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Изучены особенности гидратации различных групи нуклеиновых кислот н услопиях 
компактиззшн։ молекул ДНК в присутствпн ПЭГ. Наибольшее влияние ПЭГ оказывает 
на фосфатные группы: происходят сильная дегидратация фосфатов нуклеозидов н 
значительно изменяются термодинамические параметры переноса этих соединений из 
растворов, нс содержащих ПЭГ. п ПЭГ-содсржзтие растворы.
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В последние годи экспериментально и теоретически исследуется 
переход двухцеиочеч>юй ДНК на уровне третичной структуры в ком­
пактную горообразную форму [3-6, 9, 15. 18, 19]. Интерес к этой струк­
туре объясняется тех:, <:о для ДНК многих биологических объектов ха­
рактера аналогичная специфическая третичная структура. Процесс 
коиленсг.дин—деконденозцин хромосом эукариот также является об­
ратимым переходом в компактную форму. Переход может быть вызван 
пэлиамннами (спермидин, гистон 111, полилизнн). Исследование про­
цесса комнактиаацни in vivo затруднено из-за наличия усложняющих 
Факторов в клетке. Поэтому переход этот изучают в основном in vitro, 
пользуясь тем, что он происходит и в растворах нейтральных полимеров, 
гидрофобно-гидрофильных, подобно полиаминам, например, н водно-со­
левых растворах полиэтиленгликоля (ПЭГ) [3, 5, 19].

Двуспиральные молекулы ДНК упорядоченно укладываются н фор­
му торов постоянного размера (~ 1000 А° к диаметре) при определен­
ных < критических» значениях pH. концентраций соли и ПЭГ. л также 
молекулярных масс ПЭГ. Показано, что этот внутримолекулярный пе­
реход обратим. Экспери мета л ыю подробно изучены интервалы усло­
вий компактизацик и свойства компактных молекул ДНК [7, 11. 17. 21]. 
В теоретических работах последних лет показано, что в растворе ПЭГ 
прн определенных условиях минимуму свободной энергии единичной 
молекулы ДНК соответствует именно компактная форма. При компак- 
тнзани;՛ полимеров, жесткость которых сопоставима с жесткостью ДНК. 
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должны получаться частицы торообразной фирмы '3. 4, 9]. Фриш и 
Фесциан показали 115] отрицательное взаимодействие ДНК с ПЭГ. при­
водящее как к комлактизйции молекул ДНК, так и к конкурентному 
процессу агрегации их с приобретением свойств, харзьъ рных (ля холе­
стерических жидких кристаллов (8, 10].

Нами предпринята попытка выяснения деталей механизма действия 
ПЭГ на структуру ДНК в системе ПЭГ—соль—кода. Представлялось 
интересным изучить влияние ПЭГ на гидратацию компонентой нуклеи­
новых кислот и выяснить, имеются ли в условиях, соответствующих ком- 
нактизании ДНК. сколько-нибудь значительные изменения во взаимо­
действии молекул оснований, нуклеозидов и нуклеотидов с водой. 
С этой целью мы провели модельные эксперименты по измерению 
; !.твори.мост и оснований, нуклеозидов и их фосфатов. Как извест­
но, такое изучение растворимости соответствующих модельных сое­
динений (пептидов, азотистых оснований и т. д.) дает большую ин­
формацию о механизмах воздействия растворителя или его состав­
ляющих на биополимеры [16, 22. 23]. Измерение температурной 
зависимости раствори мости позволяет вычислить термодинамический 
параметры переноса этих модельных соединений из одного растворите­
ля в другой (свободную энергию, а также энтальпийную и энтропийную 
составляющие процесса переноса) [I. 20. 22].

Материал и методика, Изучалась растворимость слсдукгз;.|х азотистых оснований, 
нуклеозидов н их фосфорных эфиров: зденнпз, тиамина, пин чини, гуанина, урацила, 
дсаокснадснознна, тимидина, ннтнднна, гуанозина, адёмознн-фосфата, ингндпнфосфэ- 
та, уридиифосфата; гуапозипфосфатз н здепознн-трифоефзтз (все фосфаты взяты в 
виде натриевых солей). Коэффициенты экстинкции и характеристические длины ткан 
этих соединений брались из литературы [12].

Избыточное количество исследуемого вещества помещалось в 0.02 М фосфатным 
буфер (pH 7,18), содержащий \’аС1 определенной концентрата 0,01; 0,1; 0.3; 1.0 М; 
ПЭГ (фирмы «Мерк») ’следующих молекулярных •••.;;<. ՛ ие -т.-щнй: ЗСО, -51)0, 601), 
1000, 4000. 6000, 40000, 25, 50. 75. 100. 125, 145 мг/мл. Эта смесь, помещения՛- п плотно 
закрытый сосуд, в течение трех суток размешивалась при постоянной Температуре 
(25, 35, 45, 55е) и затем оставлялась стоять при данной температуре па сутки для раз­
деления фаз. Проверялось постоянство твердой (разы

Измерение содержания вещества в надосадочной жидкости производилось спек- 
трофотометричсски (СФ-4а) после разбавления раствора до концентраций вещества, 
отвечающих оптимальной оптической плотности (10- 1 М). Известно, что основания, 
нуклеозиды и нуклеотиды в растворах способны к самоассоцнаг.иям. стекинг-взаймо- 
действиям, однако константы ассоциации, вычисленные Роб;неоном. Граном [22], 
оказались настолько малы для подобных исспернментов. что ■ложно пользоваться за­
коном Бера. Полученная нами зависимость амплитуды сигнала ПМР (атомы С8 и С 
аденозина) также свидетельствует об отсутствии заметной сзмоассоцианкн при исполь­
зованных концентрациях — 0.1 М. Заметного отклонения от прямолинейной зависимо- 
ст л величины химического сдвига от объемной доли добавляемого растворителя <ю 
наблюдалось ПМР-нсСледования проводились из спектрометре марки «Тесла Б-!(>7>.

Результаты и обсуждение. Подробнее* других соединений ■'>•>.՛.։ изу­
чен аденозин по причинам, изложенным ранее [2]. Показано, что раство­
римость аденозина мало зависит от концентрации ПЭГ (25—145 мг/чл) 
при постоянной молекулярной массе последнего и неизменной ионной 
силе раствора и лишь несколько возрастает при концентрации ПЭГ 
100 мг мл. Далее были зафиксированы ионная сила (0,3) и концентрация 
ПЭГ (100 мг/мл). а молекулярная масса ПЭГ варьировалась. В лом слу­
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чае изменения растворимости аденозина при переходе через критиче­
скую молекулярную массу ПЭГ были незначительны. Изменение кон­
центрации \’аС1 (0.01; 0.1.О.З; 1.0 М) при постоянных значениях моле­
кулярной массы и концентрации ПЭГ также не оказывало существенно­
го влияния на относительную растворимость (аденозина 12. I I. 17. 22].

При изучении других соединении мы ограничились лишь оптимал ь- 
цйми условиями, соответствующими компактизации ДНК: ионной си­
лон раствора֊֊0.3; концентрацией ПЭГ —100 мг/мл, молекулярной 
массой ПЭГ—40000.

В табл, сведены данные о растворимости (в молях на литр) нуклео­
зидов и азотистых оснований при наличии (С) и отсутствии (Со) ПЭГ. 
Рагтворимосп. всех соединений увеличивалась с повышением темпера­
туры от 25 до 55°. Известно, что действие этих соединении на воду, с 
одной стороны, разрушающее, с другой упорядочивающее. Преобла­
дание разрушающего действия связано с несоответствием формы и раз­
меров молекул этих веществ и воды, а также с различием во взаимо- 
дсйстзин молекул нуклеозида и воды. С увеличением температуры 
структура воды разрушается, ч гидратация растворенного основании 
или нуклеозида увеличивается как в растворах с ПЭГ, гак и без него.

Для большинства азотистых оснований и нуклеозидов значения от- 
иос։н..։ыюй растворимости С/Со близки к единице. В присутствии ПЭГ

Таблица. Растворимость компонентов нуклеиновых кислот в растворах с ПЭГ и бел 
чего и термодинамические параметры переноса п ПЭГ-содержащие растворы

Соединение ГК С„ М л

֊«-г—'ЖУН ет

С. М 1 ЛЕ։г. Кп.г'М Д[ Нг. ка > М на । Мград

1 2 3 4 5 а 7

294 0.0073 0.0133 -354.0 1.57
Алсинн ЗОВ 0.0107 0.0196 — 369.2 т I 4 •> 1.57

318 0.9161 0.0320 -421.2 1.68
328 0,0224 0.0103 -382.4 1.51

298 0.0327 0.0331 -11.7 0.04
Тинин 308 0.0388 0.0445 -81.2 и 0.26

318 0.0560 0.0389 -32.5 и о.ю
328 0.0687 0.0775 69.0 0.21

298 0.0668 0.0680 ֊10.6 0.03
Иитолнн 308 0.1047 0.1054 - 4,2 л 0.0!

318 0.1461 0. 504 18.6 и 0.06
328 0.148'2 0.2223 -90.9 0.28

298 0.0290 0 0280 16.2 -0.054
308 0.0380 0.0420 —57. 7 0.187
318 0.0530 0.0560 -35.7 0 0.122
328 0.0750 0.0770 -16.03 0.049

298 0.0010 О ООО! 1230.6 44.21
Гулкий ЗОН 0.0070 0.003» (29.79 11 кт» 44.72

318 0 оно 0,0120 .*7.36 11 ЧУЧ 44.99
3’8 0 0140 0.0110 197.097 43.44
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2 3 4 5 0 7

298 0.0910 0.0290 —247.1 0.32
.308 0.0288 0.0413 ֊219 7 1Գ0 0.22

Аденозин 318 0 0523 0.073? -2’1.7 Л У 0.19
.328 0.0502 0.0862 -278.0 0 39

298 0.0226 0.0309 -184 3 0.62 .
„ ՅՕՏ 0.0476 0.0619 -159.8 ք, ո-52
Дезохсиаденрэин 31տ 0 1б26 0.1276 166 4 и 0 52

328 0.0980 0.2176 —189.5 0.58

298 0 2000 0.2080 —23.7 0.08
.г 308 0 2928 0.3288 -70.9 0 0.23
1||МИ*«» ;п8 0.4614 0.4701 -11.9 0.04 1

328 0.6187 0.7004 —80.7 0.25

298 0.8061 0.7930 9.59 -6.17
, .ЗО8Г 0.8202 1.0030 126.66 ,82<) , -6.35 3

11и”|ди" 318 0.8077 1.0618 -167.6 1 J -5.22.1
328 1.0839 1.4092 -160.356 -5.09

298 0.0020 0.0-30 -336.14 -9.34
г 308 0.0030 0.(050 —274.04 - 9.23
Гуанозин 318 о-оюо 0.0110 - 89.1 3'16 —9.52

328 0.0210 0.0235 - Г7.09 ֊9.30

298 0.0834 0.0334 513.6 3.77
. . . 308 0.2473 0.0976 567.9 г/ч. .. 3.82Аденоэинфосфат 3J8 0.2760 0 1086 588.3 609,6 3.77

328 о.3210 0.1)88 646.7 3.83

298 0.9340 0.8790 35.97 -2.42
3<« 1.2310 1.0400 103.24 ,.Rr Q -2.56Уридинфосфат 318 1.3010 1.1330 88.41 CF,r9 —2.435 1

328 1.5000 0.8990 404.97 -3.63

298 0.0460 0.0360 157.2 -7.433
•'08 0.0064 0.0470 169.5 к -7.296Цитидинфосфат 318 0 оадо 0279.3 -Л57.8 _7 035 -]
328 0.1420 0.0820 354.9 -7.356

298 0.0520 0.0310 301.84 -13.28
հ,, 308 0.0770 6.0460 333.94 . -12.961 уанознндифосфат 318 о.0950 0.0440 485.39 -13.03

328 0.2240 0.0730 728.64 13.37

298 0.8352 0.7630 53.8 -15.53
Адснозннтркфо- 308 1.0620 0.6840 268.9 <. —15.72
сфат 318 1.4060 0.7550 396.6 -15.63

328 1.9910 0.6900 730 0 -16.10

наблюдается лишь некоторое увеличение растворимости при данной 
температуре. что соответствует результатам изучения растворимости 
других циклических органических соединений (нафталина и бифенила) 
в иодных растворах различных полимеров, в том числе ПЭГ [13].
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При сравнении растворимости дезоксиаденози1Ш. аденозина и оде- 
ниш։, л также тимидина и тимина, цитидина и лнтрзина (таблица) нс 
обнаружено значительного влияния ПЭГ на гидратацию как оснований, 
гак и остатков рибозы и дезоксирибозы.

Аномальное поведение гуанина и гуанозина (см. табл.) может быть 
вызвано дополнительными эффектами, связанным и со способностью 
гуаниновых соединений к сильной самояссоциаци)! в растворах, в связи 
с чем закон Бера оказывается неприемлемым, и возникает необходи­
мость введения поправки на самоассоииаиню. Как видно из таблицы, 
относительная растворимость при повышении температуры приближа­
ется к единице, что закономерно, так как с увеличением температуры 
эффект еамоассоциации сходит на нет.

Результаты изучения температурной зависимости позволяют оце­
нить термодинамические функции переноса сос.лш■ :;։й из растворов 
без ПЭГ в растворы, содержащие ПЭГ, согласно формулам:

ДР։Г = |<т1п —» 
С

].г — — -^8 I г ,
ь Со ~ 2,303 КТ 2,303 R ’

с——относительная растворимость: отношение растворимости вещества 
Со
1Н М/л) ч растворе, содержащем ПЭГ (С), ;< рас; в ори мости в раство­
ре, не содержащем ПЭГ (Со), при той же темпера г у| е. ДГ1Г свободная 
энергия переноса 1 моля вещества из раствора веда—соль в раствор 
вода соль֊ ПЭГ. ДБ., —энтропия переноса, \Н։. —энтальпия перс-

С
носа, определяемая по наклону кривой Вант-Гоффа зависимости !й —

1 Со
от — [20]. Иногда графики ВантПсффа оказываются искривленными.

что свидетельствует о зависимости величины АН.. от температуры л 
существенности вклада теплоемкости н определяемые термодинамиче­
ские величины. В таких случаях можно гоДбрить лишь о тенденциях 
параметров \Н։г и А£։г . а для более точного определения требуют­
ся микрокалориметрические измерения. Такне кривые приведены на 
рис. I. Для азотистых основания и нуклеозидов, как и можно было 
предвидеть из исходных данных по растворимости, значительных тер- 
МС.1И1 омических эффектов не наблюдается (за исключением соедине­
ний с гуанином, о чем сказано выше).

Свободные энергии переноса, энтальпийные и энтропийные измене­
ния во всех случаях невелики. Энтропия перехода характеризуй гея не­
большими отрицательными или положительными значениями, что сви- 

тьствует об отсутствии эффекта ПЭГ на г идрофобные и стекпнг- 
•“ (ипмодеиствия ос чоканий, ибо в противном случае имели бы место зна-
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нательные энтропийные эффекты. Поэтому нельзя согласиться с интер­
претацией некоторых авторов [13], согласно которым увеличение срод­
ства циклических соединений к растворителю объясняется возрастанием 
гидрофобности растворителя в присутствии ПЭГ.

Ряс. I. Кривые Ваат-Гоффа ааи (ф)։уа- 
иозина, ( □ ) урацила, < ) уридкнмоиофос- 
фата, (Л) цнтидянмокофосфата, (0) гуа- 

киднидифосфата.

Отсутствие влияния ПЭГ на гидрофобные взаимодействия азоти­
стых оснований неудивительно, тзк как укладка в компактную струк- 
гуру, но-видимому, происходит без нарушения спаривания и стекиига 
оснований и не сопровождается разворачиванием внутренних групп 
ДНК (оснований) в растворитель. Поэтому и не должно быть простой 
корреляции .между процессом ко.мпактизации и изменением раствори­
мости азотистых оснований. как это имеет место при денатурации дву- 
спиральной ДНК, когда основания полностью контактируют с раство­
рителем.

Отсутствие влияния ПЭГ па гидратацию аденозина подтверждает­
ся также ПМР—исследованиями растворов аденозина. ПЭГ не влияет 
на пики протонов Са и С2 аденозина. Сигналы от СН2 и СИ протонов 
ПЭГ также нс меняются в присутствии аденозина.

Но-видимому. наиболее существенным является влияние ПЭГ на 
«фосфатные группы |1|. значение которых обусловлено не только экра­
нировкой их противоионами. При используемых ионных силах, необ­
ходимых для компа кт иза пни, фосфаты ДНК оказываются экранирован­
ными. Как явствует из таблицы, ПЭГ вызывает ощутимое уменьшение 
растворимости всех нуклеотидов. Увеличение количества фосфатных 
групп в соединениях приводит к усилению эффекта дегидратации.

Как видно из рис- 2, величины свободной энергии переноса фосфатов 
нуклеозидов з растворы, содержащие ПЭГ, положительны, что указы­
вает та энергетическую невыгодность процесса переноса фосфатов в 
ПЭГ-содержащие растворы,

На рис. 3 даны графики энтропий переноса с отрицательными зна­
чениями Д5։;, говорящими о структурировании воды и дегидратации 

растворенных соединений.
Таким образом, ПЭГ оказывает сильное дегидратирующее действие 

на фосфатные группы, что согласуется со способностью макромолекул 
ДНК к сворачиванию в компактную глобулу и к меж.молекулярной аг­
регации в водно-солевых растворах в присутствии ПЭГ. ПЭГ-содерж® 
щие растворы являются 0-растворителями для ДНК. Явления ко.мпак- 
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танин л межмблскулярной агрепации являются конкурентными, движу­
щей СИЛОЙ которых является стремление ДВОЙНОЙ C'.IKJ ИЛИ К MHHHMia.’lb֊

Рис. 2. Рис. 3.
Рис. 2. Величины свободной энергии переноса фосфорных эфиров нуклео­
зидов из водно-солевых в ПЭГ-содержащие растворы к; ՛. • ункиия темпе­
ратуры: (X) урядннмонофоефят, (△) шгтидинмонофосфат, (П) гуанк- 

диндифосфат, (о) аденозннтрнфосфат.
Рис. 3. Температурная зависимость величины энтропий переноса фосфатов 
нуклеозидов в ПЭГ-содержащие растворы: (X) уридинмоисф>ос<рата, (д) 
мнтидивмонофосфата, (□) гузиидннднфосфата, (п) аденоаинтркфосфата

л? возможному числу контактов с растворителем (водой I. По-види- 
мому, в клетке реализуются оба эти пути.
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