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В настоящей работе методом ИК спектроскопии изгrеЕо взаr.пrлодействие

ионов Cu2n с ДЖ в водных растворах, содержащю( маJIые (до 20 об %)

добавки гшщериЕа и 1,2-пропандиола, цри 29 п 45аС. Показано, что ионы
Сu2* вызывают переход ДК в компактную форрrу в водном и водно-
глиIdериновом (проrrандиоловом) растворах как при 29,таки при 450С, Этот
процесс носи:г кооперативлъй характер.,Щобавление 1,2-пропаIциола к
водному раствору .Щt{К увеличl.шает кооперативЕость перехода Ш{К в
компактЕую форпry и р{еньшает коIщеЕграIщо ионов Сu'* , необходrпчrуrо

дJuI иЕдущрования этого щ)оцесса. Эффект 1,2-rrропаЕдиOла моIIотонЕо

реJIи.Iивается с ростом его объемяой кошIентрацшr (в интервале
котщетrграцlй 0-20 об %) Ери 29 и 450С. Влияние гшдIерина на
компzlктизачшо .ЩFК носит немонотот*ъй характер: маlJIые (4 об ý/о)

добавки глшIерина к водному раствору ýНК умелъшают кооперативность
перехода .ЩНК в компактное состояние при 290С. Сравнение влиrIнIдt
MtlJIbIx добавок 1,2-цропаrциола и глшIерина, дJuI которых изменение
диэлектри[Iеской прониIIаемости раOтвора щ)актически одинаково, на Сu2* -
шiщдцфоват*тую конденсацию flIЖ позвоjulет сделать вьшод о том, что
коЕденсшIйя Дflt под влltянием ионов Сu2* зависиI не тоJъко от
диэлектриЕIеской цроницаемости, но и от стрlктуры образlтощегося
раствора.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ДНК, ИК-спектроскопия, ионы меди,
1,2-пропандиол, гпицерин, конденсация ДlК.

В нашей предьщущей работе [1] мы покr}зrulи, что под действием ионов
дв}хвалентньIх металлов, в том тмсле ионов Cu2*, ДК может переходить в

компактное состояние. Использовавшийся в этой работе метод ИК спектроскопии
позвоJuIет иослодовать взаимодействие ионов Сч2* с ЩНК в растворе с высокой
концентрацией биопоJIимера, достаточно близкой к локаJIьной концентрации Д:IIt iп
vivo |2]. Щалънейшим приб.тпlжением к условиrIм, в которьD( функционирует ЩFЖ в
жrтвой кJIетке, явJuIется изrIение взаr.rмодействиrl ионов Сu2* с ДIК в растворе с
поних{енЕой активностью воды, поскольку в кJIетке ,ЩНК находится в условрuD(
частичной дегидратации [3]. Iп vitra пони)кение активности воды эквивалентно
добавленrло менее пOJuIpHbD(, чем вOда, растворителей к водному раствору Д{К. В
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настоящей работе мы исследоваJIи взаимодействие ЩЖ с ионами Cu2* в водньж

растворах, содержащих малые (до 20 об.%) добавки 1,2-пропандиола и глицерина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовалась нативная ЩНК тrалуса теленка с молекуJшIрньIм

весом 1.9*107Da, содержанием белка менее а3 О^, РНК менее а.2% и гипохромным
эффектом Зб %. Колпачество элементов Na* и К*, определенЕое с помощью
пламенного фотометра ФПЛ-1, в препаратах ЩFК по отношению к их c}D(oмy весу
составляло соответственно 7.0+0 ,2о/о и 0,6х0.2%, ЩНК бьurа получена в лаборатории
проф. Д. Ландо (Инститр биоорганической химии АН Республики Беларусь).
Полробно методы определенрuI и очистки препарата ЩНК описаны в [4]. Препараты

[НК растворяли в какодилатном буфере, концентрация иоЕов Na* составляла 5хiO-З
М, рН:7.0. Конuентрация Л{К в растворе опредеJIялась с помощью УФ-
спектроскопии [5] и бьrла в цределах (3 + 5) х 10'2 М фосфора.

Активность воды изме}u{лась гIутем добавления 1,2-пропандиола или
глицерина к водному раствору Д[К. В работе испOльзоваJIись сrrектраJIьно чистые
препараты глиr{ерина и пропандиола (<Sigma}), а также CuClz (х.ч.). Концентрация
неэл ектролитов выражаJIась в объемньrх пр оцентах.

Инфракрасные спектры комплексов [НК с ионами меди регистрировали с

помощью двуJýчевого инфракрасного спектрофотометра IlR-20 (Каr1 Zeiss,
Германия). Оптимальная шириЕа щели соответствовала щелевой программе N 4,

скорость регистрации спектра - 10 "r-l/r"". ,Щля записи спектров испоJIьзовались

флюоритовые разборные кюветы с толщиной рабочего слоя 50 рм, сделанные по
модепи. предложенной Фишманом [6], Подробно конструкциlI кювет описана в

работах [7, 8]. Кюветы термостатировчlJIись при температуре 29 иsм450С с помощью
термостата, температура в кювете измерялась термопарой медь-коЕстантан с

точностью + 0.050С.
Оптическую плотность D (с точностью 2 Yо) опредеJIяли методом базовой

линии [9], за которую принимали зЕачение D при построении общего спектра

поглощениlI на частоте v: 1400 см-', где отсутствовiIли полосы поглощенрuI.

Поскольку в области поглощеЕшI фосфатньrх групп ДНК (1000-1400 см-1)

прис}тствуют полосы поглощениJI С-О групп использовавшихся в работе спиртов,
tIроводилась компенсац}ш растворителей п}тем помещениrI в канал сравнения
спектрофотометра кюветы переменной толщины с растворителем. Подробно
принцип компенсации применительно к используемым кюветам ошисан в [ 8 ].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Бьrли поJryчены ИК-спектры комплексов .ЩЖ с ионами Cu2n в водном и

смешанньIх растворах, содержащчu, 4 и 9 О/о глицериЕа, 4, 9 или 20 % цропандиол4
при температуре 29 и 450С. Спектры регистрироваJIись в области поглощения

фосфатньж |рупп ДНК (1000-1400 cM-'i. Поскольку изменения, происходящие в ИК
спектрах {НК при ее связывании с ионами меди в водньD( и смешаннъж растворах,
содержаIцих добавки 1,2_пропандиола и глицерина, имеют сходяьй характер,

рu..Йоrр"пr общие особенности ИК спектров комппексов ,ЩFК-Сu2* на приМере ИК
спектров комrrлексов lЩ{К - Cu2* в 4Оlо-ном водном растворе 1,2-пропандиола,
полученньD( при 450С фис.1):
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Рисlтtок 1. ИК спектры ДtIК (1) и комплексов ЩНК с ионами Cu2* в водноNI растворе1
содержащем 4 об О% пропандиола; кош{ентрации ионов а}*:2 - 3.87х10-3 М, 3 - 5.57х1O'З М,
4 - 1х10-2 М; котщентрация ЩFК - 0,047 М фосфора, температ}ра - 450С.

. при взаимодействии ионов cu2n с Днк (кроме комплексов с высокой
концентрацией меди, см. далее) наб.гшодается смещение полос при 10В9-90
(симметричные колебанIФ{ фосфатньтх груflп) и \22З см-1 (асимметричные
колебания фосфатньrх групп) к 1095 - |0g7 см-1 и 1225 - Т22'| см-1,

соответственЕо. Подобные изменеЕиlI в ИК спектрах [НК говорят о связывании
ионов Cu2* с фосфатньпли |руппами ЩНК во всех исследованньD( растворах.

о в спектрах комIIJIексов ЩНК с ионами Cu2* (кроме KoMIUIeKcoB с высокой
концентрацией меди) присугствует маркерная полоса В-формы ЩЖ rтри

l223 cM-i, а также полоса при 105З см-1 (колебанлм С-О-Р групп сахарофосфатного
остова). показывающая, что ЩНК находится в двуспираJIьном состоянии [10].
Присутствие этих полос в спектрах наряду с отсутствием значительньгх смещений
этих полос свидетельствует о том, что ЩНК в комIIJIексе с ионаN{и Сu2* остается в

пределах В-конформации.
о при }ъолиtIении концентрации иоЕов Cu2* ло [Cu2*] / tР] * 0.5 + 0.7 происходят

сдвиги полос поглощенрIя при 1090 -+ 1100 и1223 -+ |230 см-1, при этом tтолоса
105З cM-l сдвигается к 1060-10б5 cM-l, превращается в IIлечо или полностью
исчезает. Все эти измененIбI в спектре свидетельств}тот о частичном

раз}шорядочении ДНК в комrтлексах с высокой концентрацией меди. Сдвиг
rrолосы |223 -+ I2ЗO-З1 ом-1 может свидетельствовать о частичном переходе lЩЖ
в А-форшrу в комплексе с ионами Cu2* (слелует отметить, что подобный сдвиг
полосы при 722З см'l,не сопровождilлся появлением других MapKepHbD( полос А-
формы, например, при 1188 cM-i t10]).Аналогичньй сдвиг полосы 1223 см-1 при
связывании ДЖ с ионами АlЗ* наблподался в работе Гl t], где также
предполагался частиtIньй гrереход Д{К в А-форму,



б5

Изучение вJIIдIниJI ионов Cuz+ на ДНК...

о из рис. 1 видно' что В резуJIътате связываЕиJI !НК с ионами Cu2* в водном и
смешанных растворах, содержаIцих малые добавки IIропандиола и глицерина,
интенсивность полос поглощениlI фосфатньтх |рупп {НК резко возрастает,

в наших предьIдy'цих работах мы связывали подобное реличениеинтенсивности с переходом ДIК в компактЕуIо форму в результате связывания с
ионами Cu2* Jl, 12]. В литературе отмечает.", .rrо дrr" ипдуцIФованIбI конденсации
щнк в водном растворе при комнатной температуре необходимы ионы метtlллов с
валентностъю ) з г13 - 15], однако имеются работы, в которьж коfiденсация l[i{K
вызыв€}лась и двухвалентными ионами в растворах, не содержащих добавки спиртов
г16, 17]. В работе [18] мы показЕlllи, что при взаимодействии [НК с "o"ur" ЪЬri
происходиТ увеличенИе интенсивности полос поглощеЕrUI, анаJIогиlшое
наблюдаемому в настоящей работе. Сравrrr.шая коЕцентрации ионов Тьr*,
необходимые дJUI конденсации lЩЖ в растворе [19], с конценц)ациrIми, при которых
мы регистрировалиl+резкое возрастание интенсивности ик полос в спектрах
комплексов fHK-Tb'-, мы показ€tли, что пр}r переходе lЩ:К в компактную форму(но не просто при связывании ионов MeTaJIJIoB с фосфатньIми гр)шпами дlжl
интенсивность ИК полос фосфатньж групп [НК дейотвительно возрастает t18]. То,
чт0 реличение интонсивности полос поглощенIбI происходит именно в результатекомпактизации днк, а не в результате связыванIбI с ионами метuUIлов,
подтверждается и тем, что при взаимодействии fiEIK с ионами Na* и К* вплоть до
Met+/P - 80 и с ионами Са2* до са2*/Р - 2 измененIбI интенсив}Iости ИК полос не
наблпода-гtось, хотя связывание с [НК, согласно [5], должно иметь место,

Таким образом мы можом сказать, что, взаимодействуя с .ЩНК, ионы Cu2*
вызывают переход ЩНК в компактную форму как в водном, так и в смешанньIх
растворах, содержащих 4 + 20 об 0/o 1,2-пропандиола или глицерина. основанием для
такого предположенIUI может быть возможность образованIФI координациоЕнъж
соединеЕий с реализацией связей между нитями через ион MeTaJma:

Mt2*

В этоМ СJГ)лIае происходИт сильная поJбIризация связеЙ и значителъное ус1,IJIение
поглощен}UI в ИК-спектрах, поскольку интенсивность иК полос поглощения
пропорциОнilльна квадратУ производной от дипольного момента по нормальной
координате [20 и ссьIлки этой работъd.

хотелось бьт отметить, что переход Дк в компактное состояние возможен без
значительного нарушеЕI,III В-конформации дIЖ И макромолекула в
конденсиРованноМ соQтояниИ можеТ оставаться в пределах В-формы [21], Это
становитýЯ понrIтныМ, еслИ )лесть, что подобньй переход в макромолекуле ,ЩПt
возможен в процессе ее функционироваIIиII iп vivo |2].

В спектрах комплексов lЩ{К - Cu2u с высокой концеЕтрацией ионов меди ( >
8.5х10-3 М длЯ ЩЖ В водно-црОпандиоловом и > 2.3xl0'2 МЪ водно-глицериновом
раствораХ (4 об О/о)), образованньIх при 450С, набrподается резкое уменъшение
интенсивности попос поглощенрш при 1090 и |223 см-1 и сдвиги этих полос к 1100 и
12з]l CM-l, соответстВенно. Поскольку даЕное уменьшение интенсивности
сопровожДaIлосЬ зЕаtIительЕыпл (в 2-4 раза) ушир9нием эт}rх полос, возрастанием
фоновогО рассеянIIJI IIа всех частотах и сиJIьЕым искажением общего вида спектра,

-о .о\pf'
,о,/ \о

-о. о'\р'
,о'/ \о
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наб-тодаемое уменьшение интенсивности можно объяснить частичной денатурацией
и агрегациеЙ rЩIЖ в комплексе с высокоЙ концентрациеЙ меди. То, что подобное
\]IенъшеЕие интеЕсивности не наблюдается при 290С, можно объяснить наличием
расп-тIавленньIх )дIастков на ffЖ при 450С, реJIиIIением константы связывания
ItoHoB Сu2* с этими ,участками и образованием межмолекуJUIрньж сшивок,
приводящих к агрегации ДНК (подобный механизщ на основе теории Shibata-Schrrrr
[22J прелложен авторами [23]). Подробrrое исследование таких комплексов ДНК -

Cu2* с высокой, концентрацией ионов меди выходило за рамки настоящей работы.
Поскольку столь знаtмтельное уширение пOлос поглощеншI наблподалось лишь при
высокоЙ концентрации ионов Cu2*, мы с![итаем, что использование зависимостей для
<<пиковоЙ>> интенсивности вместо интегральноri возможно для характеристики
конформационного перехода в !НК [2а].

На рис, 2 и 3 приводены зависимости относитольного увеличеншI оптической
iIлотности полос поглощеншI фосфатньтх групп ДНК (R: D/D6, где Dl - оптическая
ПЛОТНОСТЬ В МаКСИN{УIч{е ПОлОСы поглощенI4lI комплекса ДНК с i-тоЙ концентрациеЙ
ДВ}.{ВаЛеНТНОГО МеТ;ШIла, Dб * та же величина дJI'I ЩНК без ионов двр(BчrлентньIх
металлов) от полноЙ концентрации ионов меди в растворе, поJr}4Iенные при 29 и
450С для коfuIплексов Д}К с ионами Сu2* в uод""о. и сп4ешанньIх раствOрах,
содержаттIихлмалые (до 20 об %) добавки прOпандиола и глицерина, Из рис. видно,
ЧТо иOны Cu2* вызьвают увеличение интенсивности полос arоarrощar"" фосфатньrх

4,5
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R з,5

з,0

,ý
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1,0
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;Cu2'1, м

Рисутlок 2. Зависrдrцости относитsльного измененIбI оптиrIеской rшrотности R от полгrrой
кOнцеIцраЦии ионоВ Cu2* В растворе дJUI rrопосы поглощениlI при 1090 см-1 1сrа,шлетричные
колебаl*rЯ фосфатlrьгХ груrш) дJш KoMIIJIeKcoB ЩНК с ионами Cu2n в водно1!I (х) 

" 
водно-

сIтиртовьж растворах, содержащих 4 (о), 9 (9) об О/о ГЛИЦеРшrа, 4 (т ), 9 ( v ), 20 (1) об %
rIропандиола. Котщекграция ионов Na* - 5х10-3 м, днК - (3.5+5) xl0-2 М, темпsратура -
29"с
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Рисунок З. Зависlдлости относитеJьного изменениlI оптической IuIотIlости R от полной
концеrлрации иоIIов Сч2* в растворе дlя полосы поглощениJI при 1090 см'' 1сио^петрIпtlые
колебанrтя фосфатъгх гругrп) дJu{ комIIJIексов ДНК с ионами Cu2* в водЕом (Х) 

" 
водно-

спиртовых растворах, сOдержащш( 4 (о), 9 (о) об 7о глrщериrrа, 4 (v) об % пропандиола.

Концентрация ионов Na* - 5х10-3 М, ДК - (3.5+5) х10'2 М, те}шерат}ра- 450С.

гр}.пп во всех исследованЕьD( растворах как при 29, так и при 450С, Увелпачение
интенсивнооти происходит в достаточно узком интервirле концентраций ионов Cu2*,

что говорит о высокой кооперативности IIроцесса компактизации макромолекулы
дЁil{ [1]"

В водЕом растворе дJuI индуцированиrI компактизации ЛЖ при 450С
требуется значительно меньшая концентрациrI ионов Cu2*, чем при 290С. Известно,
что ионы Cu2* понижают температуру шIавлония ЩНК [5 и ссылки этой работы],
поэтому при 450С вероятно появление расплавленньгх сайтов на fЩК, оообенно на

r{астках, богатьп< А-Т парами (А-Т пары составJuIют 58% исследуемой ,ЩНК [а]).
Так как констаIrга связываниJI ионов Cu2n о денатурированной .Д}К намного выше,
чем с нативной [25], понижение необходимой дJuI индуцирования компактизации

{НК концентрации ионов Cu2* при 450С может rтроисходить за счет увеличениrI
сродства ионов меди к ЩlК, т,е. за счет увеличsнлul <эффективной>> конц9нтрации
ионов Cu2'.

.Щанные рпс. 2 и 3 овидетеJьств}.ют о том, что для перевода ЩНК в
компактное состояние в водном растворе, оодержащем маJIые добавки пропаЕдиола,
требуется меньшая концентрация Cu2*, чем длrI ДК в водном растворе) как при 29,

так и при 450С. Эти результаты согласуются с теорией коЕденсации
полиэлектролитов Меннинrа [26]. ,Щействительно, авторы |27f, используя теорию
Меннинга, показали, что, так как одЕим из основньгх барьеров, преIuIтствующих

7п

1,5

1,0

ný

0,0
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конденсации ДНК, явJUIется электростатическое оттаJIкивание отрицательно
заряженньIх фосфатньгх групп, то для перевода ДНК в компактное состояние
необходимо нейтрализовать 89-90% всех зарядов на фосфатах за счет связывания с

противоионами. Эта велиtlина бьттrа подтверждена в экспериментах по гель-
электрофорезу |[НК [13], прлтчем она оказалась одинаковой для водного и водЕо-
этанольного растворов |27], а также для фаговой ДНК с отличной от ЩНК тиI4уса
теленка плOтностью заряда [17]. Согласно [2б], до.;uI заряда, нейтрализованного при
связывании lrолиэлектролита с противоионами валентности Z, равна

"='i.- 
1 

,q,

где ( - LlexT (в - диэлектрическая постоянная, Т - температура в кельвинах), При

}меньшении а за счет добавки менее полярного пропандиола к водному раствору
ЩНК величина r будет реличиваться, таким образом одно и то же количество ионов
меди сможет нейтрализовать больший заряд на ЩНК и нейтрализация 90% всех
зарядов на фосфатах ДНК может быть достигнlта при меньшей концентрации ионов
Cu2*, Кроме того, понижение t за счет добавления неэлектролита может уменьшать
эффективный заряд на фосфатах также за счет усиленlul конденсации противоионов,
так как с уменьшением t кулоновское взаимодействие возрастает.

В случае взаимодействI4JI ионов Cu2u с [НК в водно-глицериновьIх растворах
наблюдается немонотонность влIшIнIбI добавок глицерина на компактизацию {НК
(см. рис. 2). В растворах с низким объемнььм содержанием гпицерина (4 об %) резко
}меньшается кооперативнOсть перехода ДНК в компактное состояние. При
повышении объемной концентрации глицерина до 9 об О% зависимость R ( С )

распадается на два yIacTKa: до концентрации Cu2* порядка 1.3х10-2 М она идет почто
параллельно зависимости R ( С ) для ,ЩНК в 4 об %-водном растворе глицерина,
после этой концентрации кооперативность резко возрастает фис.2). При более
высокой температуре 1+SOC) кооперативность перехода [НК в кOмпактное состояние
в водно-гпицериновьIх и вOдно-пропандиоловьIх растворах реличивается, однако
длrI инд}цированI4lI такого перехода в 4 об 0/о водном растворе глицерина требуется
большая концентрациJ{ ионов Cu2*, чем для ДНК в водном растворе фис. 3).

Таким образом мы можем заключить, что влиrIние добавок пропандиола на
переход ЩНК в компактное состояние под действием ионов меди носит монотонный
характер: по мере увели.IенIбI объемной концентрации пропандиола )дdеЕьшается
концентрацIш ионов Сu2*, необходимiш длrr индуцированиrI компактизации ЛНК, и
кооперативность этого процесса репичивается. Этот результат вполне согласуется с
теорией конденсации Меннинга, В отличие от пропандиола, влиJ{ние глицерина на
индуцированн},ю ионами Сu2* компактизацию ДНК носит немонотонный характер
как при 29,так и при 450С.
, Особенно интересным представJuIется различие во влиянии на

компактизацию [НК маленьких добавок пропаЕдиола и глицорина (4 об %) к
водному раствору Д}К. При такой низкой объемной концентрации неэлектролитов в

растворе разница в диэлектрических проницаемостях смесей буфер _ пропандиол и
буфер - глицерин и в подвижностях молекул воды в этих смесях очень ма_ша [28],
Таким образом, различие в t и, следовательно, в активностях воды, не может играть
решающую роль в различном влиянии пропандиола и глицерина на конденсацию
ЛК под влиянием 'ионов Cu2* при мальIх (4 об %) концентрацшIх этих
неэлектролитов в растворе. В работе [13] бьшо показаЕо, что кондФнсация [НК
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зависит только от € среды и не зависит от вида Ееэлектролита. Однако результаты
настояrдеЙ работы свидетельств}.ют о том, что влиrIЕие добавок неэлектролитов к
раСТВоРУ ДНК МоЖет носить не только неспецифический характер за счет
понижения активности воды, но также может зависеть от структуры образующегося
водного раствора неэлектролита. Возможно, что сильнее влиrIние структуры
раствора ск:вьIвается в слуIае добавок многоатомЕых спиртов, так как добавки
оДноатомнЬrх спиртов (до опредепенноЙ критическоЙ концентрации спирта),
встраиваясь в гryстоты решетки воды, значитеJIьно меньше искажают
пространственн},ю структуру воды и сетку водородньгх связей (в работе Г13]
исслеДоВаЛосЬ Влияние иМеЕно оДноатоМных спиртоВ на СоýНз)6з"-
индуцированную компактизацию ДIil().

Авторы выражают благодарность проф. !.Ландо (Институr биоорганической
химии АН Беларуси, Минск) за.тшобезно предоставленные препараты ДНК. Работа
частиIIно финансировffIась за счет гранта Международного фонда <<Вiдродження> ЛЪ

PSU072091 Хакл Е.В.

выводы
Ионы Cu2* вызывают переход {НК в комtIактную форrу в водном и водно-
гл}rцериновом (пропаfiдиоловом) растворах как при29, так и при 450С. Это,r процесс
носит кооперативный характер. .Щобавление 1,2-пропандиола к водному раствору
ЩНК уъелитивает кооперативность перехода Щ{К в компактную форrчгу и уменьшает
концентрацию ионов Cu2*, необходим},ю дJuI индуцированиJ{ этого процесса. Эффект
1,2-пропандиола монотонно увеличивается с ростом его объемной концентрации (в
интервале концентраций 0-20 об %) при Zg и 450С. Влияние глицериша на
компактизацию Щ{К носит немонотонный характер: малые (4 об %) добавки
глицерина к водному раствору ,ЩНК уменьшают кооперативность перехода [НК в
компактное состояние при 2gOC, Сравнение влIдIниII маJIьж добавок |,2-
rrропандиола и гJIицерина, дJuI которьгх изменоние диэлекц)ической проницаемости
раствора практически одинаково, на Cu2* -индд{ированную конденсацию ЩНК
позвоJIяет сделать вывод о том, что конденсацию lЩЖ под влIдIнием ионов Cu2*
зависит не только от диэлектрической проницаемости, но и от структуры
образующегося раствора,
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