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В настоящей работе цредложен принциfiиально новый подr(од к из}деншо
динамическIж своЙств молекул tsоды, связанньrх на маФицах биополимеров
(нуклеиновых кислот). Он основан на кмориметрических измерениях энергIdи

дегидратации::лстем биополимер-вода Ери разпиtlrrых }р:внях gгносительной
влажности. Обнаррtена корреляц!{я между энергиеЙ дегид)атации и
нукJIеотидным составом природной Дfi. Из эксперимент€lльных даrтных были
расочriтаны некоторые динамические харектеристики молекул воды в гид)атных
болочках изученных биопоrrимеров. Кроме того, мЕгодом Монте-Карло были
из)дýны систем,ы; сýдержаIцие динукпеотиды фА, ТрТ, UpU и водЕые кпаgгgры

разJIиrшых размеров (20, 40 и 200 молек}rл воды). Результаты монтекарловского
моделIфования коррелIфуот с соOтветств)доцими даýЕыми капоримgтриаIеских
иссrrедований,

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА:,Щ{К, калоримsгрия, моделирование Монте-Карло,
энерrетика, диЕамические свойства

Вода явJuIется неOтъемлемым элементом сгрусryры Д{К, прияимающ}rм
участие в формировании и стабилrазации ее упорядоченЕьгх фор, [1-З].
Количественное изменение содержаниJI воды в ЩЖ вызывает обратимые
стрylсгурtlые переходы типа порядок-порядоц порялок-беспорядок [2-5]. Таки1
струкгурные перестройки Дilt естественным образом приводят к изменению
физическшr свойств данного биогlолимера [4], Кроме того, степень и наблюдаемая
картина гидратации ДК в значрrтельной степени зав$сят от ее первичной
струкryры [б-8],

Из Bce)r струкц/рньD( эломентов ДIК вOда вьцеляется своей высокой
подвижностью, и такое пOведение молекул воды может играть в{DкIIую роль в
иниI{иировании локальных конформационньD( переходов ЩЖ [9-11]. В связи с этим
возникаgг большой иЕтерес к из}чению эЕергетическкх и динамических свойств
воды, связанной на м&Фице Щ{It. К наgгоящему момеЕту было проведено HeMilJIo

исследований, касающ}rхся проблемы энергетики и динамики системы Щж-вода
|12-241. В области изr{еrrиrl диЕамики связанной воды были поJryчены прямые
даЕньIе о п9движности молекул воды в гидрапlой оболочке ЩЖ (время корреJuIции
ядерньгх сfiинов протонов, Bpeмeнlr диэлектрической релаксации диполей воды) [12-
16], Однако большинgгво работ в облаgги изучения энергФики системы ДЖ-вода в
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0сЕовном ýосвящено изучению терrпературньж переходов в этои сисгеме" ее

интегр{ллJьIIьD( энергетических характеристиц а TaI0I€ оценке энергетиЧескоrо

вкJIада гидратации в стабилизацию струrсгуры дIK [17-22J, в то BpeMlI как прямьtх

данных об энергетических характеристиках связанной вOды очень мало [4, 23,247.

дш поJIрения более полной картиflы, отображающей физико-химические
ПР1rЕЦИПы взаимодейстЕия гидратной Еоды с нукJIеиноtsыми кислOтами, очевиднý,

необходимы доцолнительЕ{ыФ данные об эrтергетических и динамиtlеских
характеристиках молокул связанвой воды при разJIичной степени гидратадч" ryК
В на6ггоящей работе Ередлагаотся новый подход к изJлIению динамическккЪвойств
молекул воды, связаЁньrх на матрицах биополимеров. }гот подхсд оснOваЕ на

каJIориметрическIтrt измереflиrгrr энергии гидрЕтации-дегидратации систем

}ryклеиЕOв:UI кислота-вода шри ра5личных отнФсительньIх влажностtr( окружающей

среды (ов)" Параллельно методом Монте-Карло были выполнеЕы предварЕтельные

расqеты взаимодейýтвlrя модельных соединений нукJIеинOЕой приролы с Еод}тыМ

окружением, резульТаты KoTopbD( также представлеЕы в данной irаботе. 
''

МАТЕРИАЛЫ И METOPI
измерения энергии дегидратации сиgгем нуклеиповая кислота-вода были

проведены методом лифференuиальной сканирующей микрок!лориметрии в

изот9рмическом режим9 (т:зOзк). объекгами 1Iссл€дований служил}1 модельные

биспиральные полирибонуклеотидные комплексы полиА-полиU, полиG-полиС и

прирOдная N4шж тимуса теленка {42а/о GC) (препараты фирмы "Sеrча", Фрг).

Образцы fiредставляли ообой неориентироваt{ные волокна. Каждый образец

,rоlu.р"*ся лиофильной сушке, взвешивался (масса бра.тrась в предеJIах 10мг} и

увлtDкЕrIлся до определенного уровня rýпем выдерживания в течение нескольких

*уrо* в атмофере парВ насыщенньтХ водньж растворов различltътх сOлёй,

соýдающш( вокруг оебя опрелеленЕую ов [25].'Затем образец сЕова в3вешивIlлоя и

пФмещался в кювету открьiтого типа (с отЕерстием дJI;I испарепrая), после чего

кюВgгасобраЗцоМИэтЕtJIоннаlIкюВета(rý'стаякювета}УстанаВлиВtlлисьЕ
измерrтгелъной камере прибора. Iъмерения проводились flа аЕтФматич€ском

калориметреDSС-t01-(фирма"ýеtаrаm", бра"ция). 1'

Были использоваБы дЕа вариаIrта измерýниrr энергии дегидратации. В первом -
обраэеч с задаЕýым содержанием воды fiомещается в калориметр и в течение

оЕрýделеIrIrого времени при заданной температуре регистрируется энерги,I

испарениrI воды. После этого образеч взвешивается и оцредеjIrIетЕя число

иGпарившКхся молеКул воды, а GоответСтвенно и энергия дегидратациlд в расччг:) на

один моль гидратной воды. Во втором олучае образец" по,;и9щеннЫй :
калоримеТриtrескую систему, подключается к системе с заданЕýй упругостью
вомньгх паров. Такой пугь искJIючает flроцесс взвешив&ния образчl1, тем самым,

облегчая uп*rr*р"r"Еъ: поскольку по ранее поJг1п1еJ{ной кривой сорбчии м:жно
опрsделить содержание воды в образце. Этим способом в осfiовном и бьтли

выполвены эксперимеЕтаJIьные исследовiлния. Среднеквадратичное откJIонениg

результетов измереfiия энергий дегидратации образчов нlжодитýя в пределах 5ой.

рЕзультАты и оБс}rжшниЕ
На рис.1 представлены зЁtвисимости эпергий дегидратации Е(пХп - содержание

"oou' 
*ъфй; ] *on"***Bo молекУл воды n u о."о*uниФ? т,е" йirоддО) йли так

нilзыЕаемЫе "энергOГические спекtры" воды, овжанноЙ на матрица.х полиА-полиU,
полиG-поЛиС И NаSЖ. Как виднО из рисунка, зависимости Е(п) для рIISли,IньD(
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биологическшх матриц имеют оходное качественное поведение, а именно, о
}ъеJIичением содержаЕиrl воды ts системах наблюдается MoнoToн}ioe уменьшеýие
эЕергии Дегидрбаlциlт. Однако при этом наблюдаются количественflые различиlI.Так, кривм зависимости энергии дегидратации Е{п) для биспирального
лолирибонуклеотидЕого GС-комплекса проходит заметно выше анаJIФгичньIх
кривых в слуIаýrх спира_IIи АU-типа и NalPЖ" Наблюдаемое отличие пOказывает,
что вФда в гидратной оболочке биспирального компдекса подиG-полиС связана
более прочныI\4и водородными связями, что может быть причиной высокой
термоотабильности даF{Еого комплФкса

50
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Рисунок l. Зависимости энергии дегидратащ.iи поrмG-полиС (l),
N4Д[Ж (2) и поrцаА-поrrрrU (З) от фдержаншI воды в образце.

Кривм зависимости энергии дёгидр4lдции от содsржаЕия воды для NаSЖ
ПРОХОДит МеждУ эfiергети.Iеокими кривымщ поJýценными дJI;I чистьD( ДU_ и GC-
нукJIеиноВьгх кислот (рис,1),,,В связи с этим возникает вопрос о возможной
корреJUIциЕ междr энергией ДеГидрааддии и нукJтеотидным составом HyKJreиHoBbIx
кислот.

В хОДе аЕаJIиЗа полученньrх результатов была обнаружена линейная зависимость
энергиИ дегидратаЦии .шЖ от ЕукJIеоТидЕогО состава, которую можЕо представить
в виде:

gДлс -}1F,lT1(1*x)Ecc,

где х - относительное содержаЕие АТ-пар в cTpylcrype ЩНК; Еоl, Е* - энергии
ДеГИДРатации ЕукJIеиновьrх кислот, состоящю( только дибо из АТ-"'либо из GС-пар
СОOТВеТСтВенно. Параметр Х легко опрелеляегся по данным 'Ънергегических
спекгров", поJýлIе'нЕым в ходе эксперимента.

(l)

[:(ýtr_ýДfi/lвrc-в)
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Найденное по "энергoгttческим спектрам" среднее значение ссдержаниrI АТ-пар
в gгрукryре ЕрирOдной lРЖ (>Ь) с доGтаточно высокой точЕостью совпадает со

справочными даýными. Здесь необходимо отметить, что в качестЕе
"калибровочньrх" обраsцов были испопъзованы ýолирибонуклеотидьL в то Bpeмrt

как в природных Дff( в качестве мояомерньж зЕеfiьев выст}.пают

дезоксирибонуклеотиды, Однако этот фа*r" очевидно, если и повли.rIл Еа

результаты, то ЕезначитеJIьно. Таким образом, чтобьт рассчитать rryклеотидный

cocfilB данной приролной Дilq достаточно имgть энергетическую изотерh{у

гидретации E(n) интересующей:та*.SЖ и подобные зависимооти для полиА-полиU
и полиG-полиС. И наоборот, знtш нуклеотидный состав природной ДЦЖ и
энергgгические изотермы гидратации полиýукJIеотидов можно рассчитать
"энерг9гичеýкий спектр" интер€суlощей нас ШЖ.

С иопользованием поJýчеЕýьр{ зависимостей энерrий дегидратации Е(П} были
получены ýекоторые характеристики ди}tамической подвижности связанной воДы

на матрицах ШК и модепьньD( полирибонуклеотидов. Одпим из таких параметРОВ,

характеризующим подвижЕость молекул связаиной Еоды? явJIяется Bpeмrt дипольнОй

релаксации молекул связанной воды т6" а вторым - "свободный объем" Yя,

занимаемый молекулами Еоды в гидратной оболочке.

"'"ИhфорIчli}циrl о зависимости тб от содержаниrI воды в образче n была IIоJ{Учена

из фавнения, связывающегс время дипольной релаксации с избыточной энеРГИеЙ

гидратации ДЕ(п):

T6:TaOexp(AE(n)iRT} , (3)

где та0_ значение время дипольной релаксации дJut чистоЙ вdды при кСмЕатнОЙ

температуре равное 0,9.10-11с; Т- температура в Кельвинilq R- газовм постОяЕНаЯ;

ДЕ{п):Е(п)-Е6, Е6:40,5 кДк/foIНzО- срелняя энергия взаимодействиJ{ вода-вода В

объемной фазе.
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На рпс,2 представлены кривыg, отвечающие зависимоgгям т6(п) д.ш данных
образчов. Эти кривые так же, как и криЕые Е(п) имеют качественЕ0 похожий ьид,
нО кОличеСтвеЕно разли.Iаются. Из рисунка видно, что Еа начiLпьньIх стадиrtх
гидратации (п<б} значения тб быстро фывают (уменьшаются приблизительно на
порядOк), а при дальнеЙпrем уЕеличении n постепенно приближ€lются к значвflию т40

для чиgгоЙ воды. Этот результат согласуется с данýыми, которые показыЕаIФт
нерttзличимость физических свойgrв периферийной воды от свойgгв объемrlой tsоды

L2, 4J.B пределах рассматриваеIч{ого иЕтервала ОВ {5-95% ОВ) время релаксацIiи
иЗменяется пр[rмфно на 2 ворядка" Такяtе как и по "энерг9гическим спектрам", из

рис.2 видн0, что молектлы воды во всем интервале ОВ наиболее сrlльно связаЕы с
матрицей полиG-полиС и с.лабее всего с матричей по"циА-полиU.

trO"9

t
:Ё

l0 
-10

10,11

10 15

n,}ufi{2o/Mo

Рисуtлок 2. Зависимости времени диэлектршIеской реJIаксации
диполей вOýы тб от содФжания воды n для пошrG-полиС (1), NаrЩlК

' (2) и поlrlrА-полиU (3)

Щруrurм физичеоким параметро}4 который был раосчlt,ган из поJIученfiьж
зависимостей Е(п), явJIяется свOбодЕый объем Yr. Понятие "свободного объема"
появJIrIетоя в связи с рассмотрением зффекгов вЕугреннего структурного устройства
жидкости (молекулы которой имеют способноgгь rIаствФватъ в водороднОм
связываЕиrr), так как реорганизация gгрукryры такой жидкостЕ прямо fiе отра}кается

в изменЁниях общего объема [2б],
Общий удельный объем водьi можно представить в виде суrч{мы'ЪанягогО" (V)

и "свободного объемов" [27]. "Занятый объем" состоит из кJIастеров связанньГх

молекул воды, которые участвуют в водородном связывании, образовываlt От ОднОЙ

до четырех водородньtх связей, оставJIяя несвязанные молекулы воды в качестВе

"'свOбодного объема". Необходимо подчеркн}ть, .rто объем несвя3анIlьD( молекУЛ

воды, интерпрgгируемый как "свободЕый", не явJulется тем же самым2 ЧТО И

2520
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истинный свободный объем, т_е. гryстое пространство, связанное с каждой

молекулой.
Такртм образом, в сJIучае рассматриваемоЙ системы кукJIеицовая кислота-вода

такой параметр, как "свободный объепd' определяет характер молекуJшIрньD( сил

связьБанr{JI молекул воды с адсорбчионными центрами допорного и акцеггорt{ого

типов, а такжо возникновеl{ие на биополимерньтх матрицilх реryjIярно

упорядочеt{ных структ_чр молекул воды. Чем сильнее свя3ывание илIl етабильнее

кооператLrвно-организованЕая структура гидратной оболOчки, тем меньшIе

"свободный объем", заним&емый молекулами воды.
"Свободный объем" V9 опредеJUIется как разнооть между общим объемом,

занимаемым гидратЕой оболочкой, и запрещенным объемом В, зависящим от
темпера_туры Т, общего объема V и числа молекул N, т"е. VгV*В. Полная теплота

испарениrI (легилратации) Е в расчете Еа моль может бьrгь прелставлена в виде [28]:

Е: RT 1п(V"-В"/Y,-В.)+Р(V"-VJ ,

где Е - мольнаJ{ энергия испарения воды с поверхности биополимера; Р - давление
Еасыщепного пара; Ъ,V. - молькый общий объем насыщенЕtСго пара и гидратноЙ

воды соответственно; Bn,B" - запрещенныri объем дJI;I воды в состоянии пара и В

гидратной оболочкs соответствеЕно.
В области низких давлений водяньгх паров выполЕяются условия Vп>>В' и

Ъ>>V", тогда справедливо соотношение газовых законов. В наgтоящее BpeMrI

принято описывать состояние реального газа (пара) общим уравнением в виде ряда:

PVo:ft f +g/V"+С/vоz+,. . (5)

Мы воспользуемся первыми двумя чJIенами этого ряда дjIя расчета "свободного
объема" VfV.-В., тогда поJryчим:

(4)

{б)lnV,

В этом уравнsнии имеются дво величины, которые измеряются или

рассчитываются, Это давление водяньIх паров в камере Ё) и2 измеряемаJt

калориметрически? энергиrt дегидратации полинуклеотидньIх матриц или tцtlк (Е).

,Щавление Р в калориметрической камере рассчитывается из соотношения Р:qР0, Где

Р * парчиальное давлеIrие водяlIого пара в камере при заданной теtигrераryре Т; Ро-

упругость насыщенных паров Еоды при той же температуре. В нашем cJIyIae при
Т:ЗO3К величина Р6:0,0419атм.,а q- задаваемФI ОВ образцов. Пара*lегр В
определrIется раýчсгным пугем с использованием SначеýиrI "свободного объема'" для
чистой воды, который при 303К составляет *S,4cMilltIHz0 L261, а энергия испарениrI

при этом равна 40,5 цД;к/}IFЬО.
:,, На рис.3 приведены зависимости 'Ъвободного объема" Yr, 3анимаемОГО
молекупами связанной воды в гидратной оболочке природной NаSЖ, поЛиА-
полиU rr полиG-полиС от содержаниrI воды, которые были раýсчитаны из уравнениrI
(б)

Сравнивая поJýrченные результаты, можно обнару;кr.л"гь существенное отличие в

состояЕиrж гидратной воды в рatзличных обрЁtзцах. "Свободный объем" воды в

= r"[[KT * 4РВ + (RT)2 1qБ- Ец')lr*, -EIRT
),*]*[*,*

{

{
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гидРатнОri Оболочке полиG-полиС оказывается наименьшим во всем интервале ОВ,
в то время как для полиА-полиU этот параметр имеет наибольшее значениgл Таким
образом, можно сделать вывод, что вода в гидратной оболочке полиG-полиС
нФrOдитея в более "gтесненнOм" сOстоянии1 чем в гидратньD( оболочках NаlЩЖ и
полиА-полиU" ,Щанные об Фбъеме, занимаемом flарами оснований, и их
ПОДвиЖнОСти в Nа,Д{К, согласно которым подвижность пар основаниЙ
увеличиваgтся с увеличением степени гидратации [5, 29], коррелируют с нашими
результатами по подвижности связанных молекул воды.

4
N

а
z
с)

f2

10 15

п, МН Р/МО

Рисунок 3, Зависимости "свобOдного объема" Ъ в гилратной
оболочке по:плG-полиС (l), NalЩ{K (2) и полиА-полиU (3) от

содержания воды n

Предварительflые расчеты взаимодейсгвуlя модельньtх соединений нуклеиновой
природы с водным окружением были выполнены методом Монте-Карло.]Изученные
системы представляют собой водные кJIастеры разлиttньtх размеров:(20" 40 и 200
молекул воды), содержащие динукJIеотиды АрА, UpU и ТрТ. Такие системы
воспроизводят взаимодействие компонентов t{уклеиновьlх кислот с водой при

различных уровнях ОВ.
В результате проведенньгх расчетов были полуýены энергgхические

характеристики рассмотренньrх систем, 8 имеЕно, полные средние,.эн€ргии
взаимодействия fu, средние энергии взаимодействиrt вода-воЯа Е*.n', средние
энергии взаимодействиrI динукJIеотид-вода Ed*, & также удельные средние энергии
взаимодействиrI в системац прш(одящиеся на молеIсуJrу воды {E**/l, Ea*lr). FIa основе
этих данньD( в системilх с р{Lзличным содержанием воды были рассчитаны
избыточнм энергиrI гидратации АЕ : Еооыr- E*ar (где Eo*yl : (Ц^#t * Eaыr), Е"i/1 -
средняя удельная энергия взаимодействия вOда-вода в чистом водном шаrгеро) и
Еремена дипольвой релаксации молекул водьi в связанном состоянии т4 (уравнение
(3)). ПолучеЕные данные приведены в таб.2.

20
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Таблица 2. Энергегические характФистики сиgтем АрА, UpLJ, ТрТ в водпых кпаотерах

разJIиtшыХ размёроВ и !IистыХ водныХ кJIастеров соответству}ФщI{х размеров

ll,
мн2о/
мо

систе-
ма

F,rr,

кДк/
Мн20

Е*,
кМ
Мн2о

Еь"
кМ
мн2о

Ьл,
км
мн2о

E*oll,
кýжсl
MHzo

Esшrlt,

кДхd
Мн2о

АЕ,
кЩхс/

мн,о

Т6'10!1,

с

20 н2о АрА
UpU
ТрТ
ьо

-q?5 5---r-
-1lllz,з
-979,0

-210"а
-э64,9
-з4i,5

-4зз,9
-264,6
-?ý? ý

_1з,4

-18,4
-17,1

-21,?
-lз,4
-1? 5

-35,]
-з].,4
-?о 7

j 0,45
6,7
5,0

6 i,1
1? 5

б"8

-4з9_1 -z4.7

40Н2О АрА
UpU
ТрТ
ьо

_1582"6

-|836,з
_1453,0

-7в0,0 -587,7
_86з,6 -з97,9
-728,6 -э29,а
-104б,3

-19,7
-zT,7
-l8,4
_?ý ý

-14,6
-10,0
-8,4

-з4,3
-3|,4
-26,3

8,8
6,3
],з

з l,з
10,7
|,1

200

ьо
_30,1

_?n ý

_з0,9

-з3,0

-5,0
-7q

-35,1
-зз,4
_з3,9

2,1
0,4
0,8

1,9
1,0
|,z

АрА -7227,6 -5989,1 -10З0,8

UpU -73l5,0 -6081,5 -609,0

ТрТ -7160,8 -61З8,8 -641',2

ьо -665з,7

Сопоетавлениs результатOв расчетов, выполненньж методопl Монте-КаРлО и

данньгх калориметрическог0 исследоваЕиrI динамических своЙств свяЗаннОЙ ВОДЫ

на матрицах полиА-полиU при различных ypoBHJD( ОВ {рис.2) УкаЗыВает на

корреляцию рqзультатов эксперимеi{таJIьного и численного методов, состоящую В

достаточно хорошем согласовании значений времени диэлектрической релаксации
молекул воды, поJrученньrх раз!{ыми методами.

выворI
Результаты, поJIyIенные в настоящей работе, показаJIи, что Энергия

дегидратации цrклеиновьгх кислот (яезависимо от нукJIеотидного сосгава)

умеЕьшается с ростом содерх(аяиrt воды в обршце, Это означает, что энергии
связываflиJI молекул воды с матрицей биополимера уменьшаются по мере удалениrI
0т гидратно-активньD( цеrrгров. С увеличением содержаниJI GС-пар в соСтаве f${K
энергиr{ дегидратации) азначиl и энергиr{ связывания молекул воды? увелицIиваЮтСя,
что проявJIяется в уменьшении подвижности молекул воды в гидратноЙ оболочке

SЖ (параметры та, Yг). Также было устаЕовлено, чт0 энергию дегидратации
природной ЩFЖ можно представIIть в виде суммы моJIJIрньгх вкJIадов ЭнергиЙ

дегидратации полинукJIеотидов АТ(АЦ- и GС-типа.
Таким образом, процесс формированиrI гидратного окр)лжения биополимеров и

его динамические свойgгва могут бьtть достаточно полно описаны Еа основе
9кспериментального (метод дифференцrrальной сканирующей микрока"пориметрии в

изотермическOм режиме) и расчепrого (метод Монте-Карло) подходоЕ. Это
представляет,собой реаJIьную перспективу для дiллльнейшего изучениr{ рол}I водного
окружениJI в процессе стабилизации и осуIцествлении конформациоЕньrх переходОВ

в системzlх Щ{It-вода. '
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Авторы выражают благодарносгь Госуларственному фонду фундамеrrгалЬных
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энергетические и динамшlескае свойства воды.
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