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По литературным данным рассчитаны кривые протонной буферной емкости поли(С) (при 0,1 М 
Na+) и noAu(dC) (при 0,05 М Net). Проведено их разложение по базисным функциям, соответст
вующим ионизации атомных групп с одинаковыми значениями рК. Обнаружено, что кривая 
протонной буферной емкости поли(С) имеет четыре пика — два узких и два широких. Первый 
узкий пик (рК-5,6) отождествлен с кооперативным процессом образования двойных спиралей, 
индуцируемым протонированием нуклеотидных оснований по атому азота N3. Второй узкий пик 
(рК-2,9) отнесен к кооперативному распаду этих спиралей. Первый широкий пик (рК-5,3) 
соответствует некооперативному протонированию двойных спиралей поли(С) по атомам азота 
N3, частично экспонированных в раствор цитидиновых оснований. Второй широкий пик (рК" 3,1) 
отнесен к некооперативному протонированию электронейтральных цитидиновых оснований по 
атому кислорода с цис-ориентацией присоединенного протона относительно гликозидной связи. 
Эта реакция приводит к уменьшению термодинамической стабильности двойных спиралей 
поли(С) и, в конечном счете, к их диссоциации. Обсуждаются также конформационные переходы 
поли(йС), индуцированные его протонированием. 

Введение. Все гомополимеры канонических рибо-
нуклеотидов являются биологическими макромоле
кулами, поскольку они не только входят в состав 
природных Р Н К , но и выполняют определенные 
функции [1 ]. Однако в большинстве случаев меха
низмы функционирования гомополимерных трак
тов Р Н К неизвестны. Поэтому представляется ц е 
лесообразным дальнейшее исследование физико-
химических свойств синтетических гомополирибо-
нуклеотидов, в частности, их конформационных 
возможностей. 

Известно, что поли (А), поли (С) и п о л и ( 0 
претерпевают конформационные изменения в кис
лых растворах [2 ]. Переходы индуцируются прото
нированием нуклеотидных оснований. На первый 
взгляд кажется, что изучение таких структурных 
переходов не представляет биологического интере
са, поскольку внутриклеточная среда слабощелоч-
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ная. Однако в клетке протонирование нуклеотид
ных оснований гомополимерных участков Р Н К мо
жет происходить не за счет свободных протонов 
водной среды, как в экспериментах in vitro, а путем 
переноса протонов от кислых боковых аминокис
лотных остатков белков, специфически взаимодей
ствующих с нуклеиновыми кислотами. Так , напри
мер, перенос протона от карбоксильной группы 
аминокислот на нуклеотидные основания наблю
дался в ряде модельных экспериментов с низкомо
лекулярными соединениями [3—5] . Кроме того, 
методом Рамановской спектроскопии [6, 7 ] зафик
сировано протонирование цитидиновых и аденино-
вых остатков Р Н К в составе тимовирусных вирио-
нов. Предполагается, что оно обусловлено близки
ми контактами между основаниями и кислыми 
аминокислотными остатками белка оболочки [8 ]. 

Таким образом, структуры полинуклеотидов, 
наблюдаемые in vitro при кислых значениях рН, 
вполне могут быть реализованы в условиях клетки. 

Настоящая работа посвящена изучению кон
формационных переходов полирибоцитидиловой 
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(поли(С)) и полидезоксирибоцитидиловой (по
ли ( d O ) кислот. 

Поли (С)-тракты длиной от нескольких десят
ков до нескольких сотен нуклеотидов обнаружены 
в 5'-нетранслируемой области Р Н К двух групп 
вирусов (кардиовирусы и вирусы ящура) из семей
ства пикорнавирусов [9 ] . Биологические функции 
этих участков в настоящее время неясны. Наиболь
шее значение они имеют в случае менговирусов: 
искусственное укорачивание их поли (С)-последо
вательностей приводит к значительному уменьше
нию патогенности вирусов этого типа [10] . 

Конформационные переходы поли (С) наиболее 
близки по характеру к переходам поли (А) [2] . При 
щелочных и нейтральных рН оба полимера пред
ставляют собой одноцепочечные структуры, состо
ящие из спиральных и разупорядоченных участков. 
При подкислении раствора они образуют двойные 
спирали (рК ~ 5,8 при 0,1 М NaCl [11 ]). В обоих 
случаях конформационные переходы имеют высо
кокооперативный характер. В отличие от классиче
ской антипараллельной ориентации цепей в двой
ных спиралях Р Н К и Д Н К , цепи в двойных спира
лях поли (С) и поли (А) параллельны [2] . 

Основные различия между структурными пере
ходами поли (С) и поли (А) заключаются в следую
щем. Поли (А) может образовывать в зависимости 
от условий окружения три различные двухспираль-
ные формы: D, Dp и D' [12, 13] , а поли(С) — лишь 
одну [2] . В поли (А) присоединяющиеся к нуклео-
тидным основаниям протоны не участвуют в обра
зовании водородных связей между ними, а в по
ли (С) — участвуют. Температура плавления (Тт) 
двухспиральной поли (А) непрерывно возрастает с 
увеличением степени протонирования полимера 
[14] , а зависимость Тт двухспиральной формы 
поли (С) от рН имеет колоколообразный характер: 
при степени протонирования полимера меньше 50 
% она возрастает, а затем при дальнейшем умень
шении рН падает [15—18] . При высокой степени 
протонирования (—70 %) двойная спираль по
ли (С), в отличие от поли (А), разрушается [11, 16, 
18, 19] . 

Особенности структурных переходов поли (С) 
связаны с характером протонирования его нуклео
тидных оснований. На рис. 1 показана схема спа
ривания оснований в двойной полупротонирован-
ной спирали поли (С) , впервые предложенная в 
работах [15, 2 0 ] . Следует отметить, что эта схема 
основывается на результатах исследования кри
сталлической структуры цитозин-5-уксусной кис
лоты и других низкомолекулярных модельных сое
динений, а также на некоторых физико-химиче
ских свойствах самого полимера, так как в на-
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н 

Рис 1. Схема спаривания оснований в полупротонированных 
двойных спиралях поли (С) и поли((1С) [15, 20]. Пунктирной 
линией изображена делокализация избыточного положительного 
заряда, стрелкой — внутрипарный перенос протона 

стоящее время прямые рентгеноструктурные дан
ные для двойных спиралей поли (С) и поли(аС) 
отсутствуют. Как видно из этого рисунка, на пару 
комплементарных оснований в двойной спирали 
поли (С) приходится один протон, т. е. при степени 
протонирования полимера 50 % все водородные 
связи между основаниями уже образованы. При 
этом между электронейтральным Cyt и C y t ( N 3 H ) + , 
несущим на себе избыточный положительный за
ряд, образуются, как и в случае классической 
Уотсон-Криковской пары Gua:Cyt , три водородные 
связи. 

Экспериментальные данные свидетельствуют о 
том, что поли (С) может быть протонирован полно
стью. Однако единого устоявшегося мнения о меха
низме протонирования полупротонированной двой
ной спирали поли (С) в настоящее время нет. Авто
ры ряда работ [16, 18, 2 1 , 2 2 ] , в которых 
структурные переходы поли (С) исследовали мето
дом потенциометрического титрования, а также 
некоторыми другими физико-химическими метода
ми, пришли к довольно противоречивым выводам. 

Так , Гартман и Рич [16] полагают, что допол
нительные протоны могут присоединяться к элект
ронейтральным цитидиновым остаткам только по
средством раскрытия пары. Этот процесс снижает 
термодинамическую стабильность двойной спирали 
поли (С) и регистрируется, как понижение Тт. В то 
же время Кламп [18] считает маловероятным при
соединение протонов к образовавшейся двойной 
спирали поли (С) в ее центре по положению атома 
азота N 3 непротонированного Cyt и склоняется к 
мнению о внешнем механизме протонирования. В 
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этой связи он предлагает обратить внимание на 
возможность существования равновесия между 
протонированными иминными и аминными протот-
ропными таутомерами цитозина и представляет 
схему спаривания цитидиновых остатков, подо
бную той, что показана на рис. 1, но с локализа
цией избыточного положительного заряда не на 
имино- (как это традиционно представляют [2 ]), а 
на аминогруппе, считая, что электрическое оттал
кивание протонов в этом случае будет меньше. 

Авторы вышеупомянутых работ [16] и [18] , 
так же как и других, например [11, 19] , считают, 
что при высокой степени протонирования основа
ний (более 70 %) двойные спирали поли (С) разру
шаются. В то же время Сулейманова и соавт. [21, 
22] , напротив, утверждают, что полностью прото-
нированные двойные спирали поли (С) существуют 
как стабильные конформации, не выдвигая, одна
ко, при этом каких-либо предположений об их 
структуре. 

С целью внесения ясности в этот вопрос мы 
использовали для анализа кривых потенциометри-
ческого титрования, имеющихся в литературе, ме
тод протонной буферной емкости, разработанный и 
обоснованный для биохимических объектов Опана-
сенко и соавт. [23 ]. 

Метод заключается в дифференцировании кри
вых потенциометрического титрования с последую
щим их аддитивным разложением на базисные 
функции, соответствующие протонированию атом
ных групп с одинаковыми рК. Применение этого 
метода не только значительно облегчает выделение 
на кривых потенциометрического титрования уча
стков, соответствующих разным по своей природе 
процессам протонирования, но и позволяет пол
учать дополнительную информацию об этих про
цессах. Метод протонной буферной емкости успеш
но применяли ранее для исследования структурных 
переходов Д Н К [24] и поли(А) [12, 2 5 ] . 

На основании результатов, полученных этим 
методом, а также анализа литературы мы предла
гаем новый, с должным квантовохимическим и 
термодинамическим обоснованием, микроструктур
ный механизм присоединения протонов к полупро-
тонированной двойной спирали поли (С), влекущий 
за собой соответствующий структурный переход, а 
именно — ее диссоциацию. 

Методы. Буферную емкость /? определяли как 
Ай/АрН [26 ], где ДА — изменение концентрации 
титранта при добавлении его малой порции, 
АрН — малое изменение рН реакционной среды, 
вызванное Дй. Использовали интервалы: АрН = 
= 0,01 на участках с высокой буферной емкостью и 
АрН < 0,1 — на остальных участках. 

Базисные функции і-го типа рассчитывали по 
формуле [24] 

д Г п Ш = су,1п10 

где с, — концентрация способных к ионизации 
атомных групп г-го типа, определяющих і-й пик на 
кривой буферной емкости, pKt — термодинамиче
ский параметр ионизации атомных групп г-го типа, 
у І — параметр кооперативное™, показывающий, во 
сколько раз сужается рН-диапазон присоединения 
или отщепления протонов по сравнению с некоопе
ративным процессом для такого же количества 
протоноакцепторных групп. 

Расчеты и визуализация данных осуществлены 
с помощью компьютерной программы Mathcad 
PLUS 5.0. 

Результаты и обсуждение . Кривые протонной 
буферной емкости поли (С) рассчитывали по дан
ным работ [16, 18, 2 2 ] . Зависимости, построенные 
по данным Гартмана и Рича [16] , а также Клампа 
[18] , практически совпадают. Кривая, построенная 
по данным работы Аполонника и соавт. [22 ], имеет 
такой же характер, как и две предыдущие, но 
значительно (на » 0 , 9 единиц рН) смещена в 
щелочную область. Поскольку, как будет показано 
ниже, значение рК перехода поли (С) из одноцепо-
чечной спирали в двухцепочечную, рассчитанное 
по данным этой работы, не согласуется с величина
ми, приводимыми в работах других авторов, то в 
качестве типичного примера кривой протонной бу
ферной емкости поли (С) мы приводим зависимость 
(рис 2) , построенную по данным работы [16] . Она 
имеет два узких пика, соответствующих двум уча
сткам с высокой буферной емкостью, наблюдаемых 
на кривых потенциометрического титрования по
ли (С) [16, 18, 2 1 , 2 2 ] , и может быть удовлетвори
тельно представлена в виде суперпозиции четырех 
базисных функций вида (1), параметры которых 
приведены в таблице. 

Учитывая, что, согласно теории [23] , узкие 
(у > 1) пики на кривых рН-зависимости буферной 
емкости биополимеров соответствуют конформаци-
онным переходам, мы относим узкий пик 1 на 
кривой буферной емкости поли (С) к кооперативно
му образованию двойных спиралей из одноцепо-
чечных структур. Таким образом, рК первого кон-
формационного перехода поли (С) (рК1) равен 5,58 
в 0,1 М NaCL Именно в интервале рН, соответст
вующем пику 7, регистрируется конформационный 
переход поли (С) в двухспиральное состояние мето
дом УФ-спектроскопи [16] . Все известные нам из 
литературы значения рК образования двойных спи
ралей поли (С) согласуются между собой с учетом 
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условий эксперимента. Они располагаются на од
ной и той же кривой зависимости рК от ионной 
силы при комнатной температуре (рис 3) [11, 16, 
18, 27—29] . В то же время значение рК\ в 0,1 М 
КС1, рассчитанное нами по данным работы Аполло-
ника и соавт. [22] , получается значительно завы
шенным и равно 6,5. Кривая буферной емкости 
поли(С) , построенная по данным этой работы, 
хорошо раскладывается на два узких и два широ
ких пика, и расстояние по шкале рН между ее 
двумя узкими пиками примерно соответствует рас
стоянию между пиками / и 4 на рис. 2. Однако 
пики / и 4 шире, а пики 2 и 3 выше, чем 
соответствующие пики на рис. 2. 

Пик 2 на кривой протонной буферной емкости 
поли (С) (рис 2) мы интерпретируем как процесс 
некооперативного присоединения протонов к двой
ным спиралям поли (С) по положению атома азота 
N3 непротонированных нуклеотидных оснований, 
еще не вовлеченных в спаривание по схеме, пред
ставленной на рис. 1, и частично экспонированных 
в раствор. Этот процесс происходит наряду с обра
зованием двойных спиралей и продолжается после 
их формирования, поскольку при завершении кон-
формационного перехода (рН 5,4) поли(С) прото-
нирован не на 50, а примерно на 40 % . 

Широкий пик 3 на кривой протонной буферной 
емкости поли (С) соответствует процессу некоопе
ративного присоединения протонов к двойной спи
рали поли (С) иной природы, чем в случае пика 2. 
Этот процесс, по-видимому, и подготавливает вто
рой конформационный переход полимера (узкий 
пик 4). 

Согласно спектроскопическим и вискозиметри-
ческим данным, в интервале рН между двумя 
структурными переходами полимер остается в 

двухспиральной форме, и его конформация не пре
терпевает сколь-нибудь заметных структурных из
менений [15, 17] . При р Н - 4 , 6 (рис. 2) степень 
протонирования поли (С) достигает 50 %. Это так 
называемая полупротонированная двойная спи
раль, обладающая максимальной термодинамиче
ской стабильностью и имеющая максимальную Тт 

[18] . Мы, как и Кламп [18] , полагаем, что присо
единение протонов к двойной полупротонирован-
ной спирали поли (С) изнутри сильно затруднено. 
Это связано с тем, что ориентированные навстречу 

Рис 2. Протонная буферная емкость поли (С), рассчитанная по 
данным работы [16], и ее разложение. Пунктирные линии — 
базисные функции, сплошная линия — суммарная кривая. Т -
- 25 °С; 0,1 M NaCl (параметры обозначенных пиков см. в 
таблице) 

Параметры пиков разложения кривых буферной емкости поли(С) (рис. 2) и поли(ёС) (рис. 5) по базисным функциям fix 

П р и м е ч а н и е . С 0 — концентрация одноцепочечного полимера. 
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Рис. 3. Зависимость рК первого конформационного перехода 
поли (С) от ионной силы, построенная по литературным дан
ным: / — [27], Г - 2 5 °С; 2 — [28]; J — [11], Г - 2 0 °С; 4 — 
[16, 18], 7 - 2 5 °С; 5 — [29], Г - 2 0 °С 

друг другу неподеленные электронные пары атомов 
азота N3 в паре C y t : C y t ( N 3 H ) + образуют протон
ную ловушку, вследствие чего протофильность ато
ма N3 спаренного непротонированного Cyt оказы
вается намного ниже, чем свободного, где он досту
пен протонированию. Кроме того, по квантово-
химическим расчетам [30] , энергия комплексооб-
разования пары C y t : C y t ( N 3 H ) + в изолированном 
состоянии (41,7 ккал /моль) в 1,7 раза превышает 
таковую для Уотсон-Криковской пары Gua.Cyt 
(23,7 ккал /моль) . Это свидетельствует о том, что 
процесс полного раскрытия пары Cy t :Cy t (N3H) + 

при комнатной температуре является крайне мало
вероятным событием с термодинамической точки 
зрения. Кстати, согласно квантовохимическим рас
четам [31] , основной вклад в энергию комплексо-
образования изолированной пары Cy t :Cy t (N3H) + 

вносит водородная связь N3H. . .N3 и при удалении 
протона из протонной ловушки пара диссоциирует. 

Согласно квантовохимическим расчетам, [32, 
33] , наиболее вероятными местами протонирова-
ния изолированного Cyt считают атомы N 3 и 0 2 , 
причем атом кислорода — слегка более предпочти
тельным [33] . При переходе в водный раствор 
протофильность атома N 3 Cyt несколько превыша
ет протофильность атома 0 2 [33] . С учетом этого 
мы относим пик 3 на кривой буферной емкости 
поли (С) к протонированию двойной спирали по 
положению атома кислорода 0 2 непротонирован-
ных цитидиновых остатков с ^ис-ориентацией гид-

роксила относительно гликозидной связи. В пользу 
такой интерпретации свидетельствует также появ
ление полосы при 1440 см"1 (значения частот опре
делены из спектрограммы (рис. 2 в работе [19]) ) , 
соответствующей, по нашему мнению, валентному 
колебанию протонированной карбонильной группы 
в ИК-спектрах поли (С) при низких рН [16, 19] . 
Такое отнесение согласуется с расчетом колеба
тельного спектра протонированного по месту 0 2 
изолированного цитозина, а т а к ж е с частотой ана
логичного колебания, наблюдаемого в Рамановском 
спектре водного раствора протонированного по ато
му 0 2 Cyt и его кристалла на частотах 1418 и 
1408 с м 1 соответственно [33] . 

Реакция протонирования двойной спирали по
ли (С) по атому 0 2 электронейтральных цитидино
вых остатков с неизбежностью приводит к ее рас
п а д у п р и в ы с о к о й с т е п е н и п р о т о н и р о в а н и я 
(~ 70 % ) . 

Во-первых, протонирование атома кислорода 
0 2 электронейтрального Cyt если не разрушает, то 
с и л ь н о д е с т а б и л и з и р у е т п а р у C y t ( 0 2 H 
c i s ) + :Cyt (N3H) + . Вполне уместна здесь аналогия с 
Уотсон-Криковской парой Gua.Cyt , протонирова
ние которой по этому ж е атому 0 2 (с цис-ориенти-
рованным гидроксилом относительно гликозидной 
связи N 1 H ) , согласно квантовохимическим расче
там [34] , приводит к ее преддиссоциации. Кроме 
того, протонирование атомов 0 2 возмущает равно
весную конформацию сахарофосфатного остова из -
за сильного кулоновского отталкивания присоеди
ненных водородов с близлежащими атомами рибо-
зы H I ' . 

Во-вторых, вышеупомянутое протонирование 
дестабилизирует также стэкинговые взаимодейст
вия вследствие сильного электростатического рас
талкивания протонов, присоединенных к атомам 
N3 и 0 2 соседних по цепи цитидиновых остатков. 
В полупротонированной двойной спирали поли (С) 
протоны при атомах азота N 3 располагаются, оче
видно, вдоль каждой цепи через основание, т. е. 
зигзагообразно, что позволяет минимизировать их 
кулоновское расталкивание. 

Наконец, протонирование атомов кислорода 
двойной спирали поли (С) дестабилизирует ее и с 
энтропийной точки зрения, так как вначале за
трудняет, а затем делает невозможным синхронное 
коллективное туннелирование протонов вдоль вну-
трипарных водородных связей N3H. . .N3 . Квантово-
химические расчеты [31 ] указывают на то, что в 
изолированной паре C y t : C y t ( N 3 H ) + осуществляется 
туннельный перенос протона вдоль связи N3H. . .N3: 
есть основание полагать, что в двухспиральной 
поли (С) этот процесс коллективизируется. Не иск-
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лючено, что такое явление может иметь непосред
ственное биологическое значение, поскольку оно 
сопровождается, как правило, протонной гиперпо
ляризуемостью [35 ] и позволяет управлять им при 
помощи направленных электрических полей (со
здающихся локальным окружением в микроком-
партменте) сравнительно невысокой напряженно
сти. 

Что же касается точки зрения Клампа [18] на 
процесс протонирования поли (С) (см. «Введение»), 
то она не имеет достаточного квантовохимического 
обоснования [31 ]. Следует отметить, что относи
тельная концентрация редкой иминной формы Cyt 
в водном растворе оценивается как 10"5 [36] , а 
энергия к о м п л е к с о о б р а з о в а н и я п а р ы Cy t :Cy t 
(imino) [ЗО ] — на 22 к к а л / м о л ь ниже, чем анало
гичная величина для пары Cyt :Cy t (N3H) + . Следо
вательно, «сценарий» образования двойной спирали 
поли (С) через образование пары Cyt.Cyt (imino) с 
последующим ее протонированием по аминному 
атому азота N4 редкой таутомерной формы Cyt 
является нереальным. 

Узкий пик 4 на кривой протонной буферной 
емкости поли (С) соответствует протонированию 
одноцепочечных участков, образующихся при рас
паде двойных цепей поли (С) . Этот процесс имеет 
псевдокооперативный характер, отражая коопера
тивный процесс распада двойных спиралей. Счита
ется (см. краткий обзор литературы, приведенный 
в работе [21 ]), что нуклеотидные остатки в составе 
одноцепочечных полинуклеотидов протонируются 
примерно в том ж е диапозоне рН, что и свободные 
мономеры. Таким образом, поскольку рК иониза
ции цитидин-5 ' -фосфата (СМР) в 0,1 М NaCl при 
20 °С равен 4,42 [37] , то цитидиновые остатки в 
составе одноцепочечных макромолекул в интервале 
рН 2 ,7—3,1 , в котором происходит разрушение 
двойной спирали, должны быть практически полно
стью протонированы. Поэтому одноцепочечные 
структуры, образующиеся при разрушении двойной 
спирали поли (С), протонируются (по положению 
атома азота N3) сразу же после своего появления, 
в том числе и вследствие перехода протона при 
атоме 0 2 на соседний атом N 3 вдоль внутримоле
кулярной водородной связи 0 2 H . . . N 3 ; такому внут
римолекулярному переносу протона предшествует 
ротационный переход гидроксила 0 2 Н из цис- в 
mpaftc-положение. 

Однако не все авторы относят участок прото
нирования поли (С), соответствующий пику 4, к 
распаду двойной спирали. Сулейманова и соавт. 
[21, 22 ] предлагают схему протонирования по
ли (С), отличную от таковых в работах [16, 18] . 
Они считают, что в 0,1 М КС1 при степени прото

нирования поли (С) ~ 50 % сосуществуют полно
стью протонированные двойные спирали, куда вхо
дит 50 % всех оснований, и одноцепочечные не-
протонированные структуры, которые также содер
жат 50 % оснований. Эти одноцепочечные участки 
полностью протонируются при дальнейшем пони
жении рН, а двойные спирали при этом остаются 
стабильными. 

Такое представление, на наш взгляд, является 
ошибочным. Оно не имеет достаточных физико-хи
мических предпосылок и не подтверждается други
ми экспериментальными данными. Так , анализ 
спектров КД [11 ] и ОРД [38 ] поли (С) при степени 
ее протонирования в интервале 40—70 % свиде
тельствует об отсутствии сколько-нибудь заметного 
количества одноцепочечных участков в ее структу
ре. С другой стороны, при рН 3 спектр КД поли (С) 
значительно отличается от спектра двухспиральной 
формы и соответствует неструктурированному со
стоянию полимера [11 ]. Кроме того, схема прото
нирования поли (С), предлагаемая авторами работ 
[21, 2 2 ] , не может объяснить резкого уменьшения 
температуры плавления двухспиральных участков 
полимера в интервале рН, соответствующем степе
ни протонирования 50—70 % [15-18] . 

Кламп [18] рассматривает процесс протониро
вания поли (С) как четыре последовательные ста
дии. Третьей стадией, по его мнению, является 
реакция протонирования двойных спиралей по
ли (С), а четвертой — их кооперативный распад. 
Такая точка зрения согласуется с нашими пред
ставлениями. Однако мы считаем некорректным 
его мнение о начальных стадиях процесса, согласно 
которому сначала протонируются одноцепочечные 
структуры до степени протонирования поли (С) 
~ 40 % , а затем протонированные одноцепочеч
ные поли (С) превращаются в двойные спирали. Мы 
полагаем, что значения рК протонирования одно
цепочечных участков поли (С) близки к значениям 
рК ионизации соответствующего мономера, и если 
такие участки в полимере присутствуют, то они 
должны протонироваться примерно в интервале рН 
3,4—5,4 (при комнатной температуре в 0,1 М КС1) 
[16, 3 7 ] , т. е. уже после того, как образовались 
двойные спирали. Но в этом интервале рН, как уже 
упоминалось выше, одноцепочечные участки по
ли (С) не регистрируются. Однако они присутству
ют в интервале рН между двумя узкими пиками на 
кривой протонной буферной емкости поли (С) (рис 
2) при высоких температурах, когда происходит 
плавление двойных спиралей. Результаты спектро
скопических исследований поли (С) при высоких 
температурах [17, 39 ] достаточно убедительно сви
детельствуют, по нашему мнению, о близости зна-
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р/с0 

Рис. 4. Расчетная рН-зависимость протонной буферной емкости 
СМР (рК- 3,88; у - 1) 

чений рК протонирования мономеров и одноцепо-
чечных участков. 

В этих работах показано, что плавление двой
ных спиралей поли (С) , степень протонирования 
которых не превышает 50 %, сопровождается дис
социацией протонов, а при более высоком уровне 
ионизации высвобождается значительно меньшее 
количество протонов. Эти результаты легко объяс
нить, учитывая значения степени протонирования 
СМР в зависимости от рН и температуры. На р и с 
4 показана кривая буферной емкости этого нукле-
отида в 0,1 М NaCl при температуре 83 °С, 
соответствующей завершению процесса плавления 
двухспирального поли(С) при рН = 4,0 [17] , т. е. 
при степени протонирования полимера более 50 % 
(рК СМР в этих условиях равен 3,88 [37 ]). При рН 
5,0 (степень протонирования полимера меньше 
50 %) поли (С) практически полностью расплавлен 
при 70 °С [17] , рК ионизации СМР при этой же 
температуре равен 3,94 [37] . Кривая буферной 
емкости мономера при этом значении рК будет 
иметь точно такую же форму, как и при рК, 
равном 3,88, но со сдвигом по шкале рН на 0,06 
единицы в щелочную область. Из рис. 4 видно, что 
количество протонированных молекул СМР при 
рН = 4 , 0 (43 %) значительно больше, чем при 
рН = 5,0 (8 % ) , поскольку степень протонирования 
исследуемого вещества прямо пропорциональна 
площади под его кривой протонной буферной емко

сти [23] . Поли (С) при этих ж е значениях рН 
протонирован на 56 и 46 % соответственно [16] . 
Следовательно, в том случае, когда одноцепочеч-
ные участки поли (С) протонируются при том же 
значении рК, что и мономер, они оказываются при 
распаде двойных спиралей протонированными на 
13 % больше при рН = 4 и на 38 % больше при 
рН = 5 , 0 по сравнению со степенью ионизации в 
этих условиях. Избыточные протоны диссоцииру
ют, причем в тем большей степени, чем выше рН, 
и этот процесс, по нашему мнению, регистрируют 
методами УФ и Рамановской спектроскопии [17, 
3 9 ] . Следует отметить, что Кламп [18] на основа
нии данных калориметрических и спектроскопиче
ских исследований делает вывод о том, что при 
плавлении двойной спирали поли (С) протоны в 
интервале рН, соответствующем степени протони
рования полимера 40—70 % , не высвобождаются, 
однако его аргументы при этом являются косвен
ными, а не прямыми, как в работах [17, 3 9 ] . 

В двойной спирали поли(сіС), как показано 
методом КД-спектроскопии [11] , основания спаре
ны таким же образом, как и в поли (С) (рис 1). Но 
этот полимер кооперативно переходит из одноцепо-
чечного состояния в двухспиральное при значи
тельно более щелочных рН. Авторы работы [11] 
связывают это с тем, что одноцепочечный по
ли (dC) является наименее структурированной мак
ромолекулой среди всех рибо- и дезоксигомополи-
рибонуклеотидов, содержащих адениновые и цити-
диновые основания, поэтому его переход в двойную 
спираль со значительно большим стэкингом спа
ренных оснований является энергетически выгод
ным при значениях рН, намного превышающих рК 
протонирования мономера. Следует отметить, что 
двойная полупротонированная спираль поли(сіС) 
значительно стабильнее аналогичной спирали по
ли (С) — ее Тт не менее чем на 18 °С выше Тт 

поли (С) [15, 4 0 ] . 
К р и в а я протонной б у ф е р н о й емкости по

ли (dC), рассчитанная по данным Инмана [40] , 
приведена на рис. 5. Она удовлетворительно описы
вается суперпозицией трех базисных функций, па
раметры которых приведены в таблице. Первые два 
пика, по аналогии с поли (С) , мы относим соответ
ственно к кооперативному образованию двойных 
спиралей и к их некооперативному протонирова
нию по положению атома азота N 3 цитидиновых 
остатков, не вовлеченных в протонные ловушки. 
Третий пик соответствует процессу протонирова
ния полимера, характеризуемому параметром коо
перативное™ у< 1. Как видно из р и с 5, в области 
рН вплоть до значения 3,1 (степень протонирова
ния п о л и л о составляет при этом 76 %) конфор-
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мационный переход, соответствующий распаду 
двойной спирали, не наблюдается. Конформацион-
ное поведение двойной спирали поли(сІС) при бо
лее низких рН в настоящее время неизвестно. 

Следует отметить, что хотя мы и пишем в 
соответствии с цитируемыми работами [11, 40 ] о 
конформационном переходе поли(сІС) как об обра
зовании двухцепочечной спирали, на самом деле, 
учитывая работы последних лет , логично предполо
жить, что при протонировании поли(сІС) образует
ся не двойная спираль, а более энергетически 
выгодная структура, называемая /- (intercalated) 
мотивом [41 ]. В /-мотиве две двухцепочечные 
структуры (дуплексы), состоящие из параллельно 
ориентированных цепей со спаренными основания
ми, связаны между собой таким образом, что пары 
оснований этих дуплексов полностью интеркалиро-
ваны; при этом сами дуплексы ориентированы 
антипараллельно. Особо подчеркнем, что основа
ния в двухцепочечных структурах /-мотива спаре
ны поперечными Н-связями таким же образом, как 
и в двухспиральных поли (С) и поли(ёС) (рис. 1). 
В качестве примера на рис. 6 приведена схема 
/-мотива, образованного тримером d(TCC) [42] . 
Интеркалированная Д Н К может быть образована 
не только при ассоциации четырех отдельных це
пей, но и при самосворачивании одной макромоле
кулы, содержащей не менее четырех С-трактов 
[42] . 

Р/С0 

Рис 5. Протонная буферная емкость поли(сІС), рассчитанная по 
данным работы [40], и ее разложение. Пунктирные линии — 
базисные функции, сплошная линия — суммарная кривая. 7 -
- 25 °С; 0,05 M NaCl (параметры обозначенных пиков см. в 
таблице) 

Рис. 6. Схема /-мотива, образованного d(TCC) [41, 42] 

Образование i-структуры наблюдается экспе
риментально для многих С-богатых олигодезокси-
рибонуклеотидов [42] . Однако, как показано в 
ряде работ, например [43, 4 4 ] , в отличие от 
дезоксирибонуклеотидов, С-богатые олигорибонук-
леотиды (по крайней мере короткие — гексамеры) 
/-мотива не образуют. Это может быть связано, в 
частности, с тем, что определенный вклад в ста
бильность /-структуры вносят энергетически выгод
ные стэкинг-подобные взаимодействия соседних ос
татков дезоксирибозы в узких желобках [43 ]. Счи
тается [43] , что поли (С) не способен образовывать 
интеркалированной структуры. Однако полностью 
исключить возможность образования /-поли (С) не
льзя , поскольку, согласно неопубликованным дан
ным, приведенным в недавнем обзоре [42 ], интер-
калированную Р Н К все ж е обнаружить удалось. 

Не исключено также , что поли (С) , подобно 
поли (А), может образовывать так называемую «за
мороженную» форму, представляющую собой объе
мистую структуру, состоящую из неспаренных од
ноцепочечных участков и беспорядочно располо
женных коротких двухспиральных участков [45, 
4 6 ] . Предполагается, что эта форма возникает в 
результате одновременного образования как меж
молекулярных, так и внутримолекулярных двой-
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ных спиралей при протежировании поли (А) [25] . 
Поли (С) может сворачиваться с образованием 
внутримолекулярных двойных спиралей по тем ж е 
схемам, что и поли(А) (см., например, [1] ) . 

В заключение кратко охарактеризуем поэтап
ные реакции протонирования полицитидиловой 
кислоты, влекущие за собой ее конформационные 
перестройки: 

— кооперативное образование двойных спира
лей из одноцепочечных структур, индуцируемое 
протонированием атомов азота N 3 оснований; 

— некооперативное протонирование двойных 
спиралей по положению атомов азота N3 основа
ний, не вовлеченных в протонные ловушки; 

— внешнее некооперативное протонирование 
двойных спиралей по положению атома кислорода 
0 2 электронейтральных цитидиновых остатков, де
стабилизирующее двойную спираль; 

— кооперативная диссоциация двойных спира
лей, сопровождающаяся полным протонированием 
образовавшихся одноцепочечных структур по поло
жению атома азота N 3 , в том числе и вследствие 
перехода протонов с атома 0 2 на соседний атом N3 
цитидиновых остатков. 

М. I. Зарудна, А. Л. Лотягайло, Д. М. Говорун 

Конформаційні переходи полі (С) і noni(dC): дослідження 
методом протонної буферної ємності 

Резюме 

На основі літературних даних розраховано криві протонної 
буферної ємності полі(С) (при 0,1 М Na ) та полі(йС) (при 
0,05 М Na ) і розкладено їх на базисні функції, які від
повідають іонізації атомних груп з однаковими значеннями 
рК. Виявлено, що крива протонної буферної ємності полі(С) 
має чотири піки — два вузьких і два широких. Перший вузький 
пік (рК-5,6 ) ототожнено з кооперативним процесом утво
рення подвійних спіралей, спричиненим протонуванням атома 
азоту N3 нуклеотидних основ. Другий вузький пік (рК-2,9) 
віднесено до кооперативного розпаду цих спіралей. Перший з 
широких піків (рК-5,3) відповідає некооперативному прото
чуванню подвійних спіралей полі(С) на атомах азоту N3 
цитидинових основ, які частково експоновані в розчин, другий 
(рК- 3,1) — віднесено до некооперативного протонування 
атома кисню електронейтральних цитидинових основ з цис-
орієнтацією приєднаного протона відносно глікозидного зв'яз
ку. Ця реакція знижує термодинамичну стабільність подвійної 
спіралі полі(С), призводячи врешті-решт до її дисоціації. 
Обговорюються також конформаційні переходи полі(сіС), 
спричинені його протонуванням. 

М. I. Zarudnaya, A. L. Potyahaylo, D. М. Hovorun 

Conformational transitions of poly (С) and poly(dC): study by the 
proton buffer capacity method 

Summary 

On the basis of the literature data the j>H-dependencies of proton 
buffer capacity of poly(C) (at 0,1 M Na ) and poly(dC) (at 0,05 M 

Na ) are computed. These dependencies are expanded into basic 
functions corresponding to ionized groups of equal pK. It is found 
that the buffer capacity curve of poly(C) has four peaks: two narrow 
and two wide ones. The first narrow peak (pK "5,6) reflects the 
process of cooperative formation of double helices, which is induced 
by the protonation of the N3 atom of the nucleotide bases partly 
exposed in the solution. The second narrow peak (pK-2,9) is 
assigned to the cooperative dissociation of these helices. The first 
wide peak (pK-5,3) corresponds to the noncooperative process of 
the poly( C) double helices protonation at the N3 nitrogen atom. The 
second wide peak (pK-3,1) is assigned to the noncooperative 
protonation of electroneutral cytidine bases at the oxygen atom with 
cis-orientation of added proton about glycoside bond. This reaction 
leads to the decrease of thermodynamic stability of the poly(C) 
double helices and finally results in their dissociation. The confor
mational transitions of the poly(dC) induced by its protonation are 
discussed as well. 
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