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ИЗУЧЕНИЕ КОМПЛЕКСОВ ЦИТОЗИНА С КАРБОКСИЛЬНОЙ 
ГРУППОЙ АМИНОКИСЛОТ МЕТОДОМ СПЕКТРОСКОПИИ ЯМР * 

С помощью У Φ-спектроскопии установлено, что из оснований нуклеиновых кислот с 
недиссоциированной карбоксильной группой аминокислот в растворе в диметилсуль-
фоксиде (ДМСО) взаимодействует только цитозин. Методом ЯМР на ядрах 1H и 1 3C 
изучена структура образующихся Η-связанных комплексов. Показана конкуренция 
карбоксильной группы с гуанином за образование Η-связей с цитозином. 

Введение. Важную роль в белково-нуклеиновом узнавании играют 
взаимодействия между функциональными группами мономерных ком-
понентов нуклеопротеидных комплексов. Благодаря наличию донора 
и акцептора протонов карбоксильная группа аспарагиновой и глутами-
новой кислот, часто встречающихся в местах связывания белков с нук-
леиновыми кислотами, является одной из наиболее активных групп 
боковых радикалов полипептидной цепи. В зависимости от полярных 
свойств окружения карбоксильная группа может быть как нейтраль-
ной, так и ионизированной (карбоксилат-ион). Выяснение специфично-
сти взаимодействий нуклеотидных оснований с нейтральной карбок-
сильной группой и карбоксилат-ионом может дать полезную информа-
цию для понимания ее роли во взаимодействии белков с нуклеиновыми 
кислотами. Ранее исследовалось взаимодействие оснований нуклеино-
вых кислот с карбоксилат-ионом в Д М С О [1] и в Д М С О с добавле-
нием воды [2, 3] методами УФ-, ИК- и ЯМР-спектроскопии. Было по-
казано, что в Д М С О все нуклеотидные основания, кроме цитозина, 
образуют с карбоксилат-ионом водородносвязанные комплексы с учас-
тием имино- и аминогрупп. 

В настоящем сообщении приводятся результаты исследования в 
Д М С О с помощью ЯМР-спектроскопии на ядрах 1H и 13C водородно-
связанных комплексов нуклеотидных оснований (цитозин, С; 9-метил-
гуанин, m9G; аденин, А; урацил, U; тимин, Т) с N-ацилпроизводными 
аминокислот, содержащих недиссоциированную карбоксильную группу 
(N-формиласпарагиновая кислота, f-Asp; N-ацетиласпарагиновая кис-

лота, ac-Asp; N-ацетилглутаминовая кислота, ac-Glu; N-формилглицин, 
f-Gly; α-метиловый эфир N-ацетиласпарагиновой кислоты, ac-Asp-
O-Met), 

М а т е р и а л ы и методы. В р а б о т е использовали с л е д у ю щ и е р е а к т и в ы : цитозин и 
цитидин («Calbiochem», С Ш А ) , m 9 G («Fluka» , Ш в е й ц а р и я ) , f -Asp, ac-Asp и ac -Glu 
( « S i g m a » , С Ш А ) , ac -Asp-O-Met («Serva» , Ф Р Г ) ; f -G ly любезно предоставлен А. Г. Te-
рентьевым. Р а с т в о р и т е л и Д М С О ф и р м ы «F luka» и ДМ'СО-0 6 п р о и з в о д с т в а В О «Изо-
топ» о ч и щ а л и в а к у у м н о й перегонкой при т е м п е р а т у р е 52 °С и в ы с у ш и в а л и н а д ситами 
0,4 и 0,5 нм ф и р м ы «Serva» . 

* П р е д с т а в л е н а членом редколлегии В. И. Д а н и л о в ы м . 
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Образование комплексов между основаниями и указанными производными ами-
нокислот определяли по появлению дифференциального УФ-поглощения в области 
260 нм смеси основания с производными аминокислот относительно раствора основа-
ния, структуру комплексов исследовали методом ЯМР-спектроскопии. УФ-поглощение 
регистрировали с помощью спектрометра MiP1-S-̂ 2 ООО («Shimadzu», Япония), спектры 
Я М Р — спектрометра W.P-200 («Вшкег», ФРГ) в ДМ.СО. В качестве внутреннего стан-
дарта использовали T1MC. Сигналы Я М Р идентифицировали, сравнивая спектры мо-
дельных соединений, а также используя литературные данные [4, 5]. Д л я записи 
спектров 13C при концентрациях 30 мМ требовалось, как правило, до 3 ООО накоплении 
(ампула диаметром 10 мм), а для спектров 1 H (ампула диаметром 5 м м ) — д о 500 
накоплений. 

Результаты и обсуждение. Данные УФ-спектроскопии свидетель-
ствуют об образовании межмолекулярного комплекса с N-ацилпроиз-
водными аминокислот только в случае цитозина. На рис. 1 представ-

лены соответствующие диффе-
ренциальные спектры. В табл. 1 
приведены химические сдвиги 
сигналов протонов цитозина и их 
изменения в смесях с производ-
ными аминокислот. На образова-
ние водородносвязанных комп-

Рис. 1. Дифференциальные спектры УФ-поглощения цитозина (0,001 моль/л) в при-
сутствии N-ацилпроизводных аминокислот (0,01 моль /л ) : 1 — f-Asp; 2 — а с - A s p ; З — 
ac-Glu; 4— ac-Gly; 5—ac-Asp -O-Met . D — оптическая плотность, λ — длина волны 
Fig. Dif iercntial absorption UV spectra of cytosine in presence of amino acid 'N-acyl 
derivatives: 1 — f-Asp, 2 — ас-Asp, 3 — ac-Glu, 4 — ac-Gly, 5 — ac-Asp-O-Met. D — 
t ransmission density, λ — wave-length. Concentra t ions of cytosine — O.OOll mol/1, of ami-
no acid derivatives — 0.01 mol/1 

Рис. 2. Графики Д ж о б а химических сдвигов протонов цитозина для определения сте-
хиометрии комплекса цитозин: .N-формиласпарагиновая кислота; Δδ — изменение 
химического сдвига сигналов протонов (Hz) при образовании комплекса 
Fig. 2. The Job plots of chemical sh i f t s of cytosine proton s ignals to determine cytosine: 
N-acetyl aspart ic acid complex stoichiometry; [C] — cytosine concentrat ion, [ас-Asp] — 

concentrat ion of N-acetyl aspar t ic acid, Δδ — chemical shift change of proton s ignals 
(Hz) under the complex formation. 

лексов указывает сдвиг сигналов протонов основания в сторо-
ну слабого поля. Наиболее чувствительными к межмолекулярно-
му взаимодействию оказались имино- и аминогруппа цитозина. При 
образовании комплексов исчезают сигналы протонов карбоксильных 
групп производных аминокислот, а сигнал протона NH N-ацилпроиз-
водных аминокислот не изменяется. Производные f-Asp, ас-Asp и 
ac-Glu, имеющие по две карбоксильные группы, оказывают большее 
влияние на спектр П М Р цитозина, чем f-Gly и ac-Asp-O-Met, имеющие 
по одной группе COOPi. Представленный на рис. 2 график Д ж о б а [6] 
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для химических сдвигов сигналов протонов цитозина NH2, С5-Н и 
С6-Н (суммарная концентрация C + a c - A s p постоянна) показывает об-
разование комплекса ac-Asp : С стехиометрии 1 : 2. 

Попытка исключить влияние гликозидного протона цитозина N l H , 
«отсутствующего в реальных системах белково-нуклеинового узнавания, 
заменой основания на его нуклеозид цитидин (Cyd) оказалась неудач-
ной. Межмолекулярное взаимодействие карбоксильных групп амино-
кислот с основанием ослаблено (табл. 1) из-за конкурирующего свя-
зывания с гидроксильными группами рибозы. 

Химические сдвиги сигналов ядер 13C цитозина и их изменения в 
присутствии аминокислот в Д М С О приведены в табл. 2. При образо-
вании комплексов сигналы атомов углерода С2 и С4 сдвигаются в сто-
рону сильного поля, а атомов С5 и С6 — претерпевают слабопольный 
сдвиг. Такой характер изменения сигналов ядер 13C цитозина указы-
вает на протонирование основания по атому N3 [7, 8] в составе комп-
лекса за счет протона карбоксильной группы. Как было установлено в 
работе [9], в твердофазном комплексе цитозина с f-Gly основание 
также протонировано по атому N3, а карбоксильная группа аминокис-
лоты депротонирована. 

Ранее было показано, что карбоксилат-ион специфически взаимо-
действует с гуанином посредством двух равноценных водородных свя-
зей (рис. 3, α) [1] и конкурирует за связывание с гуанином в паре 
гуанин — цитозин [2]. Структура комплекса, образуемого цитозином 
с карбоксильной группой (рис. 3, б) благодаря переносу протона, πο-
τ а б л и ц а 1 
Химические сдвиги (δ) сигналов протонов цитозина и цитидина и их изменения 
(Δδ) в комплексах с N-ацилпроизводными аминокислот в ДМСО (м. д. относительно 
ТМС, концентрации 30 мМ) 
Proton signal chemical shifts of cytosine and cytidine and their changes in complexes 
with amino acid N-acyl derivatives in DMSO (p. p. m. from TMS, concentrations 30 mM) 

Nl -H Ν4-Η2 С5-Н C6-H 

Образец Образец 
6 Δδ б Δδ δ Δδ δ Δδ 

С 10,29 6,94 5,53 7,28 
C - M - A s p 11,32 + 1,03 7,29 + 0 , 3 5 5,61 + 0 , 0 8 7,38 + 0 , 1 0 
C + a c - A s p 11,29 + 1,00 7,24 + 0 , 3 0 5,60 + 0 , 0 7 7,35 + 0 , 0 7 
C + a c - G l u 11,12 + 0 , 8 3 7,08 + 0 , 1 4 5,57 + 0 , 0 4 7,33 + 0 , 0 5 
С + f - G l y 10,75 + 0 , 4 4 7,06 + 0 , 1 2 5,57 + 0 , 0 4 7,32 + 0 , 0 4 
C + a c - A s p - O M e t 10,69 + 0 , 4 0 7,03 + 0 , 0 9 5,57 + 0 , 0 4 7,33 + 0 , 0 5 
Cyd 7,13 5,76 7,84 
C y d + f - A s p 7,20 + 0 , 0 7 5,77 + 0 , 0 1 7,86 + 0 , 0 2 
Cyd- j - ac -Asp 7,20 + 0 , 0 7 5,76 + 0 , 0 1 7,85 + 0 , 0 1 
C y d + a c - G l u 7,14 + 0 , 0 1 5,76 0 7,89 + 0 , 0 5 
C y d + a c - A s p - O - M e t 7,14 + 0 , 0 1 5,76 0 7,84 4-0 ,05 

Т а б л и ц а 2 
Химические сдвиги (δ) ι сигналов 1 3C цитозина и их изменения (Δδ) в его комплексах 
с N-ацилпроизводными аминокислот в ДМСО (м. д. относительно ТМС, концентрации 
30 мМ) 
13C signal chemical shifts of cytosine atoms and their changes in its complexes with 
amino acid N-acyl derivatives in DMSO (p. p. m. from TMS, concent rations 30 mM) 

C2 С4 С5 C6 

Образец 
δ Δδ δ Δδ δ Δδ δ Δδ 

C 156,63 166,51 92,32 142,46 
C + f - A s p 155,73 —0,90 165,86 —0,65 92,56 + 0 , 2 4 143,04 + 0 , 5 8 
C + a c - A s p 155,85 —0,78 160,94 —0,57 92,44 + 0 , 1 2 143,87 + 0 , 4 1 
C + f - G l y 156,55 —0,08 166,42 —0,09 92,34 + 0 , 0 2 142,51 + 0 , 0 5 
C + a c - A s p - O - M e t 156,69 + 0 , 0 6 166,48 —0,03 92,41 + 0 , 0 9 142,63 + 0 , 1 7 
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добна структуре комплекса гуанина с карбоксилат-ионом [9]. Пред-
ставляло интерес изучение тройной смеси f-Asp : С : m9G. Как видно из 
табл. 3 и 4, добавление f-Asp к паре С : m 9G вызывает изменения спек-
тра 13C цитозина, характер которых указывает на значительный вклад. 
В структуру тройного комплекса взаимодействий цитозина с карбок-

сильной группой. В то же время смеще-
ние сигналов 13C m9G в сторону сильного 
поля свидетельствует о заметном увели-
чении экранирования ядер С5 и С6 за 
счет ослабления водородных связей с ци-
тозином. Таким образом, нейтральная 
карбоксильная группа также способна 
ослаблять водородные связи в паре, кон-
курируя за связывание с цитозином. 

Рис. 3. С т р у к т у р а комплексов : а — гуанина с кар -
боксилат-ионом; б — цитозина с недиссоциирован-
ной карбоксильной группой 

F ig . 3. The s t r u c t u r e of complexes b e t w e e n : a — 
g u a n i n e a n d c a r b o x y l a t e - i o n ; б — cy tos ine a n d un-
d i s soc ia ted ca rboxy l i c g r o u p 

В заключение укажем, что в реальных системах белково-нуклеино-
вого узнавания могут иметь место взаимодействия между цитозином 
и карбоксильной группой аминокислотных остатков, аналогичные ис-
следованным в настоящей работе. Например, можно назвать вирус 
желтой мозаики турнепса [10], Р Н К которого на 40 % состоит из цито-
зина, а белок содержит 13 остатков глутаминовой и аспарагиновой 
аминокислот. 

Т а б л и ц а Э 
Химические сдвиги (6) сигналов 1 3C цитозина и их изменения (Λδ) в его комплексах 
с m9G и f-Asp в ДМСО (м. д. относительно TMC, концентрации 30 мМ) 
1 3C signal chemical shifts of cytosine atoms and their changes in its complexes with 
9-methyl guanine and N-formyl aspartic acid in DMSO (p. p. m. from TMS, 
concentrations 30 mM) 

С2 С4 С5 С6 

Образец 
δ Δδ б Δδ δ Δδ δ Δδ 

C 156,63 166,51 92,32 142,46 
C + m 9 G 156,77 + 0 , 1 4 166,62 + 0 , 1 1 92,56 + 0 , 2 4 142,60 + 0 , 1 4 
C + m 9 G + f - A s p 156,03 —0,60 166,06 —0,45 92,71 + 0 , 3 9 142,99 + 0 , 5 3 

Т а б л и ц а 4 
Химические сдвиги (6) сигналов 1 3C m9G и их изменения (Δδ) в его комплексах с 
цитозином и f-Asp в ДМСО (м. д. относительно ТМС, концентрации 30 мМ) 
1 3C signal chemical shifts of 9-methyl guanine atoms and their changes in its 
complexes with cytosine and N-formyl aspartic acid (p. p. m. from TMS, concentrations 
30 mM) 

С2 С4 С5 Сб С8 

Образец 
6 Δδ б Δδ 6 Δδ δ Δδ δ Δδ 

m 9 G 153,37 151,39 
m 9 G + C 153,46 + 0 , 0 9 151,57 + 0 , 1 8 
m 9 G + C + f - A s p 153,46 + 0 , 0 9 151,54 + 0 , 1 5 

116,37 156,63 137,78 
116,61 + 0 , 2 4 157,16 + 0 , 5 3 137,87 + 0 , 0 9 
116,25 —0,12 157,04 + 0 , 4 1 137,87 + 0 , 0 9 
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A S T U D Y O F C O M P L E X E S B E T W E E N C Y T O S I N E 
A N D A M I N O A C I D C A R B O X Y L I C G R O U P BY N M R S P E C T R O S C O P Y 

I. V. K o n d r a t y u k , I. N. Kolomiets, S. A. Samoilenko, Ν. V. Zheltovsky 

I n s t i t u t e of M o l e c u l a r B i o l o g y and Genet ics , 
A c a d e m y of Sc iences of the Ukna in i an SSR, Kiev 

S u m mаrу 

It h a s been s h o w n by U V s p e c t r o s c o p y tha t of all the n u c l e o t i d e b a s e s o n l y c y t o s i n e in te-
r a c t s w i t h u n d i s s o c i a t e d ami.no acid c a r b o x y l i c g r o u p in D M S O so lu t ion . Η - b o n d e d c o m p -
lexes of cy tos ine w i t h s o m e a m i n o acid N-acyl d e r i v a t i v e s ( N - f o r m y l a s p a r t i c acid, N -
ace ty l a s p a r t i c acid, α - m e t h y l e s t e r of N-ace ty l a s p a r t i c acid, N-ace ty l g l u t a m i c acid, N-
f o r m y l g lyc ine ) w e r e s tud ied by the P M R spec t roscopy . It h a s been d e t e r m i n e d by 13C N M R 
s p e c t r o s c o p y t h a t wh i l e c o m p l e x i n g cy to s ine is p r o t o n a t e d a t N 3 a t o m by c a r b o x y l i c g r o u p 
p r o t o n . It w a s s h o w n t h a t in t r ip le complex N - f o r m y l a s p a r t i c ac id: cy tos ine : 9 - m e t h y l 
g u a n i n e a m i n o acid ca rboxy l i c g r o u p , b i n d i n g to cy tos ine , l oosens Η - b o n d s ins ide the 
b a s e pa i r . 
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С. В. Корнилова, А. Г. Шкорбатов, Ю. П. Благой 

ВЛИЯНИЕ ИОНОВ ЩЕЛОЧНОЗЕМЕЛЬНЫХ 
И ПЕРЕХОДНЫХ МЕТАЛЛОВ НА ГИДРОДИНАМИЧЕСКИЕ 
И МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ ПАРАМЕТРЫ ДНК 

Изучено влияние ионов Me2+ щелочноземельных (Mg2+, Ca2 + ) и переходных металлов 
(Mn2+, Си2 + ) на характеристическую вязкость [η ] и величину параметра исключен-
ного объема ДНК г. Показано что ионы Mn2+ и Си2+ оказывают больший эффект на 
величины [η] и г, чем ионы Mg2+ и Ca2+, вследствие связывания с азотистыми осно-
ваниями ДНК уже при малых концентрациях (5-10~6 М). Установлены универсаль-
ные зависимости величин [η] и ε от степени связывания Me2 +. 
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