взаимодействия. Однако на самом де

ле наблюдается более сложная ситуация, поскольку многочисленные 
слабые взаимодействия могут подавлять специфические взаимодействия 

типа «заряд-заряд» (разд. 18.6). 
Взаимодейспия между отдельными компонентами. Если рассмотреть 

взаимодействие между отдельными аминокислотами и нуклеотидами, 

то обнаружится, что структуру комплексов определяет не стэкинг и не 

гидрофобные силы, а притяжение между заряженными группами и во

дородные связи, которые в наибольшей степени могут обеспечить изби
рательность взаимодействий. Можно предложить целый ряд гипотети
ческих моделей взаимодействия компонентов нуклеиновых кислот 

с аминокислотами (рис. 18.2). Получены количественные характеристики 
связывания оснований с боковыми группами аминокислот [1196-1198] 
(табл. 18.2), которые согласуются с результатами квантово-механиче
ских расчетов (по крайней мере для комплексов гуанина и цитозина 
с аргинином, глутамином и лизином, образованных при помощи водо
родных связей [1202]). Оказалось, что эти взаимодействия особенно вы
годны в том случае, когда одновременно образуются по крайней мере 
две водородные связи, что может осуществляться разными способами 
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Рис. 18.1. Структура боковых групп 20 аминокислот [1289]. Функциональные 
группы показаны в цвете, С-атомы углерода изображены в виде черных 

кружков. 
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Рис. 18.2. Возможные типы взаимодействий между боковыми цепями аминокис
лот, основаниями нуклеиновых кислот и фосфатными группами. Если ввести 

в рассмотрение еще и пептидные rруппы и допустить одновременное связывание 

двух аминокислот с одним нуклеотидом, то схемы связывания будут существен

но сложнее. 

[1203]. Ситуация здесь такая же, как при спаривании оснований (гл. 6): 
одна водородная связь является слишком слабой и малоспецифичной, 
чтобы обеспечить системе нужную стабильность. 

Взаимодействия между уотсон-криковскими парами и боковыми груп

пами аминокислот. Если рассматривать не отдельные основания, 
а двойные спирали ДНК и РНК. то ситуация меняется, потому что те

перь некоторые атомы оснований участвуют в уотсон-криковском спа

ривании (рис. 18.3). Построение моделей [1204, 1205] и теоретические 
расчеты [1206] показывают, что в соответствии со сказанным выше спе
цифическое взаимодействие пар оснований в составе двойной спирали 

с боковыми группами аминокислот (или пептидными группами) подра-



Таблица 18.J . Распределение заряда в пептидной связи и в боковых rруппах 
некоторых аминокислот. интересных с точки зрения взаимодействия с нуклеи

новыми кислотами. Более полные сведения представлены в работе [1298], 
о тку да взяты приведенные данные 
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Табл и n а 18.2. Константы связывания для комплексов между основаниями 
нуклеиновых кислот и аминокислотами или между соответствующими ана

лоrами 

Нуtслеозид 

или основание11 

Тимин 

Цитозин 

Инозин 

Аденозин 

Гуанозин 

Основание21 

9-этилгуанин 

9-этиладенин 

Циклоrексил-

урацил 

Циклогексил-

урацил 

Диметил-

урацил 

9-этиладенин 

К, Л · МОЛЬ 

L-арrинин L-лизин L-rлутамин L-rлутамат 

0,6 ± 0,1 0,31 ± 0,24 
1,5 + 0,2 0,63 + 0,20 0,46 + 0,21 

1,26 + 0,09 0,04 + 0,15 
1,14 + 0,08 0,06 + о,ю 
1,91 + 0,10 0,85 + 0,14 

1,02 + 0,18 
0,78 + 0,14 
1,05 + 0,15 

0,26 + 0,15 

0,71 + 0,12 

Аминокислота 
Условия/методы 

к. 
или аналог Л · МОЛЬ - l 

Nа-ацетат DMCO/H20, 303 К/ 110 + 30 
ЯМР 

Масляная СНС13, 308 К/ИК 130 + 30 
кислота 

Масляная СНС13, 308 К/ИК 60+20 
кислота 

п-Крезол CDC13 , 219 К/ЯМР 69+4 
( = Тирозин) 

п-Крезол CDC13 , 300 К/ЯМР 6,3 + 0,2 
(=Тирозин) 

п-Крезол CDC13 , 303 К/ЯМР 6,32 + 0,15 
(=Тирозин) 

L-rлицин 

0,27 + 0,12 
0,12 + 0,09 

0,51+0,07 

Ссылка 

[1197] 

[1200] 

[1200] 

[1200] 

[1200] 

[1201] 

11 Определены по растворимости в водном растворе при нейтральных рН и 25°С [1198]. 
2

' Определены спектроскопическими методами для неводных растворителей. 

зумевает образование по крайней мере двух водородных связей. В этом 

смысле со стороны минорного (малоrо) желобка только гуанин «отли
чается» от остальных оснований (из-за наличия уникальной группиров
ки N2Н). Главный (широкий) желобок предоставляет больше возможно
стей для узнавания и позтому действительно является rлавным, когда 

Рис. 18.З. Различные суперпозиции пар AU и GC, показывающие, как эти пары 
моrли бы различаться при образовании ими водородных связей с другими мо

лекулами [1204]. Верхние буквы у каждого из оснований относятся к паре, изо
браженной жирными линиями, нижние (в скобках)-к паре, изображенной 
двойными линиями. Места W в главном (широком, wide) желобке и S в минор
ном (малом, small) связаны с местами W' и S' осью симметрии 2-го порядка, 
присущей двойным спиралям ДНК и РНК. Эти места выделены цветом в том 
случае, если при переходе от нижней пары к верхней (или наоборот) меняются 

донорно-акnепторные характеристики пары, т. е. по этим местам боковые ами

нокислотные цепи могут различать данные пары. 

21• 



420 Глава 18 

Рис. 18.4. Основные элементы струк

туры белка. А. сх-Спираль соде{>жит 3,6 
остатка на виток высотой 5.4 А и ста
билизируется водородными связями, 

параллельными оси спирали. Боковые 

группы (цветные кружки) выступают 

из спирали и ориентированы почти ра

диально. Б. В J3-структуре (или J3-слое) 
полипептидные цепи располагаются 

либо параллельно, либо антипарал
лельно друг другу и соединены водо

родными связями. Боковые группы 

аминокислот направлены попеременно 

то вверх, то вниз. Тонкими цветными 

стрелками указаны атомы. которые 

могут образовывать водородные связи 
с другими молекулами (отсутствую

щие в сх-спирали). Разное направление 

черных стрелок указывает на антипа

раллельность цепей J3-слоя, изобра
женного на данном рисунке . 

... 

" 
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требуется отличить одну комбинацию пар оснований от другой. Ми

норный желобок в свою очередь может быть основным местом связы
вания ионов металлов и молекул воды (гл. 8 и 17). 

Взаимодействие между двойными спиралями нуклеиновых кислот и ан

типараллельными J3-слоями полипептн.дов. Анализ кристаллических 
структур ряда глобулярных белков показал, что антипараллельный 
13-слой (рис. 18.4), как правило, закручен в правую спираль [1207], кри
визна которой очень хорошо согласуется с кривизной поверхности двух

цепочечных РНК [837] и ДНК [1208]. При моделировании комплексов 
этих двух макромолекулярных компонентов сразу становится видно, 

что 13-слой легко укладывается в минорный желобок А-РНК. Структура 
стабилизируется водородными связями между гидроксильными группа

ми 02.Н рибозы и карбонильными атомами кислорода пептидных 
групп, а кроме того, водными мостиками между пептидными NН-груп

пами и атомами кислорода рибозы-О 4 • и 0 2., причем последний при

надлежит предыдущему остатку рибозы. Полярность у связанных друг 
с другом цепей - 5'-+ 3' у РНК и NH2 -+ СОО - у полипептида-совпа

дает, и из-за антипараллельности 13-слоя в комплексе сохраняется сим
метрия 2-го порядка, присущая РНК. 

Так как у В-ДНК минорный желобок уже, чем у А-РНК, сначала 
предполагалось что 13-структура не способна принимать участие в ДНК
белковом узнавании. Оказалось, однако, что можно построить две мо
дели, которые полностью удовлетворяют необходимым стереохимиче
ским требованиям [ 1208], в предположении, что в минорный желобок 
не попадают пролины и триптофаны. В одной из этих моделей цепи 
ДНК и полипептJ1да параллельны (как в· описанном выше комплексе 
с РНК), а в другой антипараллельны. Тем не менее схема образования 
водородных связей в обеих моделях одинакова, причем она состоит ис
ключительно из связей (пептид) NH · · · 0 3, (нуклеотид) (рис. 18.5). 

Комплекс между 13-структурой и двойной спиралью В-ДНК обра
зуется, по-видимому, при связывании с ДНК сrо-репрессора (разд. 18.6); 
возможно, он играет определенную роль и в узнавании lас-репрессором 
«своего» оператора. Аминокислотная последовательность первых 60 N
концевых остатков (малого N-концевого домена) lас-репрессора предпо
лагает преобладание в этом домене 13-структуры [1209] (другую интер
претацию см. в работе [1209а]). Однако связывание 13-слоя с минорным 
желобком В-ДНК само по себе не может объяснить обнаруженной вы
сокой специфичности комплекса. На основании данных о связывании 

двух других пептидных молекул - нетропсина и дистамипина- с А Т-бо

гатыми участками В-ДНК, а также структурных данных была выдвину
та гипотеза, в которой предполагается, что, когда 13-слой «узнает» спе
цифические последовательности В-ДНК, он становится несимме
тричным. Две цепи ДНК, как полагают, слегка отличаются друг от 

друга по своей конформации, что позволяет белку различать АТ- и GС

пары и тем самым узнавать нужную последовательность ДНК при ус-
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А 

Б 

Рис. 18.5. Схематическое изображение комплекса двойной спирали В-ДНК с 13-
слоем [1208]- Последний располагается в минорном желобке так, что его ось 
симметрии 2-го порядка совпадает с осью симметрии В-ДНК. А. Полярность 
цепей нуклеиновой кислоты (5' -+ З') и полипеmида (N -+ СОО - ) различается. Б. 
Полярность цепей совпадает. Справа показана только одна из цепей ДНК; пунк
тиром обозначены водородные связи. 

ловии, что в белковой цепи в определенных положениях находятся со

ответствующие аминокислотные радикалы [ 1210]. 
Взаимодействие между двойными спиралями нуклеиновых кислот и по

липептидными а"-спиралимн. Сравнительно недавно описаны примеры 
специфического узнавания двойных спиралей РНК и ДНК белковыми 
а-спиралями; мы будем обсуждать их в разд. 18.6. Детали этоrо взаи
модействия пока не установлены; ясно, однако, что пептидные группы 

в нем не участвуют, так как все они остаются занятыми в системе водо

родных связей, стабилизирующих а-спираль (рис. 18.4). В данном случае 
в стабилизации комплекса, по-видимому, участвуют выступающие из 

а-спирали боковые группы аминокислот. 
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Многие комплексы белков с нуклеиновыми кислотами обладают осью 
симметрии 2-го порядка. Антипара.JUiелъный ~-слой, взаимодействующий 
с минорными желобками А-РНК и В-ДНК, обладает собственной осью 
симметрии 2-ro порядка, которая совпадает с осью симметрии двойной 
спирали нуклеиновой кислоты. сх-Спираль такой симметрией не обла
дает. Тем не менее пара антипараллельных сх-спиралей уже может удо

влетворять требованиям симметрии 2-ro порядка. В трех известных слу
чаях (разд. 18.6) белки, связывающиеся с ДНК, были закристаллизо
ваны в виде димеров (как минимум), у которых сх-спирали, предположи
тельно взаимодействующие с ДНК в области rлавного желобка, 
ориентированы антипараллельно и разнесены на расстояние ,...., 30 А (см. 
также [1209а]). Если специфическую нуклеотидную последовательность 
«узнает» сх-спираль, то димерная форма белка означает, что эта после
довательность должна быть симметричной (палиндромной; см. допол
нение 18.1 i Для некоторых участков ДНК, связывающихся со специфи
ческими белками (например, для промоторных и операторных участков, 

а также для участков узнавания рестриктаз и ферментов модификации), 
это действительно так [1211]. Во всех этих случаях белковые димеры 
(или тетрамеры) узнают участки двухцепочечных ДНК, обладающие 
симметрией 2-го порядка, которая относится не только к общей геоме

трии двойной спирали, но и к нуклеотидной последовательности этого 

участка. Точная симметрия последовательности и отклонения от нее 

являются весьма эффективным инструментом для тонкой регулировки 
взаимодействия. 

18.2. МОДЕЛЬНЫЕ СИСТЕМЫ ИЗ КОМПОНЕНТОВ БЕЛКОВ 
И НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 

Рентгеноструктурный анализ кристаллов модельных комплексов мог 
бы дать представление о геометрии специфических взаимодействий ти
па «нуклеотид-аминокислота». Однако, как показывают спектроскопи

ческие данные, такие взаимодействия довольно слабы (табл. 18.2). Обы
чно происходит самоассоциация компонентов, и попытки их сокристал

лизации редко приводят к успеху. Примеры удачной сокристаллизации 

(включая и кристаллизацию ковалентно связанных нуклеопротеинов) 

можно разбить по типу взаимодействия между компонентами на шесть 

классов. 

Взаимодействии между основаниями и карбоксильными группами ами
нокислот. В зависимости от типа основания эти взаимодействия затра

гивают либо диссоциированные, либо недиссоциированные карбо
ксильные группы. В случае цитозина происходит протонирование атома 

N 3 , и отрицательно заряженная карбоксильная группа при взаимодей

ствии с цитозином выступает в роли ацептора двух водородных связей, 

при этом роль доноров играют группы N4-H и Nj- H [1212- 1214]. 
В двух комплексах с 5-бромцитоз11ном основания соединяются друr 
с другом двумя водородными связями N4 - H · · · N 3 , образуя димер, и, 

'\ 
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следовательно, атом N 3 не может быть протонирован. В этом случае 

образуются водородные связи (карбоксил) 0-Н · · · 0 2 (цитозин) с недис

социированной карбоксильной группой присутствующего в системе 

производного глутаминовой кислоты [1215, 1216]. Недиссоциированные 
карбоксильные группы обнаружены в 5-карбокситимидине, где они 
связываются с группами 0 4 и N 3 - H тимина [1217], и в нуклеозидди
пептиде, у которого концевой карбоксил взаимодействует с группами 
N 6 H и N 7 аденина [1218]. 

Водородные связи с NН-группой индольного кольца. Индольное коль

цо триптофана несет свободную NН-группу, которая в кристаллических 
комплексах с N9-замещенными производными аденина образует водо
родные связи с атомами N 3 [1219, 1220] и N 7 [1221]. В этих кристалли
ческих структурах обнаружен только стэкинг между основаниями, но не 

между основанием и индольнь1м кольцом. Это удивительно, поскольку 

разностные УФ-спектры водных растворов указывают на наличие меж

ду триптофаном и 5' -фосфатами (особенно АМР и А ТР) стэкинг-взаи
модействия с «переносом заряда)) [1222]. 

Стэкинг между основаниями и боковыми группами ароматических ами
нокислот. Будем рассматривать индол как модель боковой цепи трипто
фана, а тирамин-как модель тирозина. Если модифицировать основа
ния так, чтобы были созданы условия для взаимодействия с переносом 
заряда, то может возникнуть стэкинг между указанными соединениями 

и основаниями. Это сделано для 1,9-диметиладенина (несущего положи
тельный заряд), никотинамида и изоаллоксазина [1223- 1228] в первую 
очередь для того, чтобы установить геометрию комплексов, которые, 

как показано спектроскопическими методами, играют важную роль при 

связывании апоферментов с коферментами [1229]. В кристаллических 
структурах этих модельных систем гетероциклические партнеры обычно 
располагаются параллельно друг другу на расстоянии не более 3,4 'А. 
Единственный случай, когда наблюдался стэкинг между двумя <<При
родными)) компонентами, урацилом и фенилаланином,-это кристалли
ческая структура нуклеозидпептида 5-[N-(L-фенилаланил) амино ]уриди
на [1230], в которой, кроме того, осуществляются взаимодействия 
между основанием и пептидной группой. 

Взаимодействия между основанием и пептидной группой были обнару

жены у упомянутого выше нуклеозидпептида [1230] и у другого синте
тического соединения- 3-(аденин-9-ил)пропионамида [1230а]. В первом 

Дополнение 18.1 
Палиндромные последонательностн 

Вторичная структура тРНК («клеверный лист»), самокомплементарные участ

ки которой могут образовывать шпильки, навела Гирера на мысль, что по-
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добные структуры должны образовываться и в двухцепочечной ДНК [1289а] 
Для этого в последовательности ДНК должны присутствовать инвертиро
ванные, или «палиндромные», повторы. Благодаря наm1чию у палиндромов соб

ственной симметрии 2-го порядка они могут образовывать либо шпилечные 
структуры простой крестообразной формы, либо более сложные образования, 
называемые «гиреровскими деревьями». 

-+GCTA~TTCA~TcfГGAAC~ATT-+ 
• 

-сал ~1сллатрлфст тGjтт лл-

Jr 
стс 

1~1~ 
GCT А_,/ \_ААТТ-+ 

CGAT\ 1ТТАА-

1~11~1 
G G 
А 

• Ось симметрии палиндромных последовательностей 

Впоследствии в ДНК часто находили палиндромные последовательности, 
длина которых в отдельных случаях достигала нескольких тысяч нуклеотидов, 

что составляет 3% от общей длины молекулы. Такие последовательности спо
собствуют специфическим нуклеиново-белковым взаимодействиям (об этом го
ворил и Гирер) и, возможно, участвуют в процессах регуляции. Поскольку па
линдромы обладают симметрией 2-го порядка, соответствующие белки должны 
быть как минимум димерами [1292]. Непонятно только, остаются ли палин
дромные участки составной частью непрерывной двойной спирали или действи

тельно образуются гиреровские деревья. Этот вопрос особенно интересен в слу
чае сверхспирализованной ДНК (гл. 19), потому что гиреровские образования 
могут уменьшать кручение и тем самым модифицировать сверхспираль 
[1293- 1295]. 

Две (или более) ветви mреровского дерева также связаны операциями симме
трии и в принципе могут объединяться, образуя четырехцепочечные спиральные 

структуры. Стабилизация этих структур может осуществляться путем образова

ния водородных связей между функциональными амине- и кетогруппами уот
~н-криковских пар оснований, расположенными со стороны главного желобка. 

Эго приводит к формированию квартетов А-Т : Т-А и G-C : C- G [1296]. 
Такие четырехцепочечные структуры до сих пор рассматривались главным обра
зом в теоретических работах; экспериментальные данные по этому поводу от

сутствуют, и возможная биологическая роль указанных образований неясна. 
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случае образуется водородная связь между группой N3 H и атомом кис
лорода пептидной группы, а концевая аминогруппа фенилаланина NH2 

взаимодействует с атомом 0 4 урацила. Во втором аденины спаривают
ся (пара V на рис. 6.1) и между осно.ванием и «пептидом» имеется толь
ко одна водородная связь: (амид)NН···N3 (аденин). Строго говоря, ни 
одно из этих соединений не образует аддукта «пептид-основание» 

с ожидаемой структурой. Однако геометрия комплекса позволяет по

нять, какие типы структур могут образовываться при узнавании белком 

основания. 

Отсутствие взаимодействий между компонентами нуклеиновых кислот 
и белков. В нескольких кристаллических структурах ковалентно clllliтыx 
нуклеиново-белковых компонентов две составляющие предполагаемого 

комплекса вообще не взаимодействуют друг с другом [1231. 1232]. 
Образуется множество водородных связей с соседними молекулами 
и молекулами воды из гидратной оболочки, но прямые контакты между 
компонентами нуклеиновых кислот и белков отсутствуют. 

Солевые мостики между фосфатами, первичными аминогруппами 
и гуанидиновыми группами (рис. 18.6). Исследования этого класса взаи
модействий проводились на кристаллах фосфата или диэтилфосфата 
с аргинином, пропилгуанидином и путресцином (1,4-диамино-н-бута

ном) [1233-1235]. Последний представляет собой алифатический диа
мин, который присутствует в клетках прокариот и эукариот в качестве 

предшественника спермина и спермидина (дополнение 15.1), а в данном 
случае используется как модель концевой аминогруппы в боковой цепи 

лизина. 

В кристаллах, полученных путем сокристаллизации путресцина 
с фосфатом [1234] и диэтилфосфатом [1233], каждая концевая амино
группа образует три почти тетраэдрические водородные связи со сво
бодными атомами кислорода фосфатов (рис. 18.6). Если рассмотреть 
эти данные применительно к системам, более близким к природным 

(таким, например, как комплекс полинуклеотида с лизином), то мы мо

жем предположить, что аналогичным образом связывается со сво

бодным атомом кислорода фосфатной группы концевая аминогруппа 
лизина, образуя при этом вторую связь с эфирным кислородом ближай
шего вдоль цепи фосфата. Третья связь N- H остается свободной и мо
жет притягивать свободный атом кислорода фосфатной группы другой 

полинуклеотидной цепи [1233]. Поскольку полилизин сильнее связы
вается с АТ-богатой В-ДНК [1236], предполагается также, что концевая 
аминогруппа боковой цепи лизина связывается не только с фосфатными 
группами, но и с атомами 0 4 ,, N3 и 0 2 участков АрТ или ТрА, имею

щих конформацию В-спирали. Эти три акцептора водородных связей 

Рис. 18.6. Схема водородных связей в комплексах диэтилфосфата с пропилrуа
нидином (1), аргинином (11) и путресцином (111) [1233]. Водородные связи 

изображены пунктирными линиями. Указано расстояние N · · · О в А. 
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расположены именно так, чтобы могло происходить подобное взаимо
действие [1234]. 

В случае концевой rуанидиновой группы аргинина ситуация оказы

вается более сложной. В комплексе с фосфатом наблюдаются от

дельные взаимодействия типа NH ···О [1235], а в комплексе с диэтил
фосфатом гуанидиновая группа проявляет бидентатностъ, образуя водо
родные связи одновременно с двумя фосфатами (рис. 18.6). Можно 
ожидать, что в комплексах аргинина с нуклеиновыми кислотами будут 
преобладать бидентатные (сильные) взаимодействия; было высказано 
предположение, что гуанидиновая группа может образовывать попе
речные сшивки между спиралями ДНК в волокнах комплексов ДНК 

с полиаргинином и ДНК с протамином [1233]. 
Все эти исследования нуклеиново-белковых модельных систем по

казывают, что солевые мостики между аминогруппами лизина или гуа

нидиновыми группами аргинина и атомами кислорода фосфатных 
групп довольно прочны. Относительно прочными являются также свя

зи, которые образуются в комплексах «с переносом заряда». Однако 
для того, чтобы водородные связи, гидрофобные взаимодействия или 
стэкинг играли роль в нуклеиново-белковых системах, взаимодействие 
между нуклеотидами и белковой поверхностью или между двойной спи

ралью и белковым J3-слоем или а-спиралью должно носить коопера
тивный характер. 

18.3. МОДЕЛЬНЫЕ СИСТЕМЫ ИЗ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 
И СИНТЕТИЧЕСКИХ ПОЛИПЕПТИДОВ ИЛИ ПРОТАМИНОВ 

Исследование этих систем опирается главным образом на спектроско

пический и рентгеноструктурный анализ волокон, и только в одном слу

чае-для комплекс,~ протаминов с тРНК-использовались не волокна, 

а монокристаллы. Все попытки закристаллизовать комплексы олиго

мерных нуклеиновых кислот с пептидами до сих пор оказывались безус

пешными, поэтому детальные данные о геометрии специфических взаи

модействий между этими двумя типами модельных соединений пока 

отсутствуют (о взаимодействии полиаминов со спиральными участками 
тРНК см. разд. 15.6). 

Полиаргинин и полилизин взаимодействуют с фосфап1ыми группами 

полинуклеотидов по-разному. Поскольку синтетические гомополимеры, 
такие, как полиаргинин и полилизин, по своей основности очень похожи 

на протамины (дополнение 18.2) и гистоны (дополнение 19.1), их часто 
используют в качестве модельных соединений при изучении взаимодей

ствия между положительно заряженными боковыми группами амино

кислот и фосфатными группами полинуклеотидов [1164, 1192, 1195, 
1237-1241]. 

Образование комплекса ДНК с полилизином или полиарrинином

это кооперативный и необратимый процесс [1192, 1239]. Боковые группы 
полипептидов полностью компенсируют заряд фосфатных групп, что 
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Рис. 18.7. Модель комплекса В-ДНК 
с протамином, построенная на основа

нии nифракционных данных для воло
кон [1243]. Полипептид располагается 
в минорном желобке так, что положи

тельные заряnы соседних аминокис

лотных боковых групп смотрят в раз

ные стороны и нейтрализуют отрица

тельные заряды фосфатов обеих цепей 

ДНК 

Минорнь~й 
желобок 

при соответствующих концентрациях приводит к образованию коацер

ватов. В случае комплекса ДНК с полилизином наблюдается конденса
ция стержнеобразных и тороидальных структур, которые будут 

рассмотрены в разд. 19.1 [1242]. Во всех таких комплексах (даже в ком
плексах с короткими олигопептидами) температура плавления РНК 

и ДНК повышается [ 1239], что указывает на увеличение стабильности 
двойной спирали из-за экранировки зарядов. 

Что касается структуры комплексов, то на основании рентгеновских 
данных для волокон можно заключить, что полипептил располагается 

в минорном желобке ДНК в растянутом виде и, чтобы нейтрализовать 
отрицательный заряд фосфатных групп сразу обеих цепей, направляет 
свои боковые группы то в одну, то в другую сторону (рис. 18.7) [1239, 
1243, 1244]. 

В комплексах полилизина с ДНК соотношение между молярными 

концентрациями нуклеотида и лизина равно 1: l [1192, 1239]. Для комп
лексов с РНК и синтетическими полимерами, такими, как poly(A)·poly(U) 
и poly(A)· 2poly(U), это соотношение равно 3: 2, а для комплекса 
poly(I)·poly(C)-2: J [1239]. Такое различие, по-видимому, обусловлено 
образованием поперечных сшивок между РНК в комплексе с полилизи
ном и свободными двойными спиралями РНК; образованию таких 
сшивок должны способствовать наличие дополнительной гидроксиль

ной группы 02.Н и А-конформация. 

В комплексе с моно-, олиго- или полиаргинином ДНК остается в В
форме при всех значения относительной влажности-от 0% до насыще
ния [1238, 1240]. Однако при образовании комплекса с полилизином 
происходят конформационные изменения двойной спирали ДНК. При
рода этих изменений пока до конца не установлена; это может быть 

и переход в А-, и переход в С-форму [1238, 1245, 1246], и образование 
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ДопоJПJение 18.2 
Олигоаргннины в аминокислотной последовательности протамииов 

Протамины-это небольшие белки с мол. массой около 4200. Из-за наличия 
большого числа аргининовых остатков они проявляют высокую основность 
и очень прочно связываются с ДНК и РНК. В аминокислотной последователь

ности протаминов арrинины собраны в кластеры длиной от четырех до шести 

остатков; при этом пролиновые остатки располагаются в таких положениях, что 

разбивают последовательность на почти правильные интервалы. Это позволяет 
предположить, что вторичная структура протаминов состоит из четырех а-спи

ралей. 

В приведенной ниже таблице известные последовательности протаминов 

представлены таким образом, чтобы положения большинства аргининов (обо

значенных символом « + ») совпадали. Использованы следующие сокращения: 
А- аланин, Е-глутаминовая кислота, G-глицин, 1 - изолейцин, Р-пролин, 
Q-глутамин, S -серин, Т-треонин, V-валин, У-тирозин. Предполагается, что 

протамины имеют вторичную структуру, показанную внизу, т. е. состоят из 

четырех а-спиралей, соединенных подвижными шарнирами. Аргинины обозна
чены черными точками, проливы и глицины- буквами Р и G (из [1252]). 

Сальмин AI P++++SSS+ PV+++++ P+VS++++++ (j (j + + + + 

Иридин l(A) р + + + + s s s + PV+++++ P++VS++++++ (j (j + + + + 

Ири.аин 1(1) P++++++SSS+ PI+++++ P++VS+++++ (j (j + + + + 

ИрИАИН 11 р + + + + s s s + PV++++ A++VS++++++ (; G • • • + 

Тиннин Yl P++++EAS+ PV+++++ Y++STAA+++++ v v • + + + 

Тиннин У2 P++++QAS+ PV+++++ У • + S Т А А • + + + + VV++++ 

Тиннин Zl р + + + + + s s + PV+++++ У + + S Т V А + + + + + v v + + + + 

Тиннин Z2 р + + + + + s s + PV+++++ Y++STAA+++++ VV++++ 

Клуnин z P++++S++AS• р v + + + + P++VS++++ А++ + + 

Клуnин YI А + + + + S S S + р 1 + + + + Р+++ТТ++++ А6++++ 

Клуnин Yll P+++T++AS+ PV++++ р + + v s + + " + А++ + • 

1 Спираль А J -1 Спираль В Н Спираль С} l Спираль D / 
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искажеmюй В-формы [ 1241]. Аналогичное поведение ДНК наблюдается 
и в случае комплекса с полигистидином [1247]. 

Почему полиаргинин и полилизин по-разному влияют на струк

турные свойства ДНК в комплексе? Возможно, дело в том, что ком
плексы фосфатов с ко~щевыми амино- и гуанидиновыми группами 
имеют разную геометрию (см. разд. 18.2) и что аргинин связывается 
с ДНК сильнее, чем лизин; это согласуется также с результатами, полу

ченными методом равновесного диализа [1248]. 
Взаимодействие ДНК и одноцепочечных полинуклеотидов с боковыми 

группами ароматических аминокислот. Гипотеза «книжной закладки». 
Для этих систем имеются только спектроскопические и гидродинамиче

ские данные. Чтобы оценить возможность взаимодействия боковых 

групп ароматических аминокислот основных пептидов (гистонов, прота
минов) с двойной спиралью ДНК, изучали комплексы двух- и одноцепо
чечных полинуклеотидов с модельными ди- и трипеnтидами, у которых 

одна ароматическая аминокислота присоединена (у дипептидов) или 
с двух сторон окружена (у трипептидов) остатками аргинина или лизина 
[1195, 1249-1251]. В связывании с одноцепочечными полинуклеотидами 
в основном участвуют заряженные концевые группы пептидов и боко
вая цепь ароматической аминокислоты, которая вступает в стэкинг

взаимодействие с основаниями. В случае poly (А) константы связывания 
уменьшаются в следующем ряду: триптофан, тирозин, фенилаланин 
[1250]. 

Двойные спирали ДНК при образовании комплексов с боковыми 

группами ароматических аминокислот проявляют определенную специ

фичность. Быстрое и сильное электростатическое связывание (Ксв"' 

"' 105 моль· л - 1
) сопровождается медленной и слабой (Ксв _. 

"' _102 моль· л - 1
) интеркаляцией ароматической боковой цепи между 

парами оснований [1251а]. Так как ароматический остаток проникает 
между парами лишь частично, он действует как своего рода клин и со
здает изгиб в двойной спирали [1195, 1251] (рис. 18.8). Такая «закладка» 
чаще располагается между АТ-парами, для которых, как отмечалось 
в гл. 6, характерен менее сильный стэкинг, чем для GС-пар. Для пепти
дов ряда Lуs-Х-амид, где Х-разные ароматические остатки, наблю
дается и специфичность другого типа-специфичность к виду остатка Х, 
которая возрастает в ряду триптофан, фенилаланин, тирозин, лейцин 
[1251]. 

В описанных комплексах существенно повышается температура пла
вления одно- и двухцепочечных полинуклеотидов (1195, 1249-1251]. 
Этот неожиданный результат (по крайней мере для двухцепочечных 
ДНК), вероятно, означает, что энергетические потери, связанные с обра
зованием излома, который должен понижать Tm, с избытком компенси
руются выигрышем в энергии, обусловленным взаимодействиями типа 

«заряд-заряд)) между фосфатами и положительно заряженными бо
ковыми группами аминокислот. 

Взаимодействие между двойной спиралью и сх.-спнралью в комплексе 
тРНК с протамннами. Когда протамин AI из спермы лосося, который 
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представляет собой смесь полипептидов со средней мол. массой 4200 
(состоящих главным образом из остатков лизина и аргинина; дополне
ние ] 8.2), ввели методом диффузии раствора в орторомбические кри
сталлы дрожжевой тРНКРье, оказалось, что он оседает в нишах, обра
зованных минорными желобками соседних молекул тРНК [1252]. 
Общая структура протамина в комплексе не похожа на вытянутое изо
бражение молекулы, показанное на рис. 18.7, а скорее напоминает а.

спираль. Если принять, что последовательность протамина AI характер
на для большинства протаминов из спермы лосося, то наиболее 
удивительным свойством протамина является присутствие в каждом из 

четырех составляющих его участков по 4-6 аргининовых остатков под
ряд. Из распределения электронной плотности для комплекса тРНК 
с протамином можно заключить, что протамин образует четыре корот

кие а-спирали, состоящие из арrининовых остатков, которые соединены 

короткими пептидами, содержащими другие аминокислоты. 

По периферии коротких сх-спиральных участков протамина распола
гаются гуанидиновые rруппы аргинина, которые взаимодействуют 

с фосфатами тРНК. Исходя из геометрии этого комплекса бьша пред
ложена модель взаимодействия протаминов с ДНК, согласно которой 

а-спирали протамина располагаются в главном желобке ДНК; однако 
нельзя исключить и возможности расположения протаминов в минор

ном желобке. Такое предположение было высказано ранее на основании 
результатов рентгеноструктурного анализа волокон [1243, 1244]. По
скольку боковые группы аргинина сильно вытянуты, могут образовы

ваться поперечные сшивки между соседними молекулами ДНК. Это со
гласуется с той картиной, которая наблюдается на электронных 

микрофотографиях нуклеопротаминов, где видна сетка из связанных 

молекул ДНК [12?3]. Однако правильность такого предположения бы
ла поставлена под сомнение [ 1254] и предложена другая интерпретация 
электронных микрофотографий-вокруг гребнеобразного или звездо

образного протамина обвивается ДНК в сверхспиральной форме. Сей
час трудно судить, какая из моделей более адекватна; по-видимому, эту 

дилемму можно решить только с получением новых данных. В любом 

случае нужно иметь в виду, что взаимодействие а-спирали с двойной 

спиралью, обнаруженное в комплексе протамина с т РНК, вероятно, 

имеет место и при взаимодействии белков с ДНК (разд. ] 8.6). 

18.4. ПРИ СВЯЗЫВАНИИ С БЕЛКАМИ НУКЛЕОТИДЫ 
И ОДНОЦЕПОЧЕЧНЬIЕ НУКЛЕИНОВЫЕ КИСЛОТЫ 

ПРИОБРЕТАIОТ ВЫТЯНУТУЮ КОНФIН'УРАЦИЮ 

Как бьшо показано в предьщущих главах, нуклеотиды в виде моно
мерных единиц или в составе полинуклеотидной цепи со спиральной 

упорядоченной конфигурацией имеют «жесткую стандартную» геоме

трию со следующими характеристиками: 

· основание находится относительно сахара в анти-ориентации, т. е. 

2&- S09 
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угол вращения вокруг гликозидной связи C1,-N лежит в интерва
ле - 90u ~ х ~ - 160u; 

· конформация сахара-С2.-эндо или С3.-эндо; 
· торсионный угол у, описывающий поворот вокруr связи С4,-С5,, 

как правило, лежит в области + ск (,...., 60°); 
· углы вращения J3 и Е вокруг связей С-О лежат в области транс 

( ,.._, 180°); 
· у правоспиральных полинуклеотидов углы вращения сх и ~ вокруг 
связей Р-0 лежат в области - ск ( ,...., 300°). 

Все эти структурные особенности в целом сохраняются и тогда, ког

да двойные спирали ДНК и РНК взаимодействуют с полипептидами, 
а также при конденсации ДНК в присутствии определенных реагентов 
или гистонов (гл. 19). Однако ситуация меняется, если с белками связы
:ваются мононуклеотиды или одноцепочечные неспиральные полину

клеотиды. 

При связывании с активными центрами белков нуклеотиды принимают 

вытянутую, «открытую» конфигурацию. Когда нуклеотид связывается 

с активным центром белка, его стандартная структура более или менее 
сохраняется, за исключением одной важной детали-угол вращения 

'У вокруr связи С4.-С5• меняется от значений + ск до значений - ск 

или ап, что отвечает повороту атома О s· и присоединенного к нему фос
фата от фуранозного кольца. Такой поворот «раскрывает» нуклеотид, 
в результате сахар, основание и фосфатная группа становятся экспони
рованными, что облегчает взаимное узнавание и связьmание нуклеотида 
и белка. 

В табл. 18.3 описаны конформации нуклеотидов в составе комплек
сов их с белками, определенные кристаллографическими методами. 
Лишь в двух случаях угол 'У лежит в обычном диапазоне + ск: у ком
плекса GDP с фактором элонгации Tu [1261] и у комплекса никотина
мид-риботидного элемента NAD + с глицеральдегид-3-фосфат -дегид
рогеназой омара [1256]. Кроме того, в последнем случае аденин в двух 
субъединицах из четырех («зеленые» субъединицы в табл. 18.3) находит
ся в син-ориентации, тогда как в остальных молекулах NAD +, ука
занных в табл. 18.3,-в анти. 

В син-ориентации, по-видимому, находится также центральное осно

вание триплета, связанного с субъединицей вируса табачной мозаики 
[1266, 1267]. Примечательно, что все 8-бромаденозиновые производные, 
представленные в табл. 18.3, находятся в анти-ориентации, несмотря на 
то что 8-бром-замещение усиливает тенденцию пуринового кольца пре
бьmать в син-ориентации (разд. 4.7). Это означает, что энергия связьmа
ния достаточно велика, чтобы компенсировать стерически невыгодные 
эффекты, связанные с анти-ориентацией. Тот же фактор, по-видимому, 
начинает действовать и в том случае, когда принимает необычные зна
чения угол у. 
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18.5. ПРИРОДА НУКЛЕОТИДНО-БЕЛКОВОГО 
И НУКЛЕИНОВО-БЕЛКОВОГО УЗНАВАНИЯ 

Для большинства комплексов, представленных в табл. 18.3, геометрия 
компонентов определена достаточно хорошо. поэтому можно вьщелить 

детали, связанные с их взаимным узнаванием. Однако необходимо по
мниrь, что для белковых структур (в том числе и для тех, которые рас
сматриваются здесь) разрешение обычно не превышает 2- 3 А, а следо
вательно, такие тонкие детали структуры, как водородные атомы, не 

выявляются. Тем не менее полученной информации в целом достаточно 

для того, чтобы воссоздать картину образования нуклеиново-белковых 
комплексов, отражающую все наиболее интересные структурные осо
бенности. Как мы увидим далее, нуклеотидно-белковые взаимодействия 

определяются двумя главными факторами: общей толологией партне
ров и-более детально-взаимодействиями между нуклеотидом и атома
ми остова и боковыми группами белка. 

Общая тополоrия нуклеотид~вязывающнх белков. Домен Россмана. 

Для ряда белков, которые связьmаются с нуклеотидными коферментами 
(NAD +. NADPH) или нуклеозидди- и трифосфатами. характерна опре
деленная толологическая укладка а-спиралей и J3-цепей в области, где 
происходит связьmание нуклеотидов. Нуклеотид-связывающий домен 
построен из шести целей параллельного f3-слоя и четырех соединяющих 
их а-слиралей; структура обладает примерной псевдосимметрией 2-го 
лорядка (рис. 1 8,9, 18. 1 О). Основываясь на сравнигельном анализе холо
ферментных комплексов NАD-за.J,Jисимых дегидрогеназ, Россман и его 
коллеги высказали предположение об эволюционном консерватизме ло 
крайней мере четырех центральных цепей f3-слоя и связанных с ними а
слиралей, т.е. доменной структуры рар . рар или (~Р}2 [1269, 1270). Ди
нуклеотид NAD + при связывании располагается около оси 2-го поряд
ка, лри этом с каждым раJ3-доменом связьmается один нуклеотид. 

Впоследствии аналогичные ~J3-домены были обнаружены также 
у ряда других белков, связывающих нуклеотиды (рис. 18.1 О), и таким. 
образом возникло лредставление об общей толологии цепи. лредназна
ченной специально для <<узнавания» нуклеотидов. При этом, по суще

ству, имеется в виду следующее: для формирования нуклеотид-связы

вающего центра нужна, во-лервых. особая общая пространственная 
геометрия и, во-вторых, для обеслечения слецифичности связывания 
с этой rеометрией должно быть солряжено олределенное раслоложение 
некоторых аминокислотных остатков. 

Нуклеотндно-белковые взаимодействия непостоянны и мноrофункцно
нальны. Беглый лросмотр табл. 18.4 и рис. 18.11 и 18.12 (где приведены 
более лодробные схемы для нескольких известных нуклеотидно-бел
ковых комллексов) локазьmает, что нет никаких лредолределенных , ис
ключительных и специфических видов взаимодействий между основа
нием и аминокислотными боковыми целями. Скорее имеется целая 
палигра возможностей. Тем не менее лри детальном рассмотрении не
которых лримеров выявляются и общие тенденции. 

28* 



Т а б л иц а 18.3. 

Конформация нуклеотидов в комллексах с белками 

Белок Нуклеотид• 1 
Торсио1Ц1ые yrJtЫ, град Конформа-

Ссылка 

а р у ~21 х'' 
ция сахара 

Лактат дегидрогеназа 5'-АМР 177 178 - 91 С3.-эндо (1255) 
Лаrстатдеrидроrеназа ADP 

{~ 
165 168 - 168 - 92 ез.-эндо (1255~ 

Лактатдеmдроrеназа NAD+ юз - 176 - 72 156 -96 С3 .-эндо (1255 
109 178 - 87 37 -90 С3.-эндо 

Лактат дегидрогеназа NдD+ -лируват {~ 109 - 156 -78 156 - 91 С3.-эндо 

87 - 171 - 53 49 - 74 С3.-эндо [1255] 
Глицеральдеrид-3-фосфат- NдD+ 

дегидрогеназа {«зеленая» {~ +ак + ак ап ап син С3.-эндо 
субъединица + ск +ак +ск ак- син Сz.-эндо [1256] 

{«rсраснаю> {~ +ак йll - ск йfl анти С2.-эндо 

субъединица + ск ск +ск +ак син С2.-эндо 

Малатдеrидроrеназа NдD+, 

субъединица 1 

{~ 58 - 167 - 78 - 166 - 70 С3.-эндо (1257] 
147 160 -40 88 -48 С2.-эндо 

Алкоrолъдеrидроrеназа 

!~ 
лечени АDР-рибоза 175 167 159 39 - 102 С3.-эндо 

51 152 154 112 [1258] 
Алхоrолъдепщроrеназа 8-Br-ADP- 165 167 171 39 - 80 С2.-эндо 

печени рибоза 51 152 154 112 [1258) 
Дигидрофолатредуктаза NADPH 77 122 161 - 112 - 93 С3.-эндо 

-74 - 156 - 68 -74 -39 С2·-ЭНдо [1259] 



Бел()!( HyIOJeoТJ(ДI) Торсиоl!Вые углы. град Коuформа-
ССЪIЛJ(а 

а р t 
ция сахара 

у 

Тирозил-тРНК -синтетаза Тирозил-5' -аденилат 170 140 - ск 30 анти С3.-экзо [1260] 
Фактор элонrации Tu GDP 60 160 +ск анти С3 .-эндо [1261) 
Гексокиназа Комплекс кобальта ап анти С2.-эндо [1262] 

с 8-Вr-АТР 
Панхреатическая рибо- UрсА(уридилил-{U + ак анти С3.-эндо 
нуклеаза S -3',5'-5'-мети- А +ск ап ап анти С3.-эндо [1263) 

ленаденозин 

Панкреатическая рибо- Ср(2',5')А {С 270 - 107 С3.-эндо [1264] 
нуклеаза S (цитидилил-2'. А - 42 173 153 121 - 82 С3.-эндо 

5' -аденозин) 
Стафилококковая нуклеаза рdТр(дезокситимидин- ап анти С2.-эндо [1265) 

3' ,5' -дифосфат) 
Вирус табачной мозаики4> РНК (три f 1 145 220 170 70 - 70 С2.-эндо 

нуклеотида 2 40 185 195 275 - 10 С2.-эндо [1266) 
на субъединицу 3 150 135 270 290 - 75 С2.-эндо 
белка) 

•1 А, С, N, R -адеиозии, цитцдии, Ю11tотинаМЩ!рИбоза, рибоза. 
2 ' У NAD•, NADPH и ADP t-это торсиоиный угол о,.-Р-0-Р. 
31 Чтобы получить соответствие с нашей номенклатурой, из зиачеuий х, приведенных в соответствующих работах и отвечающи 

торсионному углу 0 4 .-C1.-N- C (8 или 6), мы ВЬIЧЛИ 180". 
41 У всех трех рибоз 1) = 135°, торсионные углы 1: равны 250° (1); 210" (2) ; 210" (3). в недавно опубликова1111ой работе (1267] д11 

всех трех нухлеоntдов приводится конформацИ.11 сахара с,.-эндо. 
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Рис. 18.9. Структура NAD+ -связываюшего домена в глицеральдегидфосфат-де
гидрогеназе [ 1271 ]. Сложный ход белковой цепи представлен схематически: f3-
структура изображена в виде стрелок, идущих от N-конца к С-коицу, а-спира
ли - в виде цилиндров. Номера на стрелках и цилиндрах соответствуют номерам 
аминокислот в последовательности белка (еще более схематичное описание 
структуры дано на рис. 18.10). Обратите внимание, что NAD + связывается 
в «россмановском» домене, f3xf3xf3, где х обозначает либо а-спираль, либо 
f}-цепь; при этом аденозин-5'-фосфат взаимодействует с элементами J3A, а8 и f3в, 
а никотинамидрибозо-5'-фосфат-с элементами Pn, аЕ и i}в. 

Спеuвфические и неспецнфические «rидрофобньrе карманы». NADPH 
связывается с дигидрофолатредуктазой-ферментом, катализирующим 
NАDРН-зависимое восстановление диrидрофолатов в тетрадиrидрофо
латы. Примечательно, что при связывании аденин располагается в ги
дрофобном кармане и не образует ни одной водородной связи 
(табл. 18.4). Хотя между аденином и His64 имеет место стэкинг-взаимо
действие, его нельзя считать специфическим, поскольку His64 не являет
ся инвариантным остатком в этом классе ферментов. В противополож
ность этому 02.-фосфат NADPH образует водородные связи 

с остатками Thr63, His64 и Arg43, причем последний инвариантен во 
всех дигидрофолатредуктазах и таким образом обеспечивает как общее, 
так и специфическое связывание. Пирофосфат и никотинамидрибоза 
взаимодействуют с пептидными группами основной цепи, а кроме того, 
образуют водородные связи с боковыми группами и участвуют в элек
тростатическом взаимодействии, особенно с Arg44. Важную роль 
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Рис. 18.10. Схематическое изображение нуклеотид-связывающих доменов в раз
личных белках [1270]. tt-Сnирали и элементы 13-структуры изображены в виле 
кружков и треугольников соответственно. Буквами N и А обозначены никотин
амидриботид и аленозин-5'-фосфат. ЛДГ - лактатдеrидроrеназа, МДГ - малатде
гидроrеназа, АДГ -алкоrольдеrидроrеназа печени, Г АФ Д - rлицеральдеrид-3-
фосфат-деmдроrеназа. Во всех перечисленных случаях нуклеотид связывается 
с доменами J3ttJ3. 
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Та 6 лиц а 18.4. Описание взаимодействия нуклеотид -белок для двух комплек
сов, структура которых определена с высоким разрешением•) 

Связьmание посредством 

Нуклеотидная группа 
солевого 

мостика 
водородной связи 

Дигидрофолатредуктаза в комплексе с NADPH [1259] 
Аденин 

Аденин-2' -моно

нуклеотидрибоза 

Пирофосфат 

Никотинамидмоно
нуклеотидрибоза 

Никотинамнд 

Arg43 ТhrбЗ (фосфат) 
(фосфат) His64 (фосфат) 

Arg44 
Glu101 (03. ) 

NH-Thr63, NH
Ala100, Thr45, 
Thr126 
CO-Glyl 7(02.), 

CO-His (03• ), 

Ser48(02 .) 

NH-Ala6(07 ), 

СО-Аlаб (N 7 ) 

CO-Ile13(N7 ) 

Рибонуклеаза S в 
Цитидин 

Рибоза 

комплексе с Ср ( 2' ,5') А [ 1263] 
Thr45(N3) 

Lys41 (04 ), 

Hisl 19(05.) 

Фосфат 

Аденин 

Рибоза 

Glл11 (О), His12(0), 
NH-Phe120(0) 
Glu111 (N1 ), Qn69 
(N6 ), Asn71 (N6) 

Hisl 19(04.) 

гидрофобного 

взаимодействия 

Leu62, His64, Thr63, 
Пе102, His77, Asp78 
Пе102, Gly42 

Gly99 

IlelЗ, Gly14 

Trp5, Аiаб, IleJЗ, 
Leu19, Trp21, 
CO-Ala97 

Thr45, Phe120 

Phe120, His119 

Glut 11, Ala109 

l) Боковые группы белков обозначены как Thr64, Ileto2 и т.д., пептидные карбо
нильные группы-как CO-Gly17 и т.д., пептидные амидные rруппы-как NH-Ala6 и т. д. 

Группы. участвующие в образовании солевых мостиков. и акцепторы или доноры 

водородных связей со стороны нуклеотида указаны в круглых скобках [например, 
(03.), (фосфат)]. 

играют инвариантные остатки Gly42 и Gly99, которые, по-видимому, 
отвечают за соответствие кофермента белковой матрице,-их замена на 
аминокислоты с более объемными боковыми группами привела бы 
к стерическим затруднениям при связьmании. В отличие от аденинового 
кармана область связывания никотинамида более специфична -амидные 
группы главной цепи «узнают» 3-карбоксамидную группу никотинамид

ного кольца. Следует заметить, что совсем иной характер носит связы
вание с NАD-зависимыми дегидрогеназами, которые узнают никотин
амидный остаток главным образом благодаря его взаимодействию 
с боковыми цепями белка [1271). 

Сильное связывание фосфатов и неспецифическая rидJЮфобная впадина 

в стафилококковой нуклеазе. Хорошо изучены еще две нуклеотидно-бел-

..... 
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ковые системы-комплекс между цитидилил-2',5'-аденозином [Ср(2', 
5'}А] и панкреатической рибонуклеазой S [1264] и тройной комплекс 
Са 2 + -дезокситимидин-3',5'-дифосфат (pdTp) · стафилококковая нуклеаза 
[1265). В последнем комплексе, который схематически изображен на 
рис. 18.12, pdTp действует как ингибитор, а Са2 + -как активатор ну
клеазы, которая гидролизует связь 05.-Р в ДНК и РНК, высвобождая 
нуклеотид или фрагмент нуклеиновой кислоты со свободной 

О5'Н-группой. Ингибитор хорошо «закреплен» в активном центре с по
мощью водородной связи между гидроксильной группой фенольного 
кольца Tyr85 и 3' -фосфатом. Между 5' -фосфатом и остатками Arg87 
и Arg35 образуются солевые мостики с бидентатными водородными 
связями, аналогичные тем, которые показаны на рис. 18.6. Кроме того, 
5'-фосфат связан с ионом Са2 +, который расположен в центре окта
эдрического комплекса и образует координационные связи с Asp40, 
Asp21, с карбонильной группой основной цепи Val41 и с двумя молеку
лами воды. Такое довольно сильное и жесткое связьmание двух фос
фатных групп не должно распространяться на основание и рибозу, по
тому что фермент не специфичен ни к виду основания, ни к типу сахара 
(РНК или ДНК). Действительно, мы видим, что тиминовый остаток 
располагается в узкой гидрофобной впадине на поверхности нуклеазы, 
а все контакты между белком и специфическими нуклеотидными 
атомами-02., 0 4 ., N3Н-осуществляются через водные мостики, т.е. 

по-видимому, фермент «узнает» все четыре вида оснований. 
Слабое связывание фосфата и узнавание пиримидиновых оснований 

панкреатической РНКазой S. РНКаза S, как и стафилококковая нуклеаза, 
представляет собой «5' -гидролазу»; тем не менее механизмы расщепле
ния фосфодиэфирной связи этими ферментами совершенно разные. 
РНКазе S для функционирования не нужны ионы Са 2 +, но необходима 
гидроксильная группа 02.Н, потому что промежуточным продуктом ре

акции является 2',3'-0,0-циклофосфат; следовательно, она гидролизует 
только цепи РНК. Кроме того, РНКаза расщепляет только те связи, ко
торые расположены после пиримидиновых нуклеотидов, т. е. в результа

те реакции высвобождаются фрагменты РНК с 3' -концевыми пирими
дин-3' -фосфатами. 

В цитидилил-2',5'-аденозине [Ср(2',5')А] и уридилил-3',5'-метиленаде
нозине (UpcA} фосфодиэфирные связи модифицированы, и поэтому эти 
соединения являются ингибиторами РНКазы S. В противоположность 
сильному связыванию фосфатов в стафилококковой нуклеазе, в РНКазе 
эти взаимодействия довольно слабы; они затрагивают остатки His12, 
His119 и Glпll (табл. 18.4). Аденин, хотя и не является специфическим 
для этого фермента основанием, связьmается с ним; при этом обра
зуются водородные связи с N6-аминогруппой и атомом N 1 . Что касает

ся пиримидиновых оснований, то они располагаются в пиримидин

связывающем участке в немного различающихся ориентациях; пептид

ная NН-группа Thr45 образует водородную связь с 02-атомом UpcA, 
но не с атомом 0 2 Ср(2', 5'}А (здесь расстояние N · · -02 равно пример-
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Рис. 18.11. А. Схема связывания кофермента в тройном комплексе 
лактатдеmдроrеназа-NдD+ -пируват [1255]. Обратите внимание на вытяну
тую конфиrурацию NAD + -пирувата и солевые мостики между фосфатом 
и Arg101 и между пируватом и Arg171. Аденин размещен в гидрофобном карма
не и не образует водородных связей с белковыми rруппировками, тогда как 

атом кислорода карбоксамидной rруппы никотинамида образует связь с His195. 
Все 02.Н- и 03.Н-группы остатков рибозы также участвуют во взаимодействии 
с белком, образуя водородные связи с амидными группами основной цепи и бо
жовой группой Asp53. Б. Сравнение· конформации NAD + в активном центре лак
татдегидроrеназы (в цвете) и в кристаллическом комплексе с ионами Li + . 

Ориентация молекул выбрана так, чтобы никотинамидные остатки совмести
лись друг с друrом. При такой ориентации видно, что в обеих структурах нико

тинамид и аденин почти перпендижуляриы друr друrу и разнесены на расстояние 

-12 А, т. е. в целом структура молекулы NдD+ в этих комплексах одинакова. 
В комплексе с Li + все торсионные углы имеют обычные значения и уrол у (угол 
вращения вокруr связи С4.-05.) лежит в области + ск. Однако в комплексе 
с белком уrол у меняется и попадает в область - ск, при этом пирофосфатная 
группировка оказывается направленной от никотинамида и аденина, и фосфаты 

зжспонируются в область активного центра белка ; в комплексе Li + -

-NAD + нуклеозиды сильнее закрывают пирофосфат. Структуры построены по 
жоординатам, приведенн~1м в работах [709, 1255]. 
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Tyr 85 

Рис. 18.12. Схематическое изображение нуклеотид-связывающего центра в ста
филококковой нуклеазе [1265). 3'-фосфатная группа ингибитора pdTp присоеди
нена к остатку Туr85 слабой связью. тогда как 5'-фосфат связывается с ак
тивным центром очень прочно; он образует связи с двумя боковыми группами 

аргининовых остатков Arg35 и Arg87. связь через водный мостик с Glu43 
(черные кружки-это молекулы воды) и координационную связь с ионом Са2 + . 

Связь Р-05• расщепляется во время ферментативного гидролиза нуклеиновых 
кислот (ДНК и РНК). Основание локализовано в узкой впадине активного цен
тра, и какие бы то ни было детерминированные взаимодействия основания 

с белком отсутствуют. Поэтому стафилококковая нуклеаза не проявляет специ
фичности к виду основания. 

но 4 А). Гидроксильная группа боковой цепи Thr45 выступает в роли 
донора при образовании водородной связи с атомом N 3 цитозина, но 

действует как акцептор в случае группы N 3Н урацила (рис. 18.1 З). Спо
собность отличать пуриновые основания от пиримидиновмх при помо
щи только гидроксильной группы Thr45 и «якорной» пептидной группы 
NH того же остатка находится на грани возможного, поскольку распо
ложение функциональных груnп оснований в обоих случаях почти оди
наково. Однако участок полипептидной цепи с остатком Thr45, прохо-
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Рис. 18.13. Схема водородных связей 
между остатком Thr45 в РНКазе S 
и пиримидиновыми основаниями ура

uилом и цитозином (вверху) и 8-оксо

аденином (виизу). Атомы Н, С, N и 
О изображены в виде кружков возра

стающего радиуса. 

8-оксод 

дящий перед атомами N 3 и 0 2 пиримидинового основания, стал бы для 
пуринов стерической помехой, если бы фосфат и сахар оставались в тех 
же положениях, в которых они находятся в комплексах UpcA 
и Ср(2',5'}А с РНКазой S. В связи с этим интересно отметить, что 8-ок
соаденозин-З' -фосфат связывается с пиримидиновым «центром» 
РНКазы S в син-ориентации, при этом оксогруппа имитирует атом 0 2 

пиримидина, а атом N 7 аденина-атом N 3 цитозина (1272]. 
Специфическое узнавание гуанина рибонуклеазой Т 1 путем взаимодей

ствия с остовом и боковыми группами белка. В отличие от рибонуклеазы 
А эукариот рибонуклеаза Т 1 (РНКаза Т 1), выделенная из гриба Aspergil
lus oryzae, функционирует строго специфично и узнает только одно ос
нование-гуанин. Изучение кристаллического комrшекса этого фермента 
с ингибитором - 2' -гуаниловой кислотой (2' -GMP}- позволяет получить 
детальную схему комбинированных взаимодействий (водородных свя
зей и стэкинга} с атомами основной цепи и боковых групп белка, ко
торые окружают и связывают гуанин. Как видно из рис. 18.14, водо
родные связи с основанием образуют только атомы основной цепи
(Аsn4З}NН · · · 0 6 (гуанин} и (гуанин} N 1 Н · · · О=С (Asn44}. Такое взаимо
действие позволяет белку отличать G от А и С, но не обязательно от U, 
функциональные группы которого 0 4 и N 3H могут образовывать ана-
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Рис. 18.14. Фермент рибонуклеаза Т1 расщепляет РНК специфически, по rуано
зину. Изображена часть кристаллической структуры комплекса рибонуклеазы Т 1 

с ингибитором-2'-гуаниловой кислотой в син-форме. «Узнавание» гуанина обес
печивается благодаря образованию водородных связей (пункmр) между функ
циональными rруппами основной цепи белка и rруппами 0 6 и N 1 H гуанина; 
N2-аминогруппа гуанина и атом N7 в связывании не участвуют. В структуре 

комплекса осуществляется стэкинr между феноксиrруппой Tyr45 и гуанином, 
при этом феноксигруппа Tyr42 (не показана) располагается за атомом 0 6 гуа
нина на расстоянии вандерваальсова контакта. Такая конфигурация напоминает 
сэндвич. в котором гуанин находится между двумя остатками тирозина [1272а]. 

логичную систему связей. Однако вдобавок ко всему над гуаниновым 
кольцом на расстоянии 3,5 А располагается боковая цепь Туr45, так что 
возникает стэкинг-взаимодействие, которое в случае пуриновых основа
ний, конечно, более выгодно, чем в случае пиримидиновых (см. гл. 6 
и предъщущий раздел), а кроме тоrо, гуанин находится в син-ориента
ции, почти неприемлемой для пиримидиновых оснований. 
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а-Спираль действует как диполь, и ее N-конец притягивает фосфатные 

группы. Все пептидные группы и все водородные связи ориентированы 
в а-спиралях одинаково. Это приводит к появлению довольно значи
тельного дипольного момента, направленного вдоль оси спирали, с по

ложительным зарядом на N-ко'!це. Потенциал на расстоянии ,....,, 5 А от 
N-конца а-спирали длиной 1 О А (примерно два витка) равен ,....,, 0,5 В. 
Отсюда следует, что связывание с единичным отрицательным зарядом 

(фосфатом) должно привести к выигрышу в энергии 0,5 эВ, т. е. ,....,, 12 
ккал ·моль - 1

; это довольно значительная величина даже в предположе
нии, что одновременно с этим происходит вытеснение молекул воды. на 

которое затрачивается ,....,,0,2 ккал -моль - 1 [1273]. 
Такой тип взаимодействия а-спиралей с фосфатами обнаружен у ря

да белков. Особенно интересен в этом отношении «россмановский до
мен» с (За(З-конфигурацией в дегидрогеназах и связывание фосфатных 
групп в дигидрофолатредуктазе, триозофосфатизомеразе, тирозил
тРНК -синтетазе и n-гидроксибензоат-гидроксилазе (1259, 1260]. 

РНК при связывании с вирусом табачной мозаики приобретает вытяну
тую конфигурацию. В вирусах идентичные белковые субъединицы уло

жены в сферическую или спиральную структуру, образующую капсид. 
в который упакована молекула ДНК или РНК (в зависимости от при
роды вируса). Так как у сферических вирусов симметрия наружной обо
лочки не совпадает с симметрией расположенной внутри молекулы ну

клеиновой кислоты, на карте электронной плотности эта молекула 
имеет вид пятна, которое не поддается интерпретации [1274]. У палоч
ковидного вируса табачной мозаики (ВТМ) ход цепи одноцепочечной 
молекулы РНК согласован со спиральной укладкой субъединиц, и цепь 
РНК можно увидеть, хотя основания из-за «случайной» нуклеотидной 
последовательности выглядят на карте как усредненные диски. 

Капсид ВТМ состоит из 2140 белковых субъединиц с мол. массой 
17 420 каждая, которые уложены по спирали с числом субъединиц на 

1 о 
1 виток 16- и шагом 23 А. По периферии внутренней полости обви-

3 
вается одноцепочечная молекула РНК длиной 6400 нуклеотидов. Белко
вая субъединица состоит из 158 аминокислотных остатков; 60 из них 
образуют четыре а-спирали - LS, RS, LR и RR. Все они ориентированы 
примерно вдоль радиуса спирали вирусной частицы (p]fc. 18.15) 
[1266-1268, 1275]. Цепь РНК идет по спирали с радиусом 40 А и удер
живается в данном положении главным образом с помощью а-спирали 
LR, к которой присоединяется нуклеотидный триплет. Наиболее важны
ми компонентами связывающегося участка являются остатки Asp 115 
и Asp116; они взаимодействуют с 02.Н-группами рибозных остатков 
1 и 3, образуя мотив, который обнаружен также в комплексах NAD + -
зависимых дегидрогеназ. Соответствующие основания располагаются 
в полостях в окружении гидрофобных остатков; они прижаты к а-спи
рали. Основание 2, которое находится в син-ориентации (тогда как 1 
и 3- в анти), расположено дальше от оси спирали и может образовы-
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Рис. 18.15. А. Схематическое изображение взаимодействия РНК (черный цвет) 
с двумя субъединицами белка вируса табачной мозаики (коричневый цвет). По

следние уложены по спирали, небольшой фрагмент которой - из двух субъеди
ниц показан на рисунке. РНК в первую очередь связывается с остатками 

114-123 спирали LR (см. рис. Б) и эта спираль оказывается зажатой между осно
ваниями, которые изображены на рисунке в виде черных овалов. Другое место 

сильного связывания-остатки Arg90 и Arg92 спирали RR (показаны символами 
Ef> ), которая принадлежит субъединице, расположенной непосредственно под дан

ной; эти остатки связываются с фосфатами РНК (показаны символами 8). Б. 
Другая проекция РНК-связывающего центра : вид вдоль оси спирали ВТМ. По

казаны два повторяющихся элемента РНК и LR-спирали. Обратите внимание на 

вытянутую конформацию цепи РНК и на то, как основания нуклеотидов 1 и 
3 (изображенные в виде эллипсов) «обхватывают» спираль LR. Такое слишком 
близкое расположение нуклеотидов 1 и 3 заставляет пуриновый нуклеотид 
2 сдвигаться дальше от оси спирали [ 1268]. 

вать водородную связь с Serl23. Тесный контакт нуклеотидов 1 и 3 со 
спиралью LR сжимает цепь РНК и фосфаты приближаются друг к дру
гу, образуя при этом солевые мостики с остатками Arg90 и Arg92 спира
ли RR, принадлежащей другой субъединице, которая располагается не
посредственно под данной. 

Некоторые общие выводы относительно взаимодействий между белка
ми и нуклеиновыми кисJЮтами. Совершенно очевидно, как это отмеча
лось в начале раздела, что существует широкий спектр нуклеиново-бел
ковых взаимодействий. Сюда относятся не только контакты 

с боковыми группами аминокислот, но и взаимодействия с пептидными 
группами, выступающими в роли акцепторов или доноров при образо-
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вании водородных связей. Как оказалось, основания более охотно всту

пают в контакт с пептидными функциональными группами, чем с бо

ковыми радикалами аминокислотных остатков. Это весьма удивитель

но, если принять во внимание разнообразие последних (от положитель
но заряженных до отрицательно заряженных), но вполне объяснимо 

с точки зрения геометрических требований, которые должны выпол
няться при узнавании. Так, боковые группы довольно подвижны и не 

всегда занимают фиксированное положение, тогда как основная цепь 
находится в определенной, строго детерминированной конфигурации. 

Она образует некую матрицу, которую основание может легко проска
нировать с помощью своих комплементарных функциональных групп. 

29 S09 
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Кроме того, повороты и изгибы основной цепи и ее положение и ориен
тация в области активного центра являются мощным инструментом 

лля модуляции и тонкой настройки взаимодействий~ гораздо менее при

годны лля этой цели аминокислотные боковые цепи, несущие бифунк
циональные группы - гуанидиновую, карбоксильную и карбоксамидную, 
т. е. группы с фиксированной геометрией. 

В противоположность этому фосфатные группы более охотно обра
зуют солевые мостики с боковыми цепями аминокислот - Аrg, Lys и His, 
хотя образуются также и водородные связи с другими группами, вклю

чая группы основной цепи. Кроме того, фосфаты притягиваются к а.
спиралям, обладающим дипольным моментом. Что касается гидрокси

лов рибозы, то для них то.же не выявлено какой-либо общей схемы 
связывания, хотя чаще всего они образуют водородные связи с карбок

сильными группами белка. Стэкинг-взаимодействие оснований с бо
ковыми группами ароматических аминокислот обнаружено лишь в не
скольких комплексах, и часто упоминаемый гидрофобный «карман» 

в большинстве случаев действительно является просто карманом. т. е. не 
проявляет никакой специфичности к типу основания и его ориентации. 

18.6. БЕЛКИ. СВЯЗЫВАЮЩИЕСЯ С ДВОЙНЫМИ СПИРАЛЯМИ 
И ОДНОЦЕПОЧЕЧНЫМИ ДНК 

К настоящему времени методом рентгеноструктурного анализа устано
влена пространственная структура пяти разных ДНК-связывающих бел

ков: cro- и А-репрессоров, белка, активирующего катаболизм (БАК), бел
ка гена 5 фага fd и олигопептида нетропсина. Предложенные модели 
ДНК-белкового взаимодействия являются пока предметом дискуссий, 

поскольку установлена структура только белков, а не их комплексов 

с ДНК. Тем не менее можно сделать некие предварительные выводы. 

представляющие определенный интерес в связи с рассматриваемыми 

здесь проблемами. 

Антибиотик нетролсин-олигопептид, связывающийся с АТ-богатыми 
участками В-ДНК. Константа связывания равна ,....., 108 л ·моль - 1 (изме
рена для poly(dA) ·poly(dT) [1276] ), длина участка связывания соста
вляет ""'5 пар оснований [1277]. Молекула нетропсина (рис. 18.16) 
имеет вытянутую дугообразную конфигурацию, и все NН-группы-по
тенциальные доноры водородных связей-обращены внутрь дуги. По

строение моделей комплекса нетропсина с В-ДНК показывает, что 

связывание происходит в минорном желобке ДНК, при этом антибио

тик располагается почти параллельно оси спирали, а NН-rруппы обра
зуют водородные связи с атомами 0 2 пиримидинов и N 3 пуринов, ко

торые в спирали В-ДНК расположены примерно одинаково, так что 
связывание с парами А - Т и Т -А равновероятно. 

Взаимодействие В-ДНК с а.-спиралью и J3-слоем cro-penpeccopa [ f278]. 
Белок cro бактериофага Л.-полипептид длиной 66 аминокислотньfх 
остатков -узнает определенные операторные участки на фаговой ДНК, 
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Рис. 18.16. А. Структура ДНК-связывающего антибиотика нетропсина. Все по
тенциальные доноры водородных связей (затененные NН-группы) направлены 
в одну сторону (обращены внутрь дуги). Б. Модель комIUiекса нетропсина 

с В-ДНК; антибиотик (показан жирными линиями) располагается в минорном 
желобке В-ДНК (показана в цвете). Концевая гуанидиновая группа не участвует 
в связывании и образует пропионамидные мостики с соседней молекулой ДНК. 
[1277). 
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Рис. 18.17. А. Ход полипептидной цепи сrо-репрессора ; показаны только 
Са-атомы. Предполагаемые участки связывания с ДНК- сх-спираль (остатки 
27- 38) и С-концевые аминокислотные остатки 53-62 (закрашенные кружки) ; по

следние образуют антипараллельный Р-слой с другой молекулой его, связанной 

с данной осью симметрии 2-го порядка Q. Две другие оси 2-го порядка, Р и R, 
переводят димер cro в тетрамер. Концевые остатки обладают повышенной под
вижностью и на карте электронной плотности не видны. Возможно, С-концы 

при узнавании ДНК выполняют роль «щупалец». Б и В. Модель комплекса ди

мера сrо-репрессора с В-ДНК. Ось димера Q совпадает с осью симметрии 

В-ДНК. Б. Вид вдоль оси димера Q. Жирными линиями выделены сх-спирали 
и Р-слой, связывающиеся с желобками В-ДНК. Белок расположен за спиралью 
ДНК. В. Проекция, представленная на рис. Б. повернута вокруг вертикали на 

90-. Теперь ось Q расположена в плоскости рисунка. [1278]. 

имеюшие спеuифическую (и почти палиндромную) последовательность; 

связываясь с этими участками, он препятствует экспрессии гена Л.-ре
прессора. В растворе сrо-репрессор существует в виде димера или тетра

мера, в кристалле - в виде тетрамера с приблизительной точечной сим
метрией 222; в комплексе с ДНК он, по-видимому, также должен 

находиться в виде димера или тетрамера. Субъединица cro состоит из 
антипараллельного f)-слоя, образованного тремя отрезками цепи (остат
ки 2-6, 39-45, 48-55), и трех а-спиралей (остатки 7- 14, 15- 23 и 27- 36). 
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В димере С-концевые участки двух соседних молекул cro, связанных 
осью симметрии Q (рис. 18.17), образуют еще один элемент (З-струк
туры. Другая ось симметрии, R, преобразует димер в тетрамер, и далее 

из тетрамеров формируется кристалл. 

Если посмотреть вдоль оси димера Q (рис. 18.17, Б), то мы сразу 
увидим, что спирали, образованные остатками 27- 36, находятся на рас
стоянии ,....., 34 А друг от друга, антипараллельны и наклонены к верти
кали под углом 32°, т.е. идеально вписываются в двойную спираль 
В-ДНК. f)-Слой, образованный С-концевыми участками двух молекул, 
оказывается между этими спиралями. Была предложена модель ком

плекса, в которой димер сrо-репрессора располагается с одной стороны 

ДНК; при этом а.-спиралц размещаются в главном желобке. а (З-слой - в 
минорном, что согласуется с результатами химических исследований 

[1279]. Ось Q совпадает с собственной осью симметрии 2-го порядка 
двойной спирали В-ДНК, и, таким образом, собственная симметрия по
чти палиндромной операторной области, с которой связывается cro-pe-
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прессор, совпадает с симметрией белкового димера. Рассмотрим теперь 
более подробно детали взаимодействия двойной спирали нуклеиновой 

кислоты с элементами белковых структур-сr-спиралью и J3-слоем, не за
бывая при этом, что комплекс сrо-репрессора с ДНК - это пока лишь 

модель. 

Можно предположить, что положение остатков сr-спирали Ser28, 
Ala29, Asn31, Lys32, Ala33 и His35 позволяет им взаимодействовать 
с функциональными группами, расположенными в главном желобке 
ДНК [1279]. Lys32 и близлежащие остатки Arg38 и Lys39, по-видимому, 
связываются с фосфатами. Кроме того, антипараллельный J3-слой, обра
зованный концевыми участками Glu54, Va155 и Lys56 двух молекул, ве
роятно, располагается в минорном желобке, как описано в разд. 18.1. 
На карте электронной плотности сrо-репрессора четыре С-ко~евых 
остатка каждого мономера не видны. Это указывает на их разупорядо
ченность, а следовательно, и на повышенную подвижность, которая мо

жет иметь место и в растворе. Возможно, гибкие концы, снабженные 
двумя лизиновыми остатками (Lys62, Lys63), действуют как «щупальuщ>, 
инициируя и направляя связывание с ДНК. 

Поскольку имеется столь детальная модель комплекса сrо-репрессо

ра с ДНК и известны аминокислотная последовательность белка и ну
клеотидная последовательность операторного участка, была предприня
та попытка установить причину специфичности взаимодействия. Оказа
лось, что боковые цепи остатков Arg38, Lys32, Ser28, Gln27 и Tyr26 
могут образовывать водородные связи с функциональными группами 
гуанинов и аденинов [1279а ], расположенными со стороны главного же
лобка (рис. 18.3). Это объясняет химические аспекты взаимодействия, но 
окончательное доказательство правильности модели можно будет полу
чить лишь тогда, когда комплекс сrо-репрессора с оператором удастся 

закристаллизовать и установить его пространственную структуру с по

мощью рентгеноструктурного анализа. 

Домен А-репрессора, связывающийся с оператором, обладает теми же 
структурными особенностями, что и cro [ 1279Ь, 1279с]. Интактный ре
прессор фага Л-это белок из 236 аминокислотных остатков, образую
щих двухдоменную структуру. Мягкий гидролиз с помощью папаина 

приводит к отщеплению N-концевого фрагмента из 92 остатков, ко
торый, как и сам А-репрессор, специфически связывается с оператором 
ДНК. Рентгеноструктурный анализ кристаллов N-концевого домена А.
репрессора показал, что он состоит из пяти сr-спиралей; две спирали (2 
и 3) располагаются почти перпендикулярно друг другу, т. е. образуют 
такую же структуру, как спирали 2 и 3 (остатки 15- 23 и 27- 36) в сrо-ре
прессорах и спирали Е и F в белке БАК (см. ниже). И у cro-, и у А-ре
прессоров спирали 3 легко встраиваются в главный желобок В-ДНК 
(рис. 18.17); кроме того, N-концевые «руки» А-репрессора «обхваты
вают» ДНК, располагаясь в главном желобке двойной спирали с проти
воположной стороны. 

N-концевые последовательносrи репрессоров, являющиеся местами 

... " . 



-

Взаимодействия между белками и нук.zеиновыми кислотами 455 

предполагаемого связыва11ия с ДНК. гомологичны. N-конuевую последо
вательность сrо-репрессора фага А, содержащую предполагаемое место 
связывания с ДНК, сравнивали с соответствующими последовательно
стями сrо-репрессора фага 434, белков cl и cll фага А, репрессорного 
белка фага Р22 сальмонеллы и lас-репрессора [1279d]. Для аминокис
лотных последовательностей и для нуклеотидных последовательностей 
соответствующих генов была обнаружена довольно значительная гомо

логия. Это позволяет предположить, что N-конuы всех этих репрессо
рсв сходны также и по своей вторичной структуре и имеют общего 

предшественника. Если эта гипотеза верна, получают объяснение экспе
рименты по химической защите и генетической модификации. которые 
проводились с lас-репрессором. Кроме того, становится понятно, поче
му тетрамер /ас-репрессора связывает одновременно два операторных 
участка. 

Белок, активирующий катаболизм (БАК): с правой или с левой спи

ралью В-ДНК связываются его сr-спиральные участки [1280, 1280а]? Ес
ли cro- и 'А-репрессоры подавляют транскрипцию ДНК, то БАК, напро
тив, включает оперон, к которому он спеuифичен, используя при этом 
в качестве аллостерического эффектора uиклический АМР. БАК состоит 
из одной полипептидной uепи длиной в 201 аминокислотный остаток. 
В активной форме он представляет собой димер, который был закри
сталлизован в комплексе с эффектором - циклическим АМР. Простран
ственная структура комплекса БАК-сАМР гораздо сложнее, чем струк
тура сrо-репрессора. Молекула БАК состоит из двух структурных 
доменов. Большой домен, расположенный на N-конце, включает две ко

роткие сr-спирали А и В, антипараллельную J3-структуру, уложенную 
в восьмицепочечный «J3-roll» («рулет»), и протяженную спираль С, кото
рая соединяет большой N-концевой домен с малым С-конuевым. 
Малый домен состоит из спиралей D, Е и F и С-концевого участка, ко
торый плохо виден на карге электронной плотности. 

Две моле\улы БАК в димере располагаются почти параллельно 
друг другу и удерживаются вместе благодаря взаимодействию длинных 

С-спиралей. Молекулы связаны друг с другом псевдоосью 2-го порядка 
(рис. 18.18), а участок ДНК, с которым связывается БАК, содержит па
линдромную последовательность (дополнение 18.1 ). Поэтому естествен
но предположить, что в структуре комплекса две оси 2-го порядка со

впадают. Если следовать этому предположению, легко заметить, что 

структурными элементами белкового димера, которые могли бы взаи

модействовать с двойной спиралью ДНК, являются F-спирали - их дли
на равна ,..., 22 А, а расстояние между ними ,..., 34 А. Однако угол накло
на этих спиралей к линии, соединяющей их центры, составляет 65- 70°, 
что значительно отличается от величины "'32··, характерной для накло
на цепей в В-ДНК. Это может означать, что БАК связывается не с пра
вой, а с левой двойной спиралью В-ДНК, подобной той, которая была 
предложена на основании теоретических расчетов [1281, 1281а]. Такая 
модель комплекса не только удовлетворяет стереохимическим крите-
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риям, но и объясняет соответствующие генетические и химические 

данные [ 1280]. 
Если эта модель верна, то отсюда следует, что сАМР, действуя как 

аллостерический эффектор, задает относительную ориентацию двух 
субъединиц БАК в димере. Его удаление должно изменить общую 
структуру димера БАК. и следовательно. разрушить ДНК-связывающий 
центр. Возможно, изменение знака спирали ДНК при связывании с БАК 
активирует процесс транскрипции за счет локальной дестабилизации 

(или вьmлавления) двойной спирали В-ДНК внутри промоторной обла
сти. Это согласуется с данными о том, что БАК действует наиболее эф
фективно тогда. когда он может снимать отрицательные сверхвитки 

у кольцевой замкнутой ДНК, т. е. именно в том случае, когда можно 

предполагать локальный переход правой формы двойной спирали ДНК 
в левую. Замена правого витка на левый уменьшает кручение Т w на - 2 
и (поскольку мы говорим о кольцевой замкнутой ДНК) увеличивает 

райзинг Wr (отрицательный) на + 2. что отвечает процессу релаксации 
отрицательно сверхспирализованной ДНК (определение Tw и »'r см. 
в разд. 19.7). 

В более поздней работе [1281Ь] было высказано предположение, что 
на самом деле две симметрично расположенные F-спирали димера БАК 
связываются не с двумя последовательными участками желобка одной 
и той же (левой) двойной спирали ДНК. а с желобками (правых) ДНК, 

расположенных параллельно друг другу. Две параллельные спирали 
ДНК могут быть частью левой сверхспирали, подобной той, которая 

показана на рис. 19.3, только более компактной (т. е. с тесно примыкаю

щими сверхвитками), что находится в соответствии с результатами 
электронно-микроскопических исследований. Общая топология сверх
спиральной ДНК в такой структуре должна быть иной; это также со

гласуется с упомянутыми выше экспериментальными данными о том, 

Рис. 18.18. А. Молекулярная структура белка, активирующего катаболизм 
(БАК); с:t-спирали изображены в виде цилиндров. а ~-складчатый «рулет», пред
ставляющий собой место связывания сАМР,-в виде стрелок. БАК образует ди

мер, при этом две молекулы белка оказываются связанными друг с другом 

осью симметрии 2-го порядка (идущей почти вертикально), межмолекулярный 

контакт возникает главным образом из-за взаимодействия длинных спиралей С, 

которые в димере располагаются почти параллельно и близко прилегают друг 
к другу. Б. Модель комплекса димера БАК с левой спиралью В-ДНК (отличной 

от Z-ДНК, о которой идет речь в гл. 12); с:t-спирали белка F располагаются 
в главном желобке ДНК. Левая В-ДНК построена по координатам, приве

денным в работе [1281]; спираль ДНК наклонена на ""'65° к вертикали так, что 
спирали F димера БАК лежат в плоскости рисунка. Одна молекула димера 

изображена жирными линиями, другая-пунктиром. Более поздние данные по
казывают, что эта модель может быть неверна и в действительности БАК 

связывается с правой ДНК (см. также [1281Ь]). [1280]. 
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что БАК наиболее эффективен, когда п~юисходит (частичная) релакса
ция кольцевой замкнутой ДНК. Пока вопрос о том, каким образом 
БАК активирует РНК-полимеразу -путем прямого белок-белкового 
взаимодействия или благодаря локальным изменениям конформации 

ДНК,- остается открытым. Если причиной активации является измене

ние конформации ДНК, то БАК действует как аллостерический эффек
тор топологических изменений сверхспиральной ДНК, тогда как репрес
соры (например, cro) можно считать отрицательными аллостерическими 
-эффекторами [ 1281 Ь]. 

Сейчас тру дно сказать, какая из рассмотренных моделей связывания 
БАК с ДНК верна (возможно, что неверны обе модели). Однако более 
правдоподобной кажется модель связывания БАК с правой спиралью 
ДНК; модель комплекса БАК с левой двойной спиралью более спекуля
тивна и получила поддержку главным образом потому, что с появле

нием Z-ДНК левые спирали «вошли в моду». Размышления на эту тему 
привели бы нас к обсуждению философской п~юблемы интерпретации 

научных резу ль татов, которая лежит вне рамок этой книги и которую 

мы оставляем читателю в качестве домашнего задания. 

Структурный мотив из двух а.-спиралей в белках, связывающихся 

с двойной спиралью ДНК. Сравнение пространственной структуры сrо
и Л.-репрессоров и БАК показывает, что в субъединице каждого белка 
присутствует один и тот же структурный мотив, состоящий из двух а.

спиралей, которые, по-видимому, связываются с ДНК [1281]. Эти спи
рали - 2 и З в репрессорах и Е и F в акт:.~ваторе БАК - выступают над 
поверхностью глобулы соответствующих белков. Если смотреть на бел
ки со стороны ДНК, то мы увидим, что к N-концам а.-спиралей, связы
вающихся в главном желобке ДНК (спирали 3 в репрессорах и спираль 
F в БАК), присоединены другие ко~юткие спирали, которые распола
гаются за данными спиралями и под прямым углом к ним. Это спирали 

2 в репрессорах и спираль Е в БАК. Было высказано предположение, 
что наличие такого структурного элемента характерно для всех белков, 

связывающихся с двойными спиралями ДНК; об этом же свидетель

ствует и гомологичность последовательностей ряда репрессо~юв [1279с, 
1279dJ Основное структурное отличие репрессоров от активатора БАК 
состоит в неодинаковой ориентации этих спиралей, как было описано, 

а также в их локализации в белковой цепи (на N-конце у репрессоров 
и на С-конце у активатора). 

Продукт гена 5 фага fd кооператив но связывается с одноцепочечной 
ДНК. Расплетающие белки. И в живых организмах, и in vitro экспрессия 
ДНК сопровождается раскручиванием двойной спирали, которое облег

чает связывание ферментов с ДНК, выступающей в качестве субстрата. 
Расплетание двойной спирали и стабилизация одноцепочечной ДНК 

легче всего происходят тогда, когда полинуклеотидные цепи образуют 

комплексы с ДНК-связывающими белками. К этому широко распро
страненному классу белков относится белок гена 5 фага fd. Он предста
вляет собой полипептидную цепь длиной 87 аминокислотных остатков, 
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которая продуцируется в количестве ""75 ООО копий на инфицирован
ную клетку Е. coli [1282]. 

С помощью рентгеноструктурного анализа кристаллов белка гена 

5 установлено, что молекула белка имеет Т-образную форму и целиком 
состоит из Р-слоев (рис. 18.19, А) [1190, 1190а]. Первые десять N-кон
цевых остатков образуют короткую Р-цепь; за ней следует большая 
«ДНК-связывающая петля» (остатки 15-32), к которой присоединена 
«комплексная петля» (остатки 33-49). Образовав еще одну короткую 
р-цепь (остатки 52- 59), полипептидная цепь переходит от горизонталь
ной перекладины буквы Т к <<Ножке»; здесь образуется вертикальный 
стебель из большой «диадной петли» (остатки 61- 82). 

В растворе, в кристаллическом состоянии и в комплексе с ДНК бе

лок гена 5 существует в виде димера; при этом две молекулы белка свя
заны друг с другом осью симметрии 2-го порядка, расположенной так, 
что две «диадные петлю> в димере слипаются (рис. 18.19, Б), а перекла
дины двух букв Т оказываются ориентированными антипараллельно. 

Вдоль перекладины Т располагается ДНК-связывающий канал шири

ной ,...., 10 А и длиной ""'35 А, образованный остатками 15- 32. Длина ка
нала оказывается достаточной для того, чтобы в нем разместился фраг

мент одноцепочечной ДНК в ,...., 5 нуклеотидов, имеющий растянутую 
конформацию (рис. 18.19, В). Во впадине канала находится несколько 

аминокислотных боковых цепей, которые могут взаимодействовать 

с расположенной в канале одноцепочечной ДНК, если допустить. что 
при связывании ДНК происходит незначительная переориентация под

вижных боковых цепей в структурной модели белка гена 5. Предпола
гается, что в комплексе осуществляются два типа взаимодействия: при

тяжение разноименных зарядов и гидрофобное стэкинг-взаимодействие 

боковых цепей ароматических аминокислот с основаниями 

(рис. 18.19, В). Первый тип взаимодействия распространяется на фос
фатные группы ДНК и положительно заряженные группы Arg16, 21, 80, 
Lys46 и, вероятно, Lys24 и 69; во втором принимают участие остатки 
Tyr26, 34, 41 и Phe73' (штрихом отмечен остаток из симметрично свя
занной субъединицы димера) [ l 190a, 1283- 1285]. 

Повышенное содержание остатков лизина и аргинина во впадине 
предполагает, что белок в первую очередь «узнает» отрицательно заря

женный сахарофосфатный остов ДНК, который связывается с поверх
ностью белковой молекулы за счет притяжения между разноименными 

зарядами. Связывание сопровождается конформационными изменения
ми, в результате которых основания в стопке расходятся, а боковые це

пи ароматических аминокислот поворачиваются в положение, из кото

рого они могут «проскользнуть» между основаниями, как закладки 

между страницами книги, и тем самым скрепить комплекс белка с ДНК 

(разд. 18.3). В кристалле, как и в растворе, белок гена 5 присутствует 
в виде димера. При связывании с двойной спиралью этот димер, ве

роятно, сначала разделяет антипараллельные цепи ДНК, а затем связы
вается с ними; связывание стимулирует образование линейных агрега-
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Рис. 18.19. Схематическое изображение полипептидной цепи белка гена 5 фага 
fd. А. Мономер белка гена 5. Т-образная молекула состоит исключительно из ~
цепей; «ДНК-связывающую петлю» образуют остатки 15- 32, «диадную пет

лю»-остатки 61- 82. Б. Белок гена 5 образует димер, при этом две молекулы 
оказываются связанными осью симметрии 2-го порядка и две «диадные петлю> 

примыкают друг к другу, а перекладины букв Т и соответственно две ДНК

связывающие петли располагаются в антипараллельной ориентации. Приведена 

модель связывания одноцепочечной ДНК «ДНК-связывающей петлей». В. Uепь 

nентануклеотида (dA)5, представленная в той же ориентации, что и на рис. Б; 
показаны участвующие во взаимодействии с ДНК боковые группы белка. Бо
ковые группы всех ароматических аминокислот участвуют в стэкинг-взаимодей

ствии с основаниями, при этом Tyr26 и два аденина образуют структуру типа 
«сэндвич». Рисунки любезно предоставлены авторами работы [1190а] до опу
бликования статьи. 
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тов белковых димеров вдоль цепей ДНК. Эти .fiГрегаты образ,хют 
новую спиральную структуру с диаметром ,...., 100 А, шагом 80-90 А и 
с шестью димерами белка на виток, которые составляют белковый кор. 

В коре проходят две отдельн0ые цепи ДНК [1190, 1286]. Они распола
гаются на расстоянии 21- 23 А от оси (по данным нейтронного рассея
ния [1287]). и это означает. что ДНК находится не на периферии белко
вой спирали, а уложена в какую-то выемку внутри. Продольная 

агрегация белков является высококооперативным процессом, способ

ствующим эффективному расплетанию двойной спирали ДНК. 

18.7. ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ПРЕАЛЬБУМИНА С ДНК. 
ГИПОТЕТИЧЕСКАЯ МОДЕЛЬ 

Рентгеноструктурный анализ первого хорошо охарактеризованного гор

мон-связывающего белка - преальбумина плазмы крови человека, свя
зывающего гормон щитовидной железы,-показал, что этот белок сос

тоuт из четырех идентичных субъединиц, каждая из 127 аминокис

лотных остатков, которые образуют тетраэдр. Структурная модель 
преальбумина предполагает наличие поверхности, которая по размеру 
и форме комплементарна фрагменту В-ДНК длиной 10-12 пар основа
ний. По обе стороны от полуцилиндрического желобка выступают две 
спирали (которые при связывании с ДНК могли бы выполнять роль 

«щупалец») [1288]. Дно желобка выстилает пара симметрично располо
женных Р-слоев, а «наружные щупальца» хорошо укладываются 

в главный желобок двойной спирали ДНК. 
Комплекс между этим белком и ДНК (если он действительно суще

ствует) также должен обладать симметрией 2-го порядка, о которой го
ворилось ранее при рассмотрении других ДНК-белковых комплексов, и, 
следовательно, участок связывания на ДНК должен представлять собой 
палиндром (дополнение 18.1). Молекулярная модель комплекса ДНК 
с преальбумином была построена без детальной подгонки белковых бо

ковых цепей под модель ДНК; тем не менее видно, что 10 остатков 
лизина, 4 остатка гистидина, 8 остатков глутаминовой кислоты и 6 ас
парагиновой находятся в таких положениях, что в принципе они могли 

бы взаимодействовать с ДНК. 

Хотя эта модель кажется весьма правдоподобной, однако доказа

тельств того, что преальбумин взаимодействует с ДНК, до сих пор не 
получено. Более того, некоторые экспериментальные данные свидетель

ствуют о том, что связывания преальбумина с ДНК не происходит 
[1289]. Если обратиться к расчетам потенциалов поверхностей ДНК 
и преальбумина, то окажется, что обе эти величины отриuательны, 

а следовательно, образование комплекса невозможно. Этот пример по

казывает, что даже хорошего соответствия моделей макромолекул 

предполагаемого комплекса еще недостаточно и кроме структурной 

комплементарности важную роль в образовании комплекса играет ком
плементарность зарядов [839а]. 
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КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

Взаимодействия между белками и нуклеиновыми кислотами весьма раз

нообразны: это могут быть солевые мостики, водородные связи, стэ

кинг и mдрофобные контакты. В них могут быть вовлечены любые ча

сти обеих макромолекул. Двойная спираль ДНК может взаимодейство

вать с полипептидами несколькими способами: (1) при помощи 

образования специфических водородных связей между уотсон-криков

скими nарами оснований и боковыми цепями аминокислот; (11) путем 
интеркаляции боковых цепей ароматических аминокислот между пара

ми оснований (модель «книжной закладки»), при которой также про

является некоторая специфичность, (111) nутем непосредственного связы
вания белковых а-спиралей и ~-слоев в желобках ДНК. Предполагается, 
что последний тип взаимодействия (правильнее сказать «два типа взаи

модействия») имеет место в комплексах ДНК с сrо-репрессором (в мо

дели комплекса а-спираль и ~-слой попадают в главный и минорный 
желобки двойной спирали соответственно) и с белком, активирующим 

катаболизм (БАК), для которого были предложены две модели связыва
ния а-спиралей - с левой и правой двойной спиралью В-ДНК. На осно

вании данных о кристаллической структуре преальбумина предложена 

гипотетическая модель комплекса преальбумина с ДНК; однако в дей
ствительности такой комплекс, по-видимому, не образуется. И полили
зин, и полиаргинин присоединяются к ДНК необратимо; в обоих слу

чаях проuесс присоединения носит кооперативный характер. однако 

структура соответствующих комплексов различается. 

Нуклеотиды и одноцепочечные РНК и ДНК при связывании с белка

ми обычно принимают вытянутую форму, т. е. торсионный угол у для 

них лежит в области - ск или ап. Такое изменение угла у происходит 
при связывании NAD + с деmдрогеназамй (в «россмановском» домене), 
при связывании динуклеозидфосфатов с рибонуклеазами А и S и при 
связывании РНК с белком вируса табачной мозаики. Взаимодействия 
в комплексе могут представлять собой контакты любого типа и затра

гивать любую часть молекулы каждого из партнеров. Например, в слу

чае специфического комплекса рибонуклеазы Т 1 с гуаниловой кислотой 

узнавание гуанина осуществляется за счет образования водородной свя

зи с пептидным остовом и стэкинга с боковой группой тирозина. Оказа
лось, что взаимодействия между нуклеотидами и атомами основной це
пи белка вообще встречаются чаще и являются более специфичными, 

чем взаимодействия с боковыми группами аминокислот. 

Связывание ДНК с белком гена 5 фага fd способствует расхождению 
цепей двойной спирали. Если (одноцепочечная) ДНК и белок образуют 

комплекс, т. е. если ДНК присоединяется к «активному центру» белка, 

который состоит исключительно из элементов ~-структуры, начинается 
образование белковых агрегатов; при этом молекулы белка выстраи

ваются одна за другой, формируя спираль, на которую навиваются 
одноцепочечные участки ДНК. 



ГЛАВА 19 
Более высокие уровни струкrурной 

организации ДНК 

Для одно- и двухцепочечных РНК нет никаких более высоких уровней 
структурной организации, помимо рассмотренных нами ранее, если не 

считать структур, которые образуются при взаимодействии РНК с бел

ками оболочки вирусных частиц и рибосом (рис. 18.15). Совершенно 
иная картина наблюдается для ДНК. В хроматине (комплексе ДНК 

с белками, из которого состоят хромосомы) ДНК навивается на гло
булы гистоновых октамеров, образуя кор-частицы нуклеосом. Нуклео
сомы располагаются вдоль молекулы ДНК, в результате чего хроматин 

становится похожим на нитку бус. Такая нить может компактизоваться 
и дальше, образуя соленоидальные, сверхспиральные структуры. Закру
чиваясь вокруг rnстоновых октамеров, ДНК образует сверхвитки, при 
этом возникают тополоrnческие проблемы, которые требуют особого 
обсуждения (разд. 19.7). 

Молекула ДНК образует упорядоченную компактную структуру не 
только при взаимодействии с гистоновым октамером. Она обладает 

способностью компактизоваться и сама по себе, например в присут
ствии солей или инертных полимеров. В таких условиях происходит 

спонтанная конденсация с образованием агрегатов, в которых молекулы 

ДНК уложены параллельно бок о бок. Такое же явление наблюдается 

и при добавлении в систему полиаминов или этанола. При очень мед

ленном, постепенном увеличении концентрации этанола можно полу

чить и более упорядоченные структуры типа ламеллярных микрокри
сталлов. Самоорганизация такого типа моделирует упаковку ДНК 
в головке фага и поэтому представляет значительный интерес [1161, 
1290--1294]. Описанию структурной организации ДНК в составе таких 
структур и посвящена данная глава. 

19.1. КОНДЕНСАЦИЯ ДНК С ОБРАЗОВАНИЕМ ф-ФОРМЫ, 
СВЕРХСПИРАЛЕЙ, БУС, ПАЛОЧКООБРАЗНЫХ 
И ТОРОИДАЛЬНЫХ СТРУКТУР 

Если в водном растворе постепенно увеличивать концентрацию Mg2 + 

[1295], полиаминов или основных полипептидов [1295-1301], полиэти
леноксида или других инертных полимеров [1300], а также этанола 
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[1302- 1306], то полианионная молекула ДНК компактизуется в конден
сированные формы с различной морфологией. Из этих форм наименее 
изучена макроскопически плотная ф-ДНК, которая образуется в присут
ствии <<Инертного» полимера и избытка соли. В других условиях, напри
мер при добавлении полиаминов и этанола, ДНК образует структуры, 
напоминающие сверхспирализованные нити, нити с бусинами, а также 

прямые или слегка изогнутые палочки. Конкретный вид структуры за

висит главным образом от ионной силы раствора и природы катиона. 

Следует подчеркнуть, что во всех этих конденсированных структурах 

ДНК, вообще говоря, находится в обычной В-форме. 
ф-форма: почти параллельное расположение молекул ДНК в слабоупо

рЯдОЧенных агрегатах. При добавлении к водному раствору ДНК соли 
(до высоких концентраций) и этанола или таких макромолекул, как по

лиэтиленоксид, полиакрилат и поливинилпирролидон, происходит обра

тимый кооперативный переход ДНК в компактную форму, названную 
ф-ДНК (ф- результат сокращения английского выражения "polymer-and 
salt-induced condesation'') [1295, 1296]. Опыты по рассеянию рентгенов
ских лучей показали, что в ф-ДНК двойные спирали обычной В-формы 
ориентированы более или менее параллельно и находятся на расстоя

нии ,..., 38 А друг от друга; отсутствие рефлексов высокого порядка сви
детельствует об относительно слабой упорядоченности ф-ДНК. При 
увеличении концентрации инертного полимера расстояние между сосед

ними молекулами уменьшается до 25 А, т.е. мало отличается от меж
молекулярного расстояния (,..., 23,9 'А) в микрокристаллах ДНК 
(разд. 19.2). ф-ДНК образуется также при добавлении к водному рас
твору ДНК NaCl в различной концентрации и этанола. Исследование 
спектров КД показало, однако, что ситуация в этой и других подобных 
системах оказывается несколько сложнее [1296а]. При низкой концен
трации соли и концентрации этанола 35% ДНК тимуса теленка конден
сируется в форму, имеющую положительную эллиптичность в диапазо
не 250-300 нм (\jl + -форма). При повышении ко1Шентрации Naa 
эллиптичность уменьшается и меняет знак (образуется ф- -форма); при 
этом структура проходит несколько промежуточных состояний. Пред

полагается, что во всех этих состояниях изменяется лишь характер агре

гации молекул. а ДНК неизменно остается в В-форме. 

Три вида компактных форм ДНК, которые образуются в растворах 
разной ионной силы при осаждении спиртом. При концентрации этанола 

50-95% ДНК конденсируется в различные структуры, морфология ко
торых определяется величиной ионной силы. Следовательно, упаковка 
двойной спирали ДНК зависит не только от способности ДНК уклады
ваться в упорядоченные структуры, но также от плотности электроста

тического заряда вокруг этой полиэлектролитной молекулы [1305]. 
При низкой ионной силе ДНК компактизуется в левую сверхспираль. 

При осаждении из раствора, содержащего 95% этанола и 1 мМ Трис 
(рН 7,5), ДНК компактизуется примерно в 9 раз и образует волокна по
чти постоянного диаметра 80-90 А. Эти волокна по структуре представ-
з0-sо9 
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Рис. 19.1. Конденсация ДНК фага Л в 95%-ном этаноле при различных значе
ниях ионной силы [1305]. Отрезок на электронных микрофотографиях соответ
ствует 2000 'А. А. Перекрученные волокна, которые образуются при низкой ион
ной силе : 1 мМ Трис, рН 7,5. Слева малое увеличение, справа -большое; видны 

элементы левой сверхспиральной структуры (указаны стрелками). Б. Волокна 

в виде нитей с бусинами, которые образуются при промежуточных значениях 

ионной силы : 1 мМ Трис, рН 7,5, 10 мМ ацетат аммония Вверху-нерастянутые 
волокна, внизу- волокна, вытянутые при сорбции на угольную пленку-подложку, 

чтобы можно было видеть структуру нити с бусинами. В. Палочкообразные 

структуры, образующиеся при высокой ионной силе : 1 мМ Трис, рН 7,5, 0,5 М 
ацетат аммония. На вставках 1, 11 и IП показаны те же структуры при большем 
увеличении. «Палочки» образуются при складывании молекулы ДНК самой на 
себя с изменением направления цепи через каждые 2000 'А. 
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ляют собой левые сверхсIШрали (рис. 19.1,А), которые образуются, по
видимому, из-за постепенной дегидратации ДНК [1305]. 

При промежуточных значениях ионной силы ДНК образует волокна 
в виде нитей с бусинами. Если перед осаждением спиртом в раствор до
бавить ацетат аммония или другую соль до концентрации 10 мМ, то 
молекулы ДНК образуют волокна диаметром ""'150 А ; это отвечает 
компактизации ДНК в 30-35 раз. Иногда волокна имеют вид нитей 
с бусинами (рис. 19. 1~ Б). 

При высоких значениях ионной силы ДНК образует палочкообразные 
структуры. Если концентрацию ацетата аммония повысить до 
0,15--0,5 М, то осаждение 95%-ным спиртом приведет к появлению па
лочкооб12азных частиц. Эти частицы имеют одинаковую длину (пример
но 2000 А) и пропорциональное молекулярной массе ДНК поперечное 
сечение. Возможно, такая структура образуется в результате многократ
ного складывания молекулы ДНК самой на себя с изменением напра

вления хода цепи через каждые 2000 А. Волокна приблизительно такой 
же длины, но большего диаметра получаются при осаждении комплекса 

ДНК с полилизином или при замене этанола на спермидин [1305]. 
По своей способности складываться ДНК напоминает некоторые 

синтетические полимеры, которые образуют ламеллярные кристаллы. 

Молекула полимера может заполнять также несколько ламеллярных 

слоев [1307, 1308]. Такая же картина наблюдается в микрокристаллах 
ДНК (разд. 19.2), поэтому палочкообразные частицы ДНК можно рас
сматривать как фрагменты кристаллов. 

Под электронным микроскопом кроме палочкообразных структур 
видны и тороидальные («бублики» ). Они образуются при слипании двух 

концов одной палочкообразной частицы друг с другом. Соотношение 
между числом «палочек» и «бубликов» зависит от природы присут

ствующего в растворе катиона. Так, вероятность образования торои

дальной структуры значительно возрастает в присутствии двухва
лентных катионов типа Mg(II) [1299-1301, 1305]. Существование 
тороидальных структур свидетельствует о значительной гибкости «па
лочек». Они легко замыкаются в кольца, которые мы и наблюдаем, ког

да концы «палочек» достаточно прочно скреплены. 

19.2. ЛАМЕЛЛЯРНЫЕ МИКРОКРИСТАЛЛЫ 
ФРАГМЕНТИРОВАННОЙ ДНК 

При обработке ДНК ультразвуком она расщепляется на фрагменты, 
для которых характерно широкое распределение по длинам. Оказалось, 

что в отличие от нативной ДНК фрагменты, средняя длина которых 
равна ,.,.,, 2000 А, при увеличении концентрации этанола до ""' 50% обра
зуют ламеллярные гексагональные пластинки толщиной 1600-2400 А 
и диаметром несколько микрометров [80, 89] (рис. 19.2). 

Толщина кристаллов равна длине фрагмента ДНК. Электронная ми
КРоскопия реплик таких кристаллов, полученных методом замора.жива-
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• 
1 мкм 

Рис. 19.2. Электронная микрофотография кристаллов, образованных фрагмента
ми ДНК (2000 А) спермы лосося (88]. Условия кристаллизации : 2-3 мг - мл - 1 

ДНК, обработанной ультразвуком, в 0,05 М натрий-какодилатном буфере, рН 
6,5. Этанол добавляли по каплям до появления мутности. Затем осадок раство
ряли, повышая температуру до 60-70°С, и медленно охлаждали раствор для то

го, чтобы получить кристаллы. 

ния-скалывания-травления, и результаты рентгеновской дифракции на 

порошкообразных образцах привели к выводу, что кристаллы состоят 

из почти прямолинейных молекул ДНК В-формы, плотно упакованных 
в гексагональную решетку. Расстояние между соседними молекулами 

ДНК равно 23,9 А. Молекулы ориентированы перпе1Шикулярно поверх
ности гексагональных пластинок и вытянуты по толщине кристалла от 

одной поверхности до другой [89]. Поскольку длина фрагментов ДНК, 
из которых состоят кристаллы, колеблется от 1000 до 5000 А [88], на-
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и более длинные молекулы должны сложиться по крайней мере вдвое. 

Следует отметить, что при этом два участка одной и той же молекулы 

не могут быть ближайllllfми соседями, поскольку ДНК не должна изги

баться слишком резко. Угол, на который изmбается молекула ДНК при 
складывании, должен отвечать значению персистентной длины [1304] 
или по крайней мере быть равным углам mпотетических изломов, ко

торые обсуждались в разд. 14.2 и 14.3. Здесь уместно вспомнить, что 
длина палочек, которые образует ДНК (разд. 19.1), также составляет 
2000 А. Таким образом, 2000 А, т. е. 60 витков спирали В-ДНК с шагом 
34 А,-это некая «магическая» величина для процессов, связанных с упа
ковкой ДНК. 

19.3. В :КЛЕТКАХ ДН:К ОРГАНИЗОВАНА В ХРОМОСОМЫ 

По мере повышения уровня эволюционного развития организма коли

чество содержащегося в клетке генетического материала-ДНК -увели
чивается от 104 до ,..._ 1010 пар нуклеотидов. Иногда, например у неко
торых бактериофагов Е. coli, ДНК линейна. Однако у бактерий ДНК 
гораздо чаще (если не всегда) представляет собой кольцевую (или по 
крайней мере квазикольпевую) замкнутую молекулу, у которой два кон

ца соединены вместе и не могут свободно вращаться [1310, 1311]. Кро
ме основной хромосомной ДНК в бактериях присутствуют нeбoльllllfe 
кольцевые плазмидные ДНК. Молекулы ДНК такого типа обнаружены 
также в митохондриях и хлоропластах эукариотических клеток. Мол. 
масса типичной плазмиды составляет всего 10·106 [1314]. В последние 
годы такие малые кольцевые ДНК нашли важное применение в каче

стве векторов в генетической инженерии. В разд. 19.7 будут обсуждать
ся некоторые тополоmческие проблемы кольцевых молекул ДНК. 

Простое устройство бактериальной хромосомы. В таких бактериях, 
как Е. coli, кольцевая хромосомная ДНК организована сравнительно 
просто. В клетке диаметром "'5 мкм находится молекула ДНК, кон
турная длина которой равна 1,36 мм, что отвечает числу пар 4 · 106 

и мол. массе 2,8·109
• Очевидно, что молекула ДНК в клетке должна 

сильно компактизоваться. Этой цели служит особая структура - кор, 
в состав которого входят РНК и белок; связываясь скором, ДНК кон
денсируется и формирует плотно упакованные витки (рис. 19.3) [1313]. 
Таким образом, в клетках прокариот, как и в ядре эукариот, хромосом
ная ДНК тоже связана с основными белками и РНК [ 1314а]. 

В клетках эукариот хромосомная ДНК в комплексе с гистонами обра
зует хроматин. В клеточном ядре эукариот, объем которого приблизи

тельно такой же, как и объем всей бактериальной клетки, содержится 

гораздо большее количество ДНК, поэтому ее структурная организация 

в этом случае существенно сложнее. В соматических клетках различных 

организмов содержится от нескольких единиц до нескольких десятков 

хромосом. В клетках человека, например, присутствует 46 хромосом, ка
ждая из которых содержит молекулу ДНК со средней длиной 4 см. Ее-
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Рис. L9.3. Хромосома клеток прокариот, на
пример Е. coli, содержит единственную коль
цевую молекулу ДНК, сверхспирализоваи

ную и упакованную в компактную струкrуру 

вокруг кора, содержащего РНК и белок 

[1313]. 

ли все молекулы клеточной ДНК сложить одну за другой, то получится 

нить длиной ,....., 2 м; суммарная мол. масса ДНК составляет 4·1012
, что 

эквивалентно 5,5 -109 пар оснований (дополнение 19.1; рис. 1.4). 
ДНК в хромосомах эукариот связана с РНК и белками. Среди этих 

белков следует вьщелить mстоны - основные белки, выполняющие 
в хроматине структурную функцию; весовое отношение ДНК/гистоны 

в хроматине равно ,....., 1. Кроме гистонов в хромосомах содержатся дру
гие, главным образом кислые белки; для них весовое соотношение 
ДНК/белок колеблется от 0,5 до 1,5 в зависимости от типа клетки и ее 
физиологического состояния. 

Комплекс ДНК с rистонами обычно называют хроматином. Вначале 

предполагали, что ДНК в хроматине покрыта равномерным слоем m
стонов [1315]. Однако, судя по электронным микрофотографиям, это не 
так. Гистоны в хроматине образуют небольшие глобулярные частицы 
диаметром "" 100 А, которые располагаются вдоль молекулы ДНК на 
расстоянии 30-70 А друг от друга. Эти частицы, которые называют ну
клеосомами [1316] или v-частицами [1317], содержат 5 разных типов 
гистонов. Пары молекул гистонов Н2А, Н2В, НЗ и Н4 образуют окта-
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Дополнение 19.1 

Интерфазные н метафазные хромосомы 

В зависимости от стадии жизненного цикла эукариотической клетки ДНК 

в ней может присутствовать в виде двух основных, макроскопически различаю

шихся форм. В одной форме ДНК лишена определенной макроструктуры и за

нимает фактически все клеточное ядро ; это означает, что клетка находится в ин

терфазе -состоянии, в котором происходит репликация и транскрипция. Вторая, 
конденсированная форма ДНК, существует гораздо более короткое время, на 

стадии деления клетки (митоз, .метафаза), и имеет характерный вид, показанный 

на рисунке. 

Электронная микрофотография хромосомы 12 человека. Такая хромосома со
стоит из хроматина, уложенного в волокна диаметром 200-300 А и длиной 
700-800 мкм, и содержит двухцепочечную ДНК общей длиной около 4 см 
[1314]. 
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мер (1318, 1319], на который навита цепь ДНК; с каждым гистоновым 
октамером связаны почти два левых сверхвитка ДНК (1321]. Места 
«входа» и «выхода» ДНК скреплены гистоном Hl, который, по-видимо
му, локализован с наружной стороны нуклеосомы, на ДНК (1322-1330] 
(дополнение 19.2). 

Дополнение 19.2 

Общие свойства гистонов 

Гистоны - это белки, содержащие в большом количестве основные аминокис
лотные остатки. С-концевые участки гистонов Н2А. Н2В, НЗ и Н4 являются ги
дрофобными, а N-концевые-гидрофильными (основными); считается, что гидро
фобные участки гистонов имеют выраженную вторичную (спиральную) структу

ру. Гистон Hl по своим свойствам отличается от остальных гистонов; он имеет 
другую молекулярную массу и связывается непосредственно с ДНК тогда как 

остальные четыре гистона образуют октамер, содержащий по 2 молекулы mсто
на каждого типа. Молекула ДНК обвивается вокруг этого октамера. формируя 

з 
1- левых сверхвитка [lЗЗО]. 

4 

Молекулярные свойства гистонов 

Гистон Мол. масса 
всеrо 

Hl 22000 220 
Н2А 14000 129 
Н2В 1З800 125 
нз 15300 135 
Н4 11300 102 

1> Lys, Arg и His. 

[13ЗО] 

Число аминокислотных остатков 

основных1 ) Lys 

65 62 
30 14 
зо 20 
33 13 
26 11 

19.4. СТРУ){ТУРА НУ){ЛЕОСОМНОЙ КОР-ЧАСТИЦЫ 

Arg 

3 
12 

8 
18 
14 

Если метафазную хромосому суспендировать в среде с низкой иоmюй 
силой, то она разворачивается и принимает форму, по виду напоми
нающую нитку бус. В зависимости от организма и типа клетки в такой 
хромосоме на каждую нуклеосому приходится в среднем 180-250 пар 
оснований ДНК, причем чаще всего имеет место соотношение «одна ну
клеосома на 200 пар ДНК»» [1318, 1327]. После обработки микрококко
вой нуклеазой и последующей очистки из хроматина удается выделить 

нуклеосомные частицы без гистона Hl. содержащие фрагмент ДНК 
длиной 146 + 1 пар оснований, которые называют нуклеосомным кором 
[1332]. 
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Взаимное расположение восьми молекул гистонов в такой частице 
более или менее известно. Эксперименты по самосборке гистоновых мо
лекул в растворе и химическому сшиванию получающихся комплексов 

показали, что центральным кором октамера является легко образую

щийся тетрамер НЗ2 , Н42 ; кроме него образуются также прочные ди

меры (Н2А, Н2В) и (Н2В, Н4) и слабосвязанные димеры (Н2А, Н4) 
и (Н2В, НЗ) [1323, 1327, 1330]. Гистоновый октамер по форме напоми
нает сердце (рис. 19.4 и 19.5); центральную и нижнюю его части обра
зует тетрамер НЗ2 , Н42 • а верхние выступы-два димера (Н2А, Н2В) 

[1330]. Октамер, по-видимому. стабилизируется гидрофобными взаимо
действиями между С-концевыми участками rnстонов (дополнение 19.2), 
а богатые аргининовыми и лизиновыми остатками N-концевые участки 

располагаются на поверхности октамера и связываются с ДНК, которая 
обвивает гистоновый кор. образуя около двух левых сверхвитков. 

Нуклеосомные кор-частнцы образуют монокристаллы н агрегаты ду

гообразной и спиральной формы. Нуклеосомные кор-частицы, содержа

щие фрагмент ДНК длиной в 146 пар оснований, могут образовывать 
микрокристаллы; электронно-микроскопические исследования этих кри

сталлов дают представление об общих размерах нуклеосом [1327]. Од
нако в тех же условиях, при которых происходит кристаллизация, обра

зуются также агрегаты нуклеосом цилиндрической и дугообразной 

формы; при этом в цилиндрических агрегатах нуклеосомные частицы 

уложены в спиральную структуру. По данным электронной микроско
пии во всех этих структурах каждая отдельная нуклеосома имеет вид 

компактного толстого бочонка высотой 57 А и диаметром 110 А. По
скольку при агрегации нуклеосом образуются дугообразные структуры 
разной кривизны, можно предположить, что либо сами нуклеосомные 

кор-частицы обладают достаточной rnбкостью. либо при агрегации из
меняется характер межмолекулярных взаимодействий и это приводит 

к изменению кривизны. Кроме того, само существование агрегатов сви

детельствует о том, что нуклеосомные кор-частицы имеют тенденцию 

слипаться друг с другом, причем слипание идет главным образом по 

торцам бочонков [1331]. 
Если в мягких условиях расщепить нуклеосомный кор протеазами, 

получатся частицы, которые сохраняют первоначальную форму и дают 

при кристаллизации достаточно большие, пригодные для рентгено
структурных исследований кристаллы. Для этих кристаллов с помощью 

дифракции рентгеновских лучей и нейтронов в сочетании с электронно
микроскопическими методами были получены карты электронной плот

ности с разрешением 20 А [1332, 1333] (рис. 19.4). 
Нуклеосомная кор-частица~ состоящая из гистонового октамера н на-

витых на неrо левых сверхвнтков ( l ~) ДНК, обладает симметрией 2-го 
порядка. Судя по картам электронной плотности, нуклеосомный кор 

имеет форму сплюснутого клиновидного uилиндра (с размерами, ука

занными выше), который состоит из двух четко разграниченных поло-



ДНК+ белок 

ДНК 

Белок 
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вин (рис. 19.4). С помощью метода вариации контраста, в котором ис
пользуются растворы с различным соотнощением D20/H20 [чтобы 

поочередно скомпенсировать рассеяние нейтронов на ДНК (65% D2 0) 
и на белке (39% D 20)], было четко показано, что сам гистоновый окта-

3 
мер по форме напоминает сердце и обвит 14 витка левой сверхспирали 
ДНК с шагом 27 'А. Такую же организацию имеют нуклеосомные кор
частицы и в растворе [1320. 1324] (рис. 19.5, 19.6). 

Если исходить из того, что ДНК в нуклеосоме находится в В-форме 
(т. е. имеет диаметр 20 А), то мы ролучим, что при наружном диаметре 
нуклеосомной кор-частицы 110 А диаметр сверхспирали ДНК равен 
90 А; это означает. что на один виток сверхспирали ДНК должно при
ходиться 80 пар оснований. Учитывая эти оценки, а также результаты 
по расщеплению нуклеосомных коров панкреатической дезоксирибону
клеазой (ДНКазой 1), можно сделать вывод, что кор должен обладать 
симметрией 2-го порядка [1333-1335] (рис. 19.5). В пользу такого пред
положения свидетельствуют следующие факты. Во-первых, места пред

почтительного расщепления ДНК находятся друг от друга на расстоя

нии 10 пар оснований, как и следовало ожидать для В-формы ДНК. 
Во-вторых, места наиболее частого расщепления разделены расстоя
нием в 80 нуклеотидов, что предположительно соответствует размеру 
витка сверхспирали. И наконец, локализация мест «частого)) и «редко

го)) расщепления показывает, что для нуклеосомного кора в целом ха

рактерно наличие оси симметрии 2-го порядка. 

При закручивании ДНК вокруг гнстоновых октамеров происходит ло
кальное перекручивание двойной спирали. Немного забегая вперед (этот 

вопрос будет обсуждаться в разд. 19.7, где вводятся понятия порядка 
зацепления, райзинга и кручения кольцевых ДНК1 отметим, что при 

формировании вокруг гистонового октамера сверхвитков двойная спи
раль ДНК перекручивается. Был проведен эксперимент, в котором очи

щенную кольцевую ДНК вируса SV40 инкубировали с гистоновыми ок
тамерами. При образовании нуклеосомных частиц спираль ДНК делала 

Рис. 19.4. Результаты, полученные с помощью рентгеновской и нейтронной ди
фракции, демонстрирующие структуру полного нуклеосомного кора (вверху), 
одной только ДНК (в центре) и белкового компонента (внизу) [1327]. Верхний 
рисунок получен по данным рентгеновской дифракции, остальные -по результа

там рассеяния нейтронов с помощью метода вариации контраста, при котором 
используются растворы с различным соотношением D2 0/H2 0 , чтобы поочеред
но скомпенсировать рассеяние на белке (39% D2 0, центральный рисунок) и на 
ДНК (65% D2 0 , нижний рисунок). Цветной линией показаны границы элемен
тарной ячейки кристалла; цветом выделена также одна из нуклеосомных кор-ча
стиц, которые видны на рисунке в боковой проекции. Обратите внимание, что 
кор-частица имеет клиновидную форму и состоит из двух частей. Распределение 

3 
плотности для ДНК (в центре) отвечает 1- сверхвитка. 

4 
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...... 
Ось симметрии 

2·ro nорядка 

Рис. 19.5. Модель нуклеосомного кора. состоящего из mстонового октамера 
(Н2А, Н2В, НЗ, Н4)2, расположенного в центре, и фрагмента ДНК длиной 146 
пар оснований, который навивается на гистоновый октамер, образуя левые 
сверхвитки . Показана ось симметрии 2-го порядка (слева). Полная нуклеосомная 

частица содержит фрагмент ДНК длиной 166 пар оснований, который образует 
два сверхвитка. Гистон Hl располагается у края нуклеосомы и скрепляет точки 
«Входа>> и «Выхода» ДНК (справа). 

вокруг кажпого октамера почти лва оборота, в результате чего в коль
цевой молекуле возникало напряжение. Затем ДНК переводили в релак

сированное состояние с помощью топоизомеразы 1 [1321]. После удале
ния гистонов была получена кольцевая ДНК с отрицательной 
сверхспирализацией, причем на нуклеосому приходилось от - 1 по 

1 1 
-1- (в среднем -1-) сверхвитка. Из этих данных следует, что на 

4 8 
виток двойной спирали ДНК, закрученной вокруг гистонового октаме

ра, приходится 10.0 пар оснований и, следовательно, по сравнению 

с ДНК в растворе, у которой на виток приходится 10,4 пар (гл. 9), она 
перекручена. 

Взаимодействие с гистонами облегчает изгибание ДНК. Обычно счи
тается, что из-за взаимного отталкивания отрицательно заряженных 

фосфатных групп, расположенных вдоль сахарофосфатного остова, 
двойная спираль ДНК ведет себя как довольно жесткий стержень [1336, 
1337]. Однако теоретические расчеты показывают, что можно плавно 
обвить ДНК вокруг гистонового кора, не вводя в молекулу изломов, 

без которых, как предполагалось вначале (гл. 14), указанное закручива
ние невозможно. В пользу такой точки зрения свидетельствует и то об

стоятельство, что основные аминокислоты на N-концевых участках ги
стонов будут частично нейтрализовать отрицательный заряд фосфатных 
групп ДНК. С помощью экспериментов по сшиванию можно показать, 

что гистоны взаимодействуют с двойной спиралью ДНК в основном со 

стороны главного желобка [1339]; это согласуется с изложенными вы
ще представлениями о доступной поверхности ДНК (разд. 17.3). Как 
видно из рис. 19.7, все гистоны (за исключением гистона Hl) связы
ваются с ДНК таким образом, что нейтрализуют отрицательные за
ряды лищь с одной стороны двойной спирали; на противоположной 
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стороне отталкивание зарядов остается прежним, и все это должно спо

собствовать изгибанию молекулы ДНК вокруг гистонового кора [1340]. 

19.5. СТРУКТУРНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ НУКЛЕОСОМ 
В ВОЛОКНАХ ДИАМЕТРОМ 100 И 300 А. 
СУПЕРСВЕРХСПИРАЛЬ. ИЛИ СОЛЕНОИД 

Из-за больших размеров и сложности компонент нуклеосом и хромати
на их структурная организация в хромосомах не является строго регу

лярной, поэтому для исследования структуры хромосом дифракционные 

130 

3 
Рис. 19.6. Показанный крупным планом фрагмент ДНК, образующий 1- сверх-

4 
витка вокруг гистонового о_ктамера [1327). Диаметр ДНК равен 20 А. наружный 
диаметр сверхспирали 110 ~шаг сверхспирали 27 А. На один сверхвиток прихо
дится 80 пар оснований ДНК 
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Рис. I 9. 7. Схема, иллюстрирующая асимметричную нейтрализацию зарядов 

фосфатных групп на ДНК при связывании с rистонами [1340]. Гистоны изобра
жены в виде черных полосок. Электростатическое отталкивание заряженных 

фосфатных групп в минорном и главном желобках (жирные и тонкие стрелки) 
приводит к изгибанию молекулы ДНК, при котором гистоны оказываются вну
три структуры. 

методы оказываются непригодными. Чтобы хотя бы на макроскопиче
ском уровне изучить строение волокон диаметром 100 и 300 А, которые 
являются главной составной частью хромосом (рис. 19.8), используют 
электронно-микроскопические методы [ 1341]. 

Структура хроматина, л1DUеиного гистона Hl, иереrулярна. После уда
ления гистона Н1 при низкой ионной силе нуклеосомы по-прежнему 

Рис. 19.8. Соленоидальная структура хроматина (1327, 1341]. В отсутствие ги
стона Hl (в нижией части рисунка) точки «входа>> и «выхода>> ДНК оказываются 
на противоположных сторонах нуклеосомы и регулярной структуры не обра
зуется. Гистон Hl «скрепляет» нуклеосому, при этом точки «входа>> и «выхода>> 
ДНК располагаются уже на одной стороне нуклеосомы. При увеличении кон

центрации соли нуклеосомы, содержащие гистон Hl, образуют спиральную 
структуру, у которой на виток приходится 3--6 нуклеосом (п). При этом rистоны 
Hl группируются в центре спирали, скрепляя ее струюуру, которая иначе была 
бы довольно рыхлой. Спираль может быть как правой, так и левой (на рисунке 

показана левая спираль) и не обязательно строго регулярной. Наружный диа

метр соленоида равен 250-300 ~ шаг 110 'А (об альтернативной модели см. 
в тексте). 
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располагаются вдоль молекулы ДНК примерно через каждые 200 пар 
оснований, однако теперь они не имеют такой регулярной структуры 

и точки «входа>> и «выхода» ДНК располагаются не с одной, а с проти
воположных сторон нуклеосомы. При ионной силе выше 40 мМ NaC1 
такой хроматин образует уже не спиральную структуру, изображенную 

на рис. 19.8, а клубки неправильной формы. Таким образом, гистон Hl 
играет важную структурную роль и необходим для упаковки хроматина 

в структуры с более высоким уровнем организации. 
Нуклеосомная нить и волокно диаметром 100 А. Низкий уровень 

структурной организации. Если интактный хроматин, содержащий все rи

стоны, поместить в раствор с низкой концентрацией соли ( ,...., 1 мМ 
NaC1), он образует развернутую структуру с хорошо различимыми ну
клеосомами. у которых точки «входа>> и «выхода» ДНК практически со

впадают. Диаметр такой структуры равен 100 'А, и она называется ну
клеосомной нитью [1341]. При увеличении ионной силы до 100 мМ 
NaC1 длина спейсерных, или линкерных участков ДНК между нуклеосо
мами уменьшается, и это приводит к образованию более плотной кон
фигурации, в которой нуклеосомы уложены в зигзагообразную структу
ру. Такую форму обычно называют единичным волокном и ... 1и 
волокном-100 'А (рис. 19.9). 

Структура «соленоида» стабилизируется с помощью взаимодействия 

между гистонами Hl. При дальнейшем увеличении ионной силы или при 
добавлении небольшого количества двухвалентных катионов (Mg2 + ) 
единичные воло!ша образуют еше более плотную структуру- волокна 
диаметром 250 А. Для описания молекулярной архитектуры этих воло
кон было предложено несколько моделей. Мы рассмотрим только две 
из них. Согласно одной модели, основанной на электронно-микроскопи

ческих исследованиях, волокна-100 'А сворачиваются в спиральную 
структуру, у которой-в зависимости от концентрации соли в раство

ре -на виток приходится от 3 до 6 нуклеосом (рис. 19.8). Общий диа
метр такого сgленоида [1342], или суперсверхспирали [1343], соста
вляет 250- 300 А, а высота витка 110 А. Знак спирали не обязательно 
фиксирован; она может быть как правой, так и левой. В частности, на 
рис. 19.8 приведена левая спираль. 

Важной особенностью этой модели, а также других моделей, анало
гичных данной и предложенных независимо [1343], является то обстоя
тельство, что нуклеосомы в волокне располагаются так, что гистоны Н1 

оказываются локализованными в центре соленоида и, следовательно, 

находятся в тесном контакте друг с другом. Это согласуется с результа

тами экспериментов по сшиванию, в которых наблюдается образование 

гомополимеров из гистонов Hl [1344, 1345]. Основной вклад в стабили
зацию соленоида, очевидно, вносит взаимодействие гистонов Hl, а не 
специфические контакты между нуклеосомами; в противном случае та

кие контакты в строго эквивалентных участках нуклеосом должны были 

бы привести к образованию из нуклеосом регулярной квазикристалли

ческой спиральной структуры, чего на самом деле нет. Совершенно оче-
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Рис. 19.9. Схематическое изображение последовательных уровней структурной 
организации ДНК в высококонденсированном хроматине [1332]. (1) ДНК, при
крепленная к белковой сердцевине (см. также рис. 1.5). (2) Добавление гистонов 
Н2А, Н2В, НЗ и Н4 приводит к образованию довольно рыхлой, но тем не менее 

конденсированной зигзагообразной структуры, которая при связывании с гисто

ном Hl образует волокна диаметром 100 А. (3) Такие волокна (они показаны 
также в нижней части рисунка 19.8) образуются при низкой ионной силе. При 
увеличении ионной силы образуются «соленоидьш, или «суперсверхспиралю>, 

диаметром 250-300 А (4); они могут компактизоваться и дальше, образуя жгуты 
диаметром 600 А (5). 

видно также, что спейсерные участки, соединяющие нуклеосомы, не 

оказывают заметного влияния на стабилизацию соленоида, поскольку 

такая же структура образуется и из изолированных нуклеосомных ча
стиц [1342, 1346]. 

В другой, более поздней модели предполагается, что повторяющейся 

единицей в структуре волокна диаметром 250 А является не нуклеосома, 
а димер из двух зигзагообразно уложенных элементов волокна-100 А. 
При закручивании этого волокна вокруг оси образуется цилиндрическая 
спираль диаметром 250-300 'А, в центре которой располагается спейсер
ная ДНК в конденсированной форме [1347]. На боковой поверхности 
этой спирали имеется желобок, способный разместить гистон Hl, ко
торый в данном случае также будет стабилизировать общую структуру. 

31- 509 
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Хотя обе модели волокна диаметром 250 'А приписывают ему в целом 
сходную, спиральную структуру, они тем не менее предполагают совер

шенно разное расположение гистона Hl - в центре соленоида или на по
верхности закрученного в спираль волокна-100А. В настоящее время 
трудно решить, какая из этих моделей справеллива. поскольку прямые 

экспериментальные данные о локализации гистона Н 1 в волокне 

отсутствуют. 

19.6. ОРГАНИЗАЦИЯ ХРОМАТИНА В ХРОМОСОМЕ; 
ТРАНСКРИПЦИЯ 

Формы структурной организации хроматина, схематически показанные 

на рис. 19.9, являются лишь частью общей картины структурного 
устройства хромосомы. В хромосомах хроматин прикреплен к белково
му каркасу, который образует центральную часть структуры. Если уда

лить из хромосомы все гистоны, то под электронным микроскопом во

круг белкового каркаса будет виден «ореол» из ,..., 4000 петель ДНК 
длиной от 40000 до 90000 пар оснований каждая (см. рис. 1.5) [1322. 
1348]. 

По мере усложнения системы ДНК сначала связывается с rистона

ми, образуя хроматин в виде нитки бус. Затем происходит процесс ком
пактизации хромашна-образование волокон-100 'А, волокон-300 А (со
леноидов) и еще более сложных, по-видимому, также спиральных 

структур (рис. 19.9). Степень компактизации ДНК в хромосоме дости
гает 5000-8000 [1322], а по некоторым оценкам даже 250000 [1327]. 

Как происход1rr транскрипция? В настоящее время об этом процессе 

известно далеко не все. Одна из чисто гипотетических моделей тран

скрипции показана на рис. 19.10. В результате локального раскручива
ния соленоидальной структуры высвобождаются содержащие гистон Hl 
неактивные нуклеосомы. После удаления гистонов Hl и связывания 
с белками HMG (high-motility-group) нуклеосомы становятся активны
ми, разворачиваются (при этом остальные гистоны остаются связанны

ми с ДНК и расположены вдоль нее в соответствующем порядке) и це

пи ДНК временно расходятся. Некодирующая цепь ДНК по-прежнему 
связана с гистонами и белками HMG и не участвует в процессе тран
скрипции, тогда как комплементарная ей цепь транскрибируется РНК

полимеразным комплексом. 

На новосинтезированной РНК сразу же формируются короткие спи

рали (вторичная структура) и происходит связывание РНК со струк

турными белками с образованием rетероядерного РНК-белкового ком
плекса, в котором РНК защищена от нуклеазного расщепления. Такой 

процесс происходит не на одном, а одновременно на многих участках 

хромосомы, и, таким образом, информация, содержащаяся в ДНК, бы

стро транскрибируется, после чего образовавшиеся молекулы мРНК 

подвергаются процессингу ( сплайсингу) и транслируются на рибосомах 
(1349]. 
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Рис. 19.10. Схематическое изображение транскрипции (описание см. в тексте) 
[1322]. 

19.7. ТОПОЛОГИЧЕСКИЕ ПРОБЛЕМЫ КОЛЬЦЕВЫХ 
ЗАМКНУТЫХ СВЕРХСПИРАЛЬНЫХ ДНК 

Сверхспиральная ДНК-биологически активная форма молекулы [1349а]. 
Линейная двухцепочечная ДНК в растворе или волокне находится в то
пологически релаксированном состоянии. В этом состоянии она либо 

совсем неактивна, либо проявляет пониженную активность в таких про
цессах, как репликация, транскрипция и рекомбинация. Для того чтобы 

эти процессы протекали с нормальной скоростью, нужна ДНК в напря
женном, сверхспиральном состоянии с более или менее детерминиро-
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ванной пространственной структурой [1350- 1354]. Наличие сверхспира
лизации ДНК означает, что мы имеем дело с кольцевой замкнутой 
формой ДНК, причем пол замыканием в кольцо в данном случае под

разумевается не обязательно образование «сшивки» между 3' - и 5' -кон
цами обеих цепей ДНК, как это имеет место у бактериальных и мито

хондриальных плазмид [1349а ], но и фиксация концов ДНК, например 
на хромосомном белковом каркасе у эукариот (разд. 19.5; рис. 1.5 
и 19.9), или просто оrраничение свободы вращения концов молекулы (в 
случае очень длинной двухцепочечной ДНК). 

Что такое сверхспиральная ДНК? Если молекулу ДНК в обычной 
релаксированной В-форме замкнуть в кольцо, от этоrо она еще не ста

нет сверхспиральной. Представим себе теперь, что перед тем, как замк

нуть ее в кольцо и сшить концы друr с друrом. мы слеrка раскрутили 

двойную спираль, а после сшивания предоставили ей полную возмож

ность вновь образовать нормальную В-форму. Молекула будет стре
миться скомпенсировать предыдущее раскручивание. Одна.ко наша 

ДНК представляет собой кольцевую замкнутую молекулу, поэтому то 

напряжение, которое мы ввели в нее, раскрутив двойную спираль, будет 

компенсироваться закручиванием кольца в сверхспиральную структуру, 

т. е. сверхспирализацией. Если до сшивания концов молекула была рас
кручена, говорят об отрицательной сверхспирализации, хотя сверхспи

раль будет правой (рис. 19.11). Обычно наблюдается именно такая 
сверхспирализация. При интеркаляции лекарственных препаратов 

в кольцевую ДНК возникает положительная сверхспирализация и обра
зуется левая сверхспираль, как должно было бы произойти, если бы 
ДНК перед замыканием в кольцо перекрутили (рис. 16.3). 

Сверхспирализацию ДНК регулируют особые ферменты -топоизоме
разы. Эти ферменты были названы так потому, что они переводят ДНК 

из одной тополоrической формы в друrую с перестройкой общей про
странственной геометрии ДНК [1350-1358]. И у эукариот, и у прока
риот были обнаружены топоизомеразы 1-ферменты, снимающие 

сверхспирализацию без помощи А ТР или друrих источников энерrии. 

Эти ферменты иногда называют также свивелазами, ДНК-раскручиваю

шими или ДНК-релаксирующими ферментами, N/С-ферментами (от 

анrл. nicking-closing) или rо-белком (в Е. coli (1356]). Они разрезают од
ну из цепей сверхспиральной двухцепочечной ДНК, поворачивают ее 

вокруг второй цепи и затем вновь сшивают, используя для этоrо про

цесса энерrию сверхспирализации ДНК. 

Обратный процесс-сверхспирализация релаксированной ДНК 

в клетках прокариот и эукариот-осуществляется ферментами, которые 

называют гиразами или топоизомеразами II [1357, 1358]. Субстратом 
для них служит обычная двухцепочечная ДНК. Фермент закручивает 

двойную спираль ДНК до тех пор, пока не будет достиrнута нужная 

степень сверхспирализации-обычно это величина порядка одного отри

цательноrо сверхвитка (т. е. один оборот правой сверхспирали) на ,.._, 15 
витков двойной спирали В-ДНК (1354, 1358]. Такая изомеризация ДНК 
(ее механизм обсуждается в работе [1358]) требует энергетических за-
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Рис. 19.11. Взаимосвязь между порядком зацепления Lk, кручением Tw и рай
зинrом Wr· Одна из цепей ненапряженной релаксированной ДНК в В-форме 
(длиной 420 пар оснований) делает 42 оборота вокруг второй цепи : Lk = Tw = 42, 
Wr =О (вверху). Если теперь левый конец молекулы закрепить, а правый вра
щать, как показано на рисунке, чтобы он сделал 6 оборотов (двойная спираль 
при этом частично расплетается), то Lk и Tw уменьшатся до 36. Эту ДНК мож
но опять замкнуть в кольцо так, что будет соблюдаться условие Lk = Tw = 36, 
Wr =О. Однако у такой молекулы пары оснований, составляющие 6 витков 
двойной спирали, должны быть разрушены. Поскольку ДНК стремится остаться 
в В-форме, на самом деле Tw увеличится до исходного значения (что соответ
ствует 420 парам оснований), а порядок зацепления, который является топологи
ческим инвариантом, останется равным 36. Таким образом, чтобы выполнялось 
Уравнение (19.1), должен измениться параметр Wr-райзинг, т. е. теперь Wr = - 6, 
и это означает, что образовалась правая сверхспираль из 6 сверхвитков. 
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трат, поэтому гираза для нормальной работы нуждается в А ТР, а кро
ме того, в ионах Mg(II) и в спермине, стимулирующем эту реакцию. 

Сверхспирализация как способ запасания энергии. Возможно, сверх
спирилизация ДНК нужна не только для того, чтобы придать молекуле 

форму, необходимую для взаимодействия с определенными белками, 

и не только для того, чтобы снять напряжение в репликационной вилке 
[1350]. Возможно, сверхспирализация представляет собой новый способ 
запасания энергии по аналогии с финансовым принципом [1358]: поку
паем (используем энергию сверхспирализации) сейчас, платим (закручи
ваем ДНК в сверхспираль с использованием энергии АТР) потом. Про
должая аналогию, уместно задаться вопросом о валюте, которая 

используется в этих сделках. С одной стороны, мы имеем АТР /Mg(II), 
с другой-порядок зацепления сверхспиральной ДНК. Что же такое по
рядок зацепления? 

Порядок зацепления, райзинг и кручение -параметры, позволяющие 

математически описывать сверхспиральное состояние. Для описания 

сверхскрученной замкнутой ленты математики вывели уравнение, кото

рое применимо и для описания сверхспиральной ДНК [1359- 1362]. 
В этом уравнении порядок зацепления Lk (от англ. linkiлg number) 

является целочисленным инвариантом для любых топологических со

стояний замкнутого кольца. В случае ДНК Lk равно числу оборотов 
одной полинуклеотидной цепи вокруг другой; при этом правоспираль

ному кручению (как в двойной спирали ДНК) соответствуют положи
тельные значения 4, а левоспиральному -отрицательные. У релаксиро
ванной, ненапряженной кольцевой ДНК Lk совпадает с величиной Tw 
(кручением ДНК), которая равна числу витIСов двойной спирали 
(рис. 19.11); при этом форма молекулы ДНК соответствует плоскому 
кольцу: 

Lk = Tw. 

Если бы двойная спираль ДНК обладала способностью отвечать на 
раскручивание (или закручивание) уменьшением (или увеличением) угла 

спирального вращения. это соотношение выполнялось бы всегда и явле
ния сверхспирализации не возникало. Однако ДНК выгодно (при за
данных условиях среды) оставаться в В-форме с числом пар на виток, 
равным 10,5; поэтому значение Tw может меняться лишь в очень узких 
пределах; внесенное в порядок зацепления изменение может компенси

роваться либо разрушением нескольких пар оснований (рис. 19.11), ли
бо, что более вероятно, сверхспирализацией ДНК. Число витков 
в сверхспирали определяется райзингом Щ [1360], и три 
параметра - Lk, Tw и Щ-связаны соотношением 

(19.1) 

Как уже говорилось, Lk является целочисленным инвариантом и, 

следовательно, не меняется, если кольцо ДНК остается замкнутым. Па-
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раметры Tw и Щ. могут принимать любые значения в зависимости от 
пространственной формы ДНК. Следует подчеркнуть, что по определе

нию Lk и Tw положительны в случае правых спиралей и отрицательны 
в случае левых, а райзинг Щ, наоборот, отрицателен в случае правой 

сверхспирали и положителен в случае левой (см. рисунок в дополнении 

19.3). 

Дополнение 19.3 

()оределенне ранзинга 

Словесное определение знака сверхспирали ДНК такое же, как и в случае 

двойной спирали (т. е. связано с понятием левого и правого винта). Однако знак, 
приписываемый райзингу Щ, который используется при описании сверхспира

лей, определяется по-другому. Это требует некоторых пояснени~ для которых 
мы воспользуемся рисунком, приведенным ниже. 

Предположим. что резиновую трубку, которую мы будем использовать 

в качестве модели двойной спирали ДНК, намотали на цилиндр так, что образо
валось N левовинтовых витков. Свободный конеu трубки во время наматывания 
мог свободно вращаться. После этого конuы трубки соединили и удалили ци
линдр. Трубка сразу же перейдет в другую тополоmческую конфигурацию. ко
торая будет представлять собой аналог закрученной на себя двойной спирали 
( = сверхспирали). У этой сверхспирали угол сх2 (см. рисунок) будет больше, чем 
угол сх1 у исходной левовинтовой структуры, при этом в сверхспирали «обра
зуется» приблизительно N /2 витков. На самом деле мы видим на рисунке не N /2 
(т. е. не 4), а только 3 витка, потому что искривление осевой линии трубки (рай
зинг) при сворачивании ее в сверхспираль частично компенсируется внутренним 
кручением и появлением изmбов на обоих концах сверхспирали. Самое удиви
тельное, что получившаяся сверхспираль оказывается правой. Тем не менее. по
скольку мы начинали с левого винта, определим число сверхвитков спирали от

рицательной величиной. - N/2 [1357, 1365]. При подсчете райзинга Щ 
учитываются все точки пересечения, поэтому в нашем примере W.: = - 8 (см. 

подпись к рисунку). 

Наша трубка (ДНК) при образовании сверхспирали раскручивается на 

N витков, Л Tw = - N. Вы можете это легко проверить с помощью следующего 
эксперимента. Возьмите резиновую трубку за два конца и вращайте конеu, ко
торый вы держите в правой руке, по часовой стрелке («по правому винту»). Это 

будет соответствовать раскручиванию двойной спирали ДНК (в чем вы можете 
легко убедиться, если возьмете не шланг. а скрученную в «правую спираль» ве

ревку или телефонный шнур). Если сделать N вращений (т. е. повернуть конец 

трубки на угол N · 360°), то порядок заuепления нашей модели ДНК уменьшит
ся: ЛLk = - N. Теперь соедините концы трубки и дайте ей возможность принять 
равновесную, сверхспиральную форму. Образовавшаяся сверхспираль будет 
в точности идентична той, которая получалась ранее, в результате наматывания 
трубки на uили~щр (см. рисунок). 

Эти опыты моделируют закручивание молекулы ДНК вокруг гистоновых 
ожтамеров в нуклеосомах. В разд. 19.4 был описан эксперимент, в котором за
крученную в левую спираль вокруг mстонового октамера кольцевую ДНК пере
водили в релаксированное состояние при помощи топоизомеразы 1. После уда
ления гистонов «недокрученная» ДНК сворачивалась в правую сверхспираль. 
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Причину образования этой сверхспирали можно понять, обратившись к уравне
нию (19.1). Поскольку ДНК стремится сохранить В-форму, значение ЛТw будет 
близко к пулю. Поэтому недокручивание ( - ЛLk) должно компенсироваться из
менением райзинга ( - Л Щ.), что эквивалентно образованию правой сверх

спирали. 

Определение райзинга. Предположим, что резиновая трубка свободно, без на
пряжения, намотана на цилиндр, образуя при этом 8 левых витков. Если соеди

нить концы этой трубки и удалить цилиндр, она примет форму правой спирали 
с 8 точками пересечения (из-за концевых эффектов в этом примере получится 
только 6 пересечений). Поскольку исходная спираль была левой, райзинrу при

писывают отрицательное значение Wr = - 8, хотя сверхспираль, которая полу
чается после удаления цилиндра, является правой [1362]. 
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Рассмотрим теперь два примера, показанные на рис. 19.ll. Если 
кольцевая ДНК сохраняет плоскую конфигурацшq, то изменение поряд-

ка зацепления 

(19.2) 

компенсируетсй лишь изменением кручения Tw, поскольку в этом случае 
и Wr и Л Wr равны нулю. Необходимое изменение Tw достигается либо 
путем монотонной модификации всех витков спирали, либо (с сохране
нием В-формы ДНК) в результате разрушения нескольких пар основа

ний. С другой стороны, если параметр Tw не меняется (ЛТw = 0}, то 

ЛLk = ЛЩ. 

т. е. изменение порядка зацепления почти полностью переходит 

в сверхспиральный райзинг Wr (почти, потому что при образовании 

сверхспирали немного изменяется и величина Tw [ l 362]). В примере, 
приведенном на рис. 19.11, ДНК раскручивают, при этом Lk уменьшает
ся и, следовательно, ЛLk отрицательно (ЛLk = - 6). 

Если теперь замкнуть ДНК в кольцо и отпустить его, оно примет 
форму правой сверхспирали с отрицательным райзингом ( -ЛJVr} (см. 
дополнение 19.3). Если, наоборот, перекрутить двойную спираль (т. е. 
внести положительное ЛLk), то после замыкания в кольцо образуется 
левая сверхспираль, число витков которой определяется положи

тельным райзингом Л Wr. 
В альтернативном способе описания используются другие обозначе

ния - сх., р, т, причем 

сх. = р + т. (19.3) 

Здесь число топологических витков сх. эквивалентно Lk, а р и т эквива
лентны Tw и Wr соответственно. При описании степени сверхспирально
сти часто используют понятие плотности сверхвитков cr = т/р. Эта ве

личина дает грубую оценку числа сверхвитков на 10 пар оснований; для 
ДНК~ выделенной из клеток и вирусных частиц, cr обычно равно - 1/15, 
или - 0,06 [1353, 1363, 1364]. 

Z-форма ДНК имеет особое значение для сверхспирализации. Если 
У В-ДНК перевести один виток в Z-форму, т. е. преобразовать правый 
виток в левый, то у оставшейся части молекулы в идеальном случае (в 

отсутствие концевых эффектов) кручение Tw увеличится на 2, Л Tw = - 2. 
Так как Lk у кольцевой замкнутой молекулы ДНК является топологиче
ским инвариантом, при изменении Tw должен соответствующим обра
зом измениться и райзинг: Л Wr = 2. Это означает, что переход В +:t Z да
же на небольшом участке молекулы будет оказывать очень сильное 

влияние на макроскопическую топологию сверхспиральной ДНК и по

этому, возможно, используется клеткой в процессе экспрессии генов (см. 
также гл. 12). 

Как экспериментально установить наличие сверхспирализации ДНК? 
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Прямой путь обнаружения сверхспиральных структур -это, конечно, их 

визуализация с помощью электронной микроскопии [1350, 1362]. 
Косвенный, но тем не менее очень чувствительный метод, при

годный для исследования ДНК в водном растворе, основан на интерка

ляции молекул антибиотиков или красителей в двойную спираль коль

цевой ДНК. Как описано в гл. 16 и показано на рис. 16.3. при 
некоторой концентрации интеркалятора наблюдается полная компенса

ция отрицательных сверхвитков (т. е. правой сверхспирализации ДНК) 

и дальнейшее добавление интеркалятора приводит к образованию 
сверхспирали противоположного знака (а значит, и к изменению знака 

Щ). 

Обратимся теперь к уравнению (19.1) и вновь напомним, что значе
ние Lk все время остается постоянным, поскольку мы имеем дело 

с кольцевой замкнутой молекулой ДНК. Каждая интеркалированная 
молекула раскручивает двойную спираль ДНК на угол ""26° [1350, 
1362, 1365]. Уменьшение кручения, - ЛТw, должно компенсироваться 
соответствующим увеличением (отрицательного)' райзинга ЛЩ (по
скольку Lk = const). Поэтому при некоторой концентрации интеркалято
ра Щ становится равным О и ДНК принимает форму расправленного 

кольца без сверхвитков; дальнейшее добавление интеркалятора приво
дит к тому, что Tw становится меньше Lk и, следовательно, параметр Wr 
становится положительным. Это означает, что ДНК теперь образует 
сверхспираль противоположного знака (левую). На первый взгляд ка
жется парадоксальным, что исходная сверхспираль, образованная из-за 

«недокручивания» ДНК, компенсируется при дополнительном раскручи

вании двойной спирали под действием интеркаляторов. Однако это лег

ко понять, если промоделировать процесс с помощью гибкой резиновой 

трубки. 
Дискретность параметра порядка зацепления можно проверить при 

помощи электрофореза в агарозном геле [1365]. Этим методом .разде
ляют молекулы ДНК одинаковой длины (и заряда) по их форме 

и степени компактности. Если обработать кольцевую ДНК топоизоме

разой r при разной концентрации этидия, который в данном случае ис
пользуется в качестве интеркалирующего аrента, получится набор коль
цевых молекул с различным порядком зацепления Lk. При электрофо
резе таких молекул получается набор хорошо разделяющихся ди

скретных полос. Сверхспирализаuию ДНК можно обнаружить также 
с помощью некоторых ферментов, которые взаимодействуют преиму

щественно со сверхспиральной ДНК [1350- 1352). 
Другие виды топологической изомеризации, осуществляемые при помо

щи ферментов. Кроме релаксации и «закручивания» двойной спирали 
ДНК в резу ль тате действия топоизомеразы 1 могут происходить и дру
гие изменения в топологии молекулы ДНК, в том числе одноцепочеч

ной. 
При взаимодействии топоизомеразы 1 с одноцепочечной кольцевой 

или линейной ДНК могут образовываться топологические узлы, пока-
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Рис. 19.12. Схематическое изображение структур, образующихся при действии 
различных топоизомераз на двухцепочечную (жирные линии) и одноцепочечную 
(тонкие линии) ДНК [1375]. Символами « + » и « - » на схеме Б обозначены 
комплементарные цепи ДНК. Реакция В может проходить и с двухцепочечными 

ДНК. В ходе реакции Г образуются катенаны. 

занные на рис. 19.12, причем реакция образования этих узлов обратима. 
Аналогичным образом двухцепочечную кольцевую ДНК можно разде
лить на составляющие одноцепочечные кольца, из которых опять мож

но собрать исходную структуру. Наконец, возможно образование до
вольно экзотической структурной формы, которая состоит из замк

нутых, продетых одна в другую кольцевых молекул. Молекулы ДНК 

в такой форме называют катенанами. Катенаны удается получить in 
vitro, они были выделены также из некоторых организмов [1354, 1366]. 
Особенно большое количество конкатенантных молекул ДНК (до 50%) 
можно выделить из митохондрий L-клеток млекопитающих (когда эти 

Imетки находятся в стационарной фазе роста), обрабатывая клетки ци-
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клогексимидом или переводя их в среду, не содержащую аминокислот 

[1366- 1368]. 
Сверхспиральные кольцевые ДНК имеют определенную третичную 

структуру. Эксперименты по ультрацентрифугированию и светорассея

нию, а также электронно-микроскопические исследования сверхспи

ральных кольцевых замкнутых ДНК показывают, что эти молекулы мо

гут образовывать не только регулярную перекрученную сверхспираль, 
но и структуры, по форме напоминающие звезду [1311, 1369-1371]. Ве
роятность образования таких пространственных конфигураций зависит 
от ионной силы; они особенно стабильны в условиях, характерных для 
клеточного ядра [1371]. 

Формирование подобных структур, по-видимому, обусловлено гете

рогенностью нуклеотидной последовательности ДНК, и они образуют
ся даже при относительно небольшой разнице в энерmях. Согласно рас
пределению Больцмана, даже при разнице в энерmи 2 ккал· моль - 1 

энергетически более выгодную конформацию будут иметь 98% молекул 
[1370]. Возможно, лепестки «звезды» образуются преимущественно из 
АТ-богатых участков, поскольку они более «гибкие». С другой стороны, 
палиндромные последовательности (дополнение 18.1), которые могут 
образовывать структуры типа гиреровских деревьев (дополнение 18.2), 
вероятно, формируют дополнительные ветви [1368], особенно в случае 
«недокрученной» ДНК с отрицательной сверхспиральностью, у которой 

таким образом может частично сниматься напряжение [1372]. Вопрос 
о том, имеют ли палиндромные последовательности (особенно длинные 

палиндромные последовательности, найденные в геноме эукариот [1373, 
1374]) в условиях клеточного ядра обычную структуру или они обра
зуют петли, которые могут служить «сигналами» для определенных 

белков, все еще является предметом дискуссий. Следует упомянуть так
же о пространственных структурах типа крестообразных деревьев, в ко

торых два палиндромных двухцепочечных участка свертываются вме

сте, образуя четырехцепочечную сверхспираль [1375]. В принципе 
образование таких легко распознаваемых характерных структурных эле
ментов возможно, однако их биологическое значение и сам факт суще

ствования до сих пор находятся под вопросом. 

КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

Для двухцепочечной ДНК (но не РНК) известно несколько форм с вы
соким уровнем структурной организации. Они образуются путем про

стой агрегации в присутствии двухвалентных катионов, таких, как 

Mg2 + , полиаминов или основных полипептидов, и представляют собой 
компактные структуры, которые могут свертываться в тороиды. При 

высокой концентрации соли и в присутствии макромолекул типа поли
этиленоксида ДНК конденсируется в форму, которую называют 
ф-ДНК; переход в эту форму является кооперативным и обратимым. 
Полученные при обработке ультразвуком фрагменты ДНК длиной 

2000 А при постепенном увеличении концентрации спирта кристалли-
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зуются, хотя получающиеся кристаллы и не пригодны для дифрак

ционных исследований. Эти кристаллы по толщине равны длине одного 

фрагмента ДНК; подобные структуры образуют и другие полимеры 
при многократном складывании. 

В клеточном ядре ДНК компактизуется с помощью четырех видов 

различных гистонов. Гистоны -это основные белки. их мол. масса равна 
14000- 22000. При агрегации 8 молекул гистонов (по 2 молекулы гисто
на каждого типа) образуется глобулярный гистоновый октамер, вокруг 
которого обвивается ДНК длиной 146 пар оснований, образующая 13 / 4 

левых сверхвитка. Такая структура называется нуклеосомным кором. 

С ДНК связан еще один гистон, Hl, скрепляющий нуклеосомный кор, 
который вместе с гистоном Hl образует нуклеосому. Цепь ДНК с ну
клеосомами, которые разделены сегментами ДНК длиной 40-100 пар 
оснований, по виду напоминает нитку бус (волокно-100 А). Эта структу
ра образуется при низкой ионной силе и называется хроматином. При 

увеличении ионной силы или при добавлении в систему двухвалентных 
катионов типа Mg(II) нить компактизуется в «соленоидальную» форму 
с 3-6 нуклеосомами на виток, скрепленными друг с другом с помощью 
гистонов Hl. Такой соленоид (или волокно диаметром 300 А) закручи
вается в еще более конденсированную спиральную структуру, образуя 

хромосому. Хромосомы человека содержат двухцепочечную ДНК об
щей длиной около 2 м и имеют хорошо известную Х-образную форму; 
образование такой формы обеспечивается белковым каркасом, а кон
денсация ДНК - ее взаимодействием с гистонами. 

В хромосомах и кольцевых замкнутых (плазмидных) ДНК концы 

двухцепочечной молекулы фиксированы либо путем образования обыч
ной ковалентной связи, либо с помощью определенной упаковки моле

кулы. Имеется класс ферментов-так называемые топоизомеразы-ко

торые закручивают молекулу ДНК и создают в ней сверхвитки (что эк

вивалентно запасанию энергии) или, напротив, сбрасывают эти сверх

витки. С их помощью можно изменять общую структуру ДНК, 

играющую важную роль в экспрессии генов. Топология замкнутой 

ленты (ДНК) описывается с помощью соотношения Lk = Wr + Tw, где 
порядок зацепления Lk (в случае ДНК) определяет, сколько раз одна 
цепь молекулы обвивает другую. Параметр Lk является целочисленным 
инвариантом для всех топологических форм, а райзинг Wr и кручение 
Tw могут принимать любые значения. Число сверхвитков определяется 
райзингом Wr (для плоского кольца Wr = О). Сильное влияние на топо
логию молекулы оказывает образование левой спирали Z-ДНК (при 

переходе одного витка правой спирали в левый виток Lk меняется на 
- 2). Одно- и двухцепочечные ДНК могут образовывать и другие топо
логические формы: узлы, катенаны, кресты и т. д., биологическая роль 
которых не установлена. 
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Конденсация ДНК 464- 467 
Конформации сахара основные 69 
-- и природа заместителей 78, 79 
-- эндо-экзо 71, 77, 78, 185, 190, 193 
-- син-а«mи 29, 33. 35. 84, 92- 94. L 78, 

196, 216 
--- в гуанозине 93-94, 307, 309 
---- L-ДНК 388 
---- левой спирали ДНК 305- 306 
- - - профили энерrии 90 
--- равновесие 79, 87, 90, L89-190 
- -- факторы, влияющие на их соотноше-

ние 92 
- фиксированная 178-185 
- фуранозы, энергетическая карта 76 
- 04--эндо-04·-ЭКЗО 71- 73, 77 
Конфигурационные взаимодействия возму

щенных молекулярных орбиталей 

(КВВМО) 54. 72, 89, 95. 113 
Конформационное пространство 113 
Конформационные изменения нуклеотидов 

в комплексах с белками 434 
- карты модельных соединений Ll0-111 
-- нуклеозидов 88- 89 
- круги для нуклеозидов 70 
- -- тРНК 105, 365 
- параметры ДНК и РНК 250-251 
- - В-ДНК 286, 287 
-- комплексов интеркаляторов с ДНК 

382- 383 
Конформация высокая-анти 34, 91, 178, 

182, 207- 208, 351, 352 
- конверта 30 
- предпочтительная у нуклеотидов 120 
- относительно связи С4--С5• 35-36, 62, 

94- 97 
Кооперативность образования и разру
шения двойной спирали 160-161 

- связывание ионов металлов с тРНК 368 
Координационное связывание ионов метал-
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лов с ди- и трифосфатами 232 
- ---- основаниями 229- 230 
- число 228 
Корреляция торсионных углов в нукле
отидах 113, 278 

---- тРНК 364 
Коферменты 185, 211. См. также по 

названиям 

Кристаллография макромолекул 54 
- прямые методы 47 
Круговой дихроизм (КЩ 61, 63 
Кручение (Tw) в сверхспирали ДНК 486 
Кьюозин 202 

Лазерная рамановская спектроскопия 61 
Лактатдегидрогеназа 436, 439 
Левые двойные спирали 324. См. также 

Z-ДНК, В-ДНК левая 

Леннард-Джонса потенциал 52 
Лиганпы жесткие 222 
Лондона дисперсия см. Дисперсионные 

силы 

Магний (Mg2 +) и гидролиз АТР 104 
- комплексы с ди- и трифосфатами 232-

233 
- связывание с тРНК 104 
Макроэргичес:кие соединения см. Фосфаты, 
богатые энергией 

Малатдегидрогеназа 436, 439 
6-меркаптопурин 204 
Металлов ионы избирательность связыва

ния 229- 230 
-- координационные изомеры 233-236 
- - места координационного связывания 

222-223, 224- 225 
- - связывание и протонирование 229 
--- с атомами азота оснований 223 
- --- гидроксильной группой сахаров 223 
---- кетогруппой оснований 223, 226 
---- нуклеиновыми кислотами 220 
- - -- пирофосфатом 236-237 
- --- тиокетогруппами 226 
---- тРНК 367- 370 
---- фосфатной группой 223 
7-метилгуанозин 202 
6-метилурндин 34 
2',3'-0-метоксиметиленуридин 181 
Микрокристаллы ДНК 467 
Мини-спираль 267, 371 
Минорные основания 198-199 
- нуклеозиды (нуклеотиды) в тРНК 198-

199; 354-355. См. также Модифициро

ванные нуклеозиды и нуклеотиды ; Мо

дифицированные основания 

Модельные системы из белков с нукле

иновыми кислотами 423 
Модифицированные нуклеозиды и нукле

отиды 178 

- основания 127- 128, 132, 200 
- сахара 193 
Мутации 148, 173- 175 

Натрия координационное связывание 256, 
268-269, 332 

Неоднозначное соответствие оснований 

см. «Качание» оснований 

Нетропсин 450-451 
Не-уотсон-криковские пары оснований 174 
Неэквивалентные цепи двойной спирали 

265 
Никотинамидадениндинуклеотнд см. Nдо+ 
Номенклатура нуклеиновых кислот 21 
- Л/Л/эндо/экзо 236- 239 
Нуклеаза микрококковая 472 
- стафилококковая 437, 440-441, 444 
Нуклеиновые кислоты см. ДНК, РНК 

-- взаимодействие с белками 413, 435 
-- взаимодействие с сх-спиралью и Р-сло-

ем белков 421-423, 452- 453, 454-459 
- - модельные системы с полипептидами 

428 
-- номенклатура 21 
Нуклеозидднфосфаты 211. См. также Пи
рофосфатная группа и по названиям 

- связывание с металлами 232 
Нуклеозидтрифосфаты 211. См. также по 
названиям 

- связывание с металлами 212, 232 
Нуклеозид-2',3',О-циклофосфаты 185-186, 

188- 192 
Нуклеозид-3',5',О-циклофосфаты 187, 188, 

190-192 
Нуклеозидфосфотиоаты 208- 211 
Нуклеозиды 24 
- галогензамещенные 193 
- минорные в тРНК 198, 354 
- конформация 70 
- - фиксированная 178- 185 
Нуклеосомы 471- 482 
Нуклеотиды 11- 13, 24 
- взаимодействие с аминокислотами 423-

428 
- длины связей 68 
- «жесткие» 97- 98, 114, 433- 434 
- комплексы с ферментами см. по наз-

ваниям ферментов 

- конформация см. Нуклеозиды, конфор

мация 

-- предпочтительная 120 
- конформационные изменения в комплек-

сах с белками 434. 436-437 
- открытая конфигурация 434 
- связывание с металлами 230. См. также 
Координационное связывание ионов ме

таллов с основаниями 

- связывающиеся с ними домены бел-
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ков 435, 438, 439 
- физические свойства 122 
- циклические 186- 187. См. также Адено-

зинмонофосфат циклический 
- рК см. рК оснований 

Нумерация атомов 26 
NдD+ 12, 25, 211, 215- 216, 434, 435, 436 
- в комплексе с дегидрогеназами 435, 436, 

438, 440 
--:-- пируватом в лактатдегидрогеназе 

437, 442- 443 
- - -- литием (Li+) 212- 213, 443, 438 
- конформация 212 
- - в комплексах с ферментами 92, 436 
n/h-зависимость для полинуклеотидов 114-

117 

Оверхаузера эффект 62 
Олигодезоксинуклеотнды 404-407 
Олигонуклеотиды 

ApU 267- 269 
др-дН+рдН+ (АрАрА) 328- 330, 331 
GpC 267- 269 
UрдН+ 96, 269-271 
- параметры спирали 260, 278, 286. 287 
- структурные параметры 106, 107, 286 
Олигорибонуклеотиды 267, 269 
Осмия связывание с нуклеозидами 226 
Основания 24 
- ассопиация 143- 150 
- взаимодействие с аминокислотами 414-

418, 424- 426, 446 
--- пептидной группой 425-426 
- водородная связь С-Н ... 0 5 • 96- 97 
- геометрия 65 
- дипольные моменты 124 
- длина связей 68 
- интеркаляция в тРНК 361 
- коваленmые связи с сахаром 178-185 
- модифицированные, рК 127- 129 
- плотность заряда 122 
- протонирование 69, 124-125 
- связывание металлов 220 
- спаривание 37, 143, 320, 357- 358 
- стэкинг 134, 285 
- таутомерия. таутомерные формы 65, 122 
Оператор 450-455 

Палиндромные последовательности 423-
424, 453, 455, 492 

Параметры спирали 37, 245 
Пары оснований 139 
- - в гомополимерах 320, 334, 337 
--- тРНК 356- 361 
- - взаимодействие с аминокислотами 417-

418 
-- геометрический изоморфизм [41 
- - несимметричные 320, 334 
-- не-уотсон-криковские [ 74 

--- и мутации 175 
-- перекрывание 257, 285, 289 
-- смещение от оси спирали 38, 39, 252-

253, 255 
-- стабильность см. Основания, ассоuиа-

ция 

-- таутомерия и мутации 171 
-- угол наклона 252- 253 
--- пропеллера, пропеллерный поворот 

(0р) 38, 39, 141 
-- уотсон-криковское 15, 138- 139, 141- 142, 

143, 145, 261, 264 
-- хугстеновские 141- 143, 145, 261, 264, 

265- 266. 292, 293 
- - электронная комплементарность 150 
-- энергия взаимодействия 150 
- - образование (спаривание оснований) 37, 

143 
Паттерсона метод см. «Тяжелых ато-
мов» метод 

Перекручивание ДНК 475 
Перекрывание пар оснований 285 
Переход форм ДНК 243, 296 
--- в гибридах ДНК-РНК 302 
--- и гидратация 395, 396, 406-407 
- - - между семействами 246 
--- А-В 243, 247, 248 
--- B - Z 304, 314- 318 
Пептидная группа, взаимодействие с ос-
нованиями 425-426 

Петли 167, 168, 170, 171 
- свободная энергия ЛGполн 170 
Пирофосфатная группа 100, Ю2-104. 211 
Плавление ДНК 161- 169 
П.i1аВления температура ( Tm) 161- 169 
-- зависимость от ионной силы 163- 165 
-- и связывание пептидов 428, 431 
--- содержание GС-пар 166 
Платина 232 
- в антибиотиках 234 
- интеркаляция в ДНК 388, 389 
- координационное связывание 231, 234 
Плотность заряда (распределение заряда) 

в аминокислотах 417 
--- нуклеозидах и фосфате 122 
- сверхвитков 489 
тт-Повороты 362- 364. 271, 327 
Полиамины, связывание с тРНК 367 
- - - В-ДНК 397-398 
Поликсантиловой кислоты двойная спи

раль 337 
Полиморфизм ДНК 241 
Полинуклеотиды 106, 1 [6, 250-253, 426. 
См. также ДНК, РНК 

- зависимость n/h 114- 117 
Полуинвариантные нуклеотиды тРНК 355 
Полуэмпирический потенциал 53 
Последовательность оснований в ДНК 
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239, 249. 250 
---- специфичность связывания катионов 

256, 267- 269 
---- и гомология репрессорных белков 

455 
---- зависимость структуры от нее 243, 

272-273, 283-284 
----- стэкинга 158- 160 
Потенциал жесткой сферы 52 
Преальбумин, взаимодействие с ДНК 462 
Пропеллер 38. См также Угол проnел-
лера 

Пространственная группа 43, 45 
Протамины в комплексе с ДНК 429 
---- тРНК 431. 433 
Протонирование и координационное связы-

вание металлов 229, 230 
- оснований 69 
- ADP 126 
Прототропная таутомернзаuия 129. 130 
Профлавин 380-381 
Псевдовращение, величина изгиба ('tm) 69 
- фазовый угол Р 71, 75, 76 
Псевдовращения цикл 31- 33 
- - энергетическая карта 76 
Пуромицин 12, 216- 218 
рК 124-129 
poly (А) 324-327 

Райзинг и-;. 486-488 
Рамка считывания 37 t 
Расплетающие белки 458-459 
Рентгеновская дифракция на волокнах 57, 

58-59, 60. 245 
---- для гибридов poly(l) · poly(C) 301 
--- -- гомополимеров 321- 329, 339, 341 
---- - А-ДНК 273 
- ---- В-ДНК 280 
----- С-ДНК 292 
----- D-ДНК 296 
----- L-ДНК 388 
----- Т-ДНК 300 
----- S-ДНК см. Z-ДНК 

----- Z-ДНК 306 
- кристаллография см. Кристаллография 

Рентгеноструктурный анализ 42-60, 276 
сrо-Репрессор 450, 452-454 
Л-Репрессор 454, 458 
Рибоза, планарная конфигурация 181, 812, 

185 
- структура 84 
Рибонуклеаза А 188, 194- 195, 437 
- s 437, 440, 441, 445 
- Т1 445-446 
Рибонуклеазы (РНКазы) 185, 441, 444- 445 
Рибонуклеиновая кислота см. РНК 

РНК 21, 241. 244, 250, 251, 255- 256, 261. 
403 

- двойная спираль типов А и А' 241, 244. 
261, 262- 264 

--- хугстеновского типа 265 
- желобки 261 
- конформационные параметры 250-251 
- неэквивалентные цепи двойной спирали 

265 
- параметры спирали 252, 261 
- раскрытие пар 169-171 
- свободная энерmя 168 
- связывание с металлами 221 
- семейства 246 
- структура в волокнах 241, 245 
- структурный консерватизм 241, 249 
- трансnортная см. тРНК 
- тройная спираль 261, 264- 265 
Роданаза 439 
Россмана домен 435, 438 

Самосогласованного nоля метод 53, 54, 
73 

Сателлитная ДНК 246-247 
Сахара рК в нуклеотидах 125 
- геометрия связей 65. 70. См также 

Фураноза, геометрия связей 
- конформации 69 
-- антикорреляция в В-ДНК 281, 289 
-- в месте (А- В)-контакта в ДНК 349, 

350 
--- тРНК 361 
--- циклических нуклеотидах 188- 190 
-- изменения при интеркаляции 381 
- - ориентация заместителей 72 
-- причины 73, 75, 77 
- - син-анти 84 
-- твист 30 
-- типы 30-31, 69 
-- определение методом ЯМР 62, 188 
- плотность заряда 106. См также Фу-

раноза, плотность заряда 

- связывание с металлами 223 
- структура 65- 73 
- энергия 60. См. также Фураноза, энер-

гия 

Сверхвитков плотность 489 
Сверхспираль ДНК 492 
п-Связи 98, 100, 102. См. также п-Взаимо-

действие в связи Р-0 

Сдвиг рамки считывания 371 
Седиментации коэффициент 378 
Сера как акцептор водородной связи 204 
Симметрия в комплексах белков с нукле-
иновыми кислотами 422, 423, 453- 457 

- - коре нуклеосомы 473- 475, 476 
-- полинуклеотидных комплексах 138-141 
-- тРНК 356- 357 
- спирали 242- 243 
Семейства природных ДНК и РНК 246 
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- двойных спиралей типа А 250, 247-255 
--- - в 245, 247- 259 
---- z 312 
Слоевой линии номер 57 
Р-Слой 421-422, 450, 452-454 
Слэтера - Кuрквуда уравнение 52 
Смещение пар оснований от оси 38, 39, 

252- 253 
Соединение спиралей А- и В-типа 349-

351 
Солевые мостики 426 
Соленоидальная структура хроматина 478, 

480 
Спаривание оснований в гомополимерах 

320 
-- нестандартное в тРНК 357- 358. См. 

также «Качание» оснований 

Спектроскопические методы 41, 61. C.w. 
также ИК-спектры. УФ-спектры 

Спермин, связывание с ДНК 398 
--- тРНК 370 
Спин-решеточная релаксация 61 
Спираль двойная см. Двойная спираль 
- - модель Изинга 161 
- - образование по механизму «застежка-

молния» 160 
- одноцепочечная 154, 319- 321, 330 
- параметры 37 
- - А-типа 278, 279 
-- для олигонуклеотидов 260, 278, 286, 

287 
- -- ДНК и РНК 245, 250-253, 286, 288 
--- Z-ДНК 307 
- симметрия 242 
- трехцепочечная (тройная) 261, 264- 265, 

292 
- четырехцепочечная 319, 339, 492 
сt-Спираль белка 420 
-- взаимодействие с двойной спиралью 

нуклеиновых кислот 422-423, 453, 458 
---- В-ДНК 422, 450, 452-454 
- - -- одноцепочечной РНК 447 
--- - фосфатами 447 
Спиральные молекулы 44, 58-59 
Стабилизации энергия ДНК 403 
- Z-ДНК, факторы, влияющие на нее 315 
Стабильности матрица В-ДНК 167 
Стандартные отклонения в геометрии свя-

зей 50, 67, 68 
Структурная амплитуда Fhkl 43 
Структурные характеристики ДНК 255 
Структурный фактор 44 
Стэкинг оснований 134, 151- 160, 258, 360 
- - в двойной спирали 308- 310 
- - - тРНК 362- 364 
- - и аминокислот 125 
- --- ароматических 425, 431 
- - силы, стабилизирующие его 156 

- фосфат-основание 361, 363, 364 
S-N-взаимодействия 265- 266, 334, 336 

Таутомерия (таутомеризация) 63, 129, 131, 
171 

- изогуанозина 132 
- определение методом ЯМР 130 
Таутомерные формы оснований 65, 122, 

174 
- -- и мутаuии 173, 175 
--- енольная и иминоформа 129-130, 173 
--- модифицированных 32 
Твист-конформация сахарного кольца 30 
Тепловое движение 49 
Термодинамика образования пар основа-

ний 143 
- стэкинга оснований 153 
Тетрагидрофуран 69 
Тетраметилцитозин 69 
Тиминовые димеры 205, 206 
Тиокетогруппа (С-S-группа) 204-206 
2-тиокетозамещение 334 
4-тиоуридин 86, 206 
Тиофосфатная группа 211 
Тирозил-тРНК-синтетаза 147, 437 
Топоизомеразы 484, 491 
Топологическая изомеризация ДНК 190 
- проблема в кольцевых ДНК 483 
Топологических витков число 489 
Тороидальные структуры ДНК 467 
Торсионные углы 27- 29 
-- в нуклеозидах 70 
--- олигонуклеотидах Ю6-107, 279 
--- пирофосфатной группе 103 
--- полинуклеотидах 106-107, 250-251 
- -- тРНК 105 
-- зависимость х от б 288-289 
--- - - Z-ДНК 309 
----- тРНК 365 
-- корреляция 113- 114, 278 
Трансверсии 175 
Транскрипция 482-483 
- терминаторы 351 
Трансляция 171 
Трансэтерификация 185, 194 
Третичная структура сверхспирализован-

ной ДНК 492 
Тридентатные хелаты 238- 239 
Триплет(ы) 176 
тРНК 354 
- антикодон 371 
- взаимодействие оснований 357- 361 
- гипермодифицнрованные основания 201, 

371 
- зависимость "/.,, б, ct, ~ 364- 366. См. 
также тРНК, конформационный круг 

- изломы 360-361, 371 
- инвариантные и полуинвариантные нvк-
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леотиды 355 
- интеркаляция оснований 361 
- и пуромицин 216-217 
- «качание» оснований 175- 177, 357- 360 
- «клеверный лисп> 354, 356 
- комплекс с протамином 431- 432 
- конформационный круг 105, 364-365 
- конформация сахара 36 l 
- минорные нуклеозиды 198-199, 200, 354 
- тт-повороты 362-364 
- связывание металлов 367- 370 
-- полиаминов 367 
-- спермина 370 
- стереохимические корреляции 341 
- структура 354- 374 
- стзкинг фосфат-основание 364 
- третичная структура 356 
- узнавание мРНК 175 
- Г-форма 355, 356- 357 
Тройные спирали 261. 264, 292 
«Тяжелых атомов» метод 47, 54-55 

Угол двугранный 27, 28 
- валентный 0-Р-О 102- 103 
- крена 0i 3 8, 39 
- наклона 01 38, 39 
- падения ehkl 43 
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