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Мgгодом Mor:Te Карло изучсны процессы ассоциации нейтральной и протонированной по NЗ положению
форм цитозина в воде и влияние rrротонированиJi на взаимодействие аасоциатов цитозица с водным
окрух(ением. Пол5лtены энергетические и струкryрные характсристики систем, содержащих
водородносвязанЕую (ВС-) пару нейтрального (С) и протонированного (С*) цитозин4 стэкинг-димеры обеих
форм цитозинаи200 Молекул воды. Показано, что образование ВС-пары в воде энергетически невыгодно, а в
вакууме такая пара стабильна. Образование стэкинг-димеров С-С и С*-С* в воде энергетически выгодно.
Энергtlгическая предпочтительность образования стэкинг-димера С-С в воде 'обусловлена как
взаимодействием димер-вода, так и энергетически выгодным изменением структуры воды при образовании 

,

сЕ}кинг-диМера из двух изолированных цитозинов. ЭнергетическаlI предпочтительность формирования ]

стэкинг-димера С*-С* в воде определяется сильным взаимодейотвием димер-вола и образовu"ra* uод"оr* /
мостиков между цитозинап4и, которые стабилизируют такой ассOциат, Определены схемы гидратаuии тре1
ассоrиатов
кJIюЧЕВыЕ сЛоВА: ассоциаты цитозин4 протонирование, гидратация, метод Монте Карло.

Изуrеrrие влIUIнIи протонированиrI цитозина по NЗ положению на взаимодействие его accolиaToB -

ВОдОРОДнОСВяЗанных (ВС-) пар и стэкинг-димеров - с водным окружением является следующим этапом
ВРЕ ЕССЛеДOВаНии наМи роли воды в стабидизации рu}злиtIных структурЕых форм полирибоцитидиловой
fЕепоть,l фоlуrС) [l -З].

Известно, ЧТО В водных растворах polyrC образует Еесколько структурных форм, опредеJuIемьtх
!ЕеIцними условиlIми, в частности, рН. В неЁпральных и слабощелочных растворах polyrC находится в
ОДýОСПИРЩьНОЙформе[4],вобластиЗ.7<рН<5,5-вдвухсrц.{ра,тьной,априрН<З.5-вполностью
ПРСюЕЕрованноЙ, разупорядочеЕноЙ форме [5]. Стабилизацию одноýпирапьной структуры объясrrяют
ЕЕl]т!Цием стЭкинга между соседЕими цитозинами, расположенными вдоль цепи polyrC, и водородными
савями (ВС), возникающими между гидроксильными групllами С2'оН рибозы f4,6l, а стабилизацrдо
.шоfuiой спирапи поJryпротонированной формы polyrC - образованием трех ВС между цитозинами двух
ОOСедНlD( uепеЙ [5]. Недавние исследованиrI показ€}ли, что существенЕую роль в стабилизации рzlзличных
СТР).iilУРНЫх фОРм polyrC играет взаимодеЙствие с водным 0кружением, и стабилизаlцш достигается при
СаВЫВаНИИ 10-12 молекУл воды на нуклеотид для 0дноспиральной формы и не менее 9 молекул воды яа
цiклеотид дlя дврспиральной формы [i,З]. Методами ИК спектроскопии и пьезOгравиметрии
rпIРеделены гиДратноактивные центры и степень гидратации polyrC, прелцожена возможная схема
ýокirпкЗации молекул воды в двухсп}rральном KoмnileKce polyrC - polyrC*. Но энергетические и
СТРУrffУРНЫе ИЗМеНеКРuI ВоДIlого окрукенш{ роУС и ее компонеЕтов, возникающие цри пратонировании
lIЕгозина, не изу{ались.

Заслуживает вниманtul и исследование ассоциации в водном растворе нейтральной и
Пр{rонцроВанноЙ форм цитозина с образованиsм оснOвных структурных компонецтов polyrC - ВС-пар
дВух цитоЗинов, образующtтх три ВС и определяющIlD( межцепочечные взаимодействия в polyrC - polyrC*,
а ТаКЖе СТЭКИнг-Димеров неЙтрального и IIротOнированного цитозиЕов, -ответственных за
вццрицепочечные взаимодействия polyrC, В течение мноIрш лет общепринятым было мнение, что
стабилЬНостЬ дВоЙных спиршtей нукJIеиновых кислот в воде определяется не столько водородцым
свrlЗыВанием, сколько стэкинг-взаимодействиями оснований. Это мнение основыв€rлось на результатах
ЕСследоВаiчиЙ, Доказавших предпочтIrrгельность формирования ВС-гrар в вакууме и 

'D( 
Еестабильность в

x)rIEoM растЁоре и, Еаоборот, энергетическуIо выгодность образованиrI стэкинг-ассоциатов основаниЙ в
шде и rд нестабильность в вакууме и неполярных растворителях [7-10]. Процессьi ассоциации лвух форм
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цЕтOзЕЕа моryт отличаться от процессов ассоциации оснований нуюIеиновых кйслот тем, что ассоциаты
образуются междtу нейтральной молекулой цитозина и ее молекуJuiрным ионом. Поэтому изуtение
аосоIý4ации р€lзлиllных форм цитозина в водном растворе может расширить представлениlI о роли воды в

формировании и стабилизации ассоциатов производных оснований нуклеиновых кислот.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОД ИССЛЕДОВАНИrI
I-{елью данной работы было изуrение влlulния протонирования цитозиЕа по NЗ-положению на

цроцессы его ассоциации в воде с образованием ВС-пары C...Cu и двух типов стэкинг_димеров
нейтра-пьной (С-С) и протоцированной (С*-С*) форм цитози}lа и их гидратацлшо. Щля описаЕиrI таких
ЦРОцессОВ необходимо полr{ить энергетические и структурные характеристики систем, содержащлD{
изуiаемые соединения и молекулы воды. Как и на предьlдущем этапе [ри из}^{ении влияниrI
lrротонированиJ{ на гидратацию мономеров цитозина [2], лля решения цоставленной задачи нами
ИсПолЬЗоВаrIся МеТоД Монте Карло, Применение метода Монте Карло для изу{ениlI процессов ассоциации
биомолекул подробно описано в работах [9,10].

КоорДинаты плоскоЙ гIары с тремя ВС взяты из работы [11], а координаты стэкинг-димера
неЙтратtьного цитозина - из рентгеноструктурных даЕных дJIя односпиральной нетrротонированной polyrC
[4]. КоорлинаТы сТЭкиЕг-димера протонированного цитозина определеньi из распOложениrI цитозинов в
ЦеПИ ДВУхсПиральноЙ полуIIротонированной polyrC - polyrC+, построенноЙ нами с помощью прOграмм
МолекУлярного мOДелированиrI. Положение цитозинов в ассоциатах в процессе расчетов не измеIuIлось,
РаСчеты проводились в сферах радиуса 22 А при температуре 298К с последутощим уточненцем
поJlожениrI молекул воды вблизи центрOв гидратации при 5К, fiля расчетов энергии взаимодействиrI вода-
ассоциат и циТозин-циТозин в ассоциате использовался модифицированный потеЕци€LтI Леннарда_fiх<онса
1-6-12 С lrараМеТраМи, поJýлlенными Полтевым и соавторами [12], а для расчетов взаимодействий вода-
вода - полуэмширическиЙ tIотенциал 1-6-ехр [1З] Протонирование учитывалось посредствOч
модификации частшIных атомЕых зарядов, рассчита[Iных аЬ iпitio с испоJlьзованием метода МР2 (Molley'-
Plesset) / 6-31G- [11,14]. /

При установлении равновесного состоянIбI каждой системы длина генерируемой марковской цепи
сосТаВЛrIла 4.000.000 элементарных конфиryЁаций. На стационарном rlacтKe, при вычислении средних
значениЙ энергетических характеристик и функциЙ распределениlI, генерировались 4.000.000
элементарных конфигурачий.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
,Щля изрениrI влиJIния протонированиrI на ГидратацIдо различных комtrонентов роlуrС нами

IIолучены ЭНеРГеТI/tЧеСкие и структ}?ные характеристики систем, сод€ржащих ВС-пару нейтра-llьного и
пРотоFIирOванного цитозинов (С С) (рис.I), стэкинг-димеры нейтрального (С-С) (рис.З) и
протонированного цитозина ( Cn- С-) (рис.4) в кластере из 200 молекул воды.

энергетические характеристики исследованных систем представлены в таблице 1. Здесь u,* -
полная средняя энергия взаимодействиJI в системе, U* - средняя энергиrl взаимодействия вода-вода, U*"
- сРедняя энергlUI взаимодействия вода-основание, U56 - СРе.ЩНяя энерг}UI взаимодействиrI основание-
ОСНОВаЕИе, IJr*7i И Usum/t - УДеЛЬНЫе Значения энергиЙ взаимодеЙствия вода-вода и полной эýергии
систем, IIBC - числО вс, цриходящихся на оДЦ молекулу воды в кластере (показатель
СТрРУКТУРИРованности растворитеJIя), NBc - число молекул воды, образуtоЩих ВС с ассоциатом.

Таблица l. Энергетические и cTpyкTypнbie характеристики ассоциатов цитозина с различной геометрией в
кJIастеро из 200 мGлекул воды.

Система Uro,
ккал/моль

U*
ккал/моль

U.bl, Uwb2

ккал/моль
Ubb

ккал/моль
Usцпr/t,

ккал/моль
Uw/1,
ккал/моль

I1Bc NBc

с..,с* |,l02,0 -1468.0 -86.6
-|29.9

|,7 ,6 _8.51 -1.34 |.74 5,9: |2
2 мостика

с_с -l788.4 -\515.6 |29.8
1з9,1

1.0 _8.94 -,7.58 |.75 5,5: i0
0 мостиков

Cn_ с" _l8l4.6 _ i4з 8.8 -212.1
-209,1

з,1.4 -9,07 -7.15 l.iJ 14,12:20
6 мостиков

Наиболее стабильцой является система с*_с++Н2О. Значекия Up1 ПОК?Зывilют, что более низкая
потенциrlJIьная энергиlI этой системы связана с увеличением взаимодеýстьuя вода-димер С*-с* по
сравпению с такими взаимодействиями в системах С...СП+цrg и С-С+!{2О, хотя взаимодействие
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Изуrение гидратации различньD( структурньж фор*. . .

IIротонированных цитозинов сильно дестабилизирует стопку. Сравнение велиЧин u* Д"ця трех ассоциатов
)rкхtывает на то, что структура растворитеJUI наименее разрушена у системы C-C+HzO.

,щанные таблиrщ i позволяют выtIислить изменеЕие энергии ассоlиации оснований в воде, с
образованием ВС-пары и стэкинт-димера, которOе можно записать в виде:

АU:АU*+ДU*ь+дUььi

где слагаемьте для ВС-пары С...С*рассчитываются как [10]:

ДU*=N[(U*7rФр)-U*лФzО)) -((U*ur(b1) - U*/I(H2O)) + (U*/1Ф2) + U*/l(HzO)))];
А U*6=N[U*oфp) -( U*ьф1) + U*(b2))]; ДU66: U66,

а для стэкинг-димеров цитозиýа как [9];

А U*:N(U*7I(D) - U*/1(H2O)) - 2(U*i,(M) - U*ll(HzO))];
А U*b: U*b (D) - 2 U.6(M); А U56- U65.

Здесь N - число молекуЛ воды В системе; Ьр - система С...С*+Н2О, Ь1 - система с+н2О, Ь2 - система
C*+HzO, D - система "димер*Нzо"; М - система "мономер +HzO"i цо - система "чистая Н2_О".
Результаты расчетов энергетических характеристик реакций ассоциации нейтральной и протонированной
форм цитозИна цриведеНы в таблице 2, !анные для систем, сOдержащIж мономеры С и С* и (чистуIо)
воду, рассчитаны намиранее [2].

таблит{а 2. Энергетические характеристики реакции ассоциации неfл,гральной и протонированной форм l
1итозина в воде. 

/./
Система AU*. ккал/моль ДU,"я"ккir,т/мопь ДU.u_ккД.л/моль АU.кка_гi/моль
с.,.с* з4.0 -14.5 |7,6 1.9
с-с *14,0 -19.7 i.0 -92.7
с*- с* 80.0 -206.4 з7.4 -89.0

из даrrньiх, представленЕых в rабл.2, следует, что образование стэкинI-димеров цитозина из его
rзолированных мономеров в воде энергетиLIески выгодно, а ВС-пары - невыгодно, В слryчае стэкинг-
димера нейтрального цитозина факторами, стабилизирующими такой ассоциат, являются как
эЁергетически выгодное изменение структуры водь] вOкруг дв}с{ мономеров гIри Io( ассоциации в стопку,
так и изменение взаимодействия молекул воды с цитозинами. При этом взаимодействие ц}rгозинов между

циат,

)

ь.

Рис.1. Itонфигурация пары С,,.С"
Рис.2. Конфигурации пары С...С*: а. стартовая в

вак}уме; Ь. наиболее выгодная конфиryраuия в
вакууме; с. равновесная конфигурациrI в воде.

В слУЧае ВС-пары образование ее в вOде из двух мономеров энергетисt9ски невыгодно:
ВЗаимОдеЙствие вода-вода дестабшгизирует образоваrrие такой пары, что согласуется с данными о
большем разрушении структуры воды в случае образованлrя пар оснований по сравненrло с образованием
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}il( стэкиЕг_ассоциатов в воде [9,10]. при этом стабилизация пары с...с* осуществляется двумя типами

взашrлодействIбI - взаимодействием межд/ цитозинами с образоваrшем трех Вс и взаимодsйствием

lитозиноВ с молекулаМи растворителя. Эти два типа взаимодействиlI значительно более (сиiIьные) в

сJryчае образования пары "нейтра}льная молекула (С) - молекулярный иов (С*)" по сравr1sнию с обы,Iными

$арамиоснOваний' входящимИ в состаВ 
"ynnrrrout' 

кислот. На-пичие у такогО ассоциата заряда +1,

делокаJIизоВанного на Cn, существенно влиrIет ца водное окружение, вызыва,I IIереориеIrтацию молекул

Bo.ЩI и }ъ€пиtIение .r"anu ВС, образуемых между цитозинами и молекулами воды, Выполненtше Еами

расчеты устойчIшости всех трех видов ассоциатов в вакууме методом Мокте Карло показали, что ВС-

,rupu u 
"ur.lyr" 

стабильна iрис);, тогда как стэкиIlг-ассоциаты в вакууме неустойчивы (рис, 3,4),
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.Рис.З. Конфигурации димера С-С: а, стартоваJI в

вак}уме; Ь, наиболее выгодная конфигурация в

вакууме; с. равновесная конфигураци,I в воде,

Рис.4. Конфигурации димера С*-С*: а. стартовая в

вакууме; Ь, Наиболеи вьiгодная конфиryраuия в

вакууме; с. равновесная конфиryрациT в воде,

при образовании стэкицг-димеров двух протонированных цитозинов заряд ассоциата равен 1,2, что

вызываеТ значительнОе усиление взаимодейсТвLш вода-диМер. Из-за увеличениlI числа ВС молекул воды с

ассоциатом С*-с*, приводящего к разрушению 1лпорядоченной структуры водного кластера,

взаrдrдодействие вода-С'и Ерда-вOда становятся конк)ретными, так что изменение IIоследн9го являются

дестабилизИрующиМ фактороМ при ассоциации дв}д( протонироваЕных цитозинов в стопку, Образование

водныХ мостикOВ междУ цитозинамИ сJIужит дополнительным фактором, гIовышающим устойчивость

.rirn.-orr*pu Cn-C*. ,Щаже a!{JIbHo дестабилизируощее димер стэкиЕг-взаимодействие между

цитозинами не rриводит к (разваiI}D) стопки,

О различном разрушенйи структуры воДы у трех изrIенных систем можно судить и по радиальным

функциям распредепениlI, tlриведенrrым на рис.5. В с,ччае системы, содержащей дшдер С-С, наблюдается

наименьшее разруш9Еие структуры растворителя. Наличие дв}х выраженных максим}мов функции

рас11редел9ни-я атомов кислорода молекул воды go для системы С-С фис,4а) i1одтверждает такой вывод,

Струкryра воДы у дв)D( друптх систем, содержащкх С",С* и С*-С*, разрушена больше,

R,A

а.

Рис.5, Графики функции ь (а) и goo (Ь) лля асýоциатов цитозина.
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Изуlение гидратации разлиtIньж структурных форм. . .

Протяженность первой гидратной оболочки можно оцределить IIо положению гIервого мшшмума
фrш<ПИИ 9о, 8 ЦРИ инТеГрировании пол}цить число мOлекул вOды, ее образуюrцiл<. Для системы
С...С-+Н2О можно рассматривать первую гидратЕую оболочку в пределах 2.'| - 4,4 А, ее образуют - 6 - 7
uолекУJI вОды (рис.5а.). Положение первого максим}ма функчии go связывают с образованием ВС между
гш:рофильныМи группами ocHoBaHIФI и молекулами вOды, По положению второго максимума определlIют
Bтopylo ГИДратнУЮ оболочку, в котороЙ молекулы воды, не попавшие в перв},Iо гидратн}tо оболочку,
фрмируTот угIорядоченный слой молекул растворитеJuI [15]. В сJI)цае системы С..,С++Н2О вторуо
гЕдра"ную оболочку моя(но рассматривать в tIределах 5.5 - 7.55 А с входящими в нее - 40 молекулами
Bo,Фr.

Первый минимум функции go стэкинг-димера С-С расположен на расстоянии 4.45 А, определяемая
BI перВая ГиДраТFIая оболочка димера С-С содержит -7 молекул воды. Вторая гидратная оболочка
распоrожена в цределах 5 .45 - 7 ,5 А и состоит из -54 молекуjI воды.

Дrя стэкинг-димера С*-С* первая гил]атная оболочка имеет rrротяженность в пределах 3.З - 3.4 А и
содеркит - 2-З молекулы воды, а вторая гидратная оболочка, имоющая границу 5.15 А, состоит из ,15
Цо.]IекУЛ воДЬi. ТО есть, наиболее упорядоченная структура растворителя может формироваться вблизи
стзкинг-Димера С-С, тоГда как ВС-пара С...С* и, особеrrно, стэкинг-димер C*-Cn, разрушают структ}ру
зоды вблизи себя, выЗывая переориентацию молекул воды с образованием ВС с цитозинами, входящими в
состав ассоциатов> или "выталкивая" молекулы водьт в более дальЕие слои,

По значениям фУнкции goo можно судить об относительной средней плотности молекул вOды в
Езученных систем;}х (рис.5в). Как видно из lrредставленньж графиков, в системах С.,.С*+1]16 и C_C+HzO
tllотности растворителя практиrIески llе отлиtiаются) а в системе C*-C''-+H2O плотность волдI несколько
flIl}Ke, особенно в близких к стэкинг-димеру слоях. Эти результаты подтверждают вывод о более сильном
разрушении структуры водьi в системе, содержащей стэкинг-димер Cn-C* ,

Анализ равновесных мгновеFlных конфигураций позволил оцределить точки гидратации всех
г{зученных ассоциатов. Щля пары С...С* ВС образlтотся с 12 молекулами воды) из них 5 приходитс я на С,9
- на С*, гtри этом 2 молекулы водьi занимают MocT}IKoBoe положение между цитозинами, Число мест
гид]атации отличается от их числа, огlределенного для изолированЕьж мономеров С и С*, и равных 4 и 5,
соOтветственно [10]. Такое изменение числа точек гидратации означает появление дополнительных точек
гиiIратации. У неЙтрального цитозина в паре С...С* центрами гидратаIц-{и являются групrrы NlH, С2:О и
Сб-Н, образующие ВС с 3, 1 и 1 молекулами воды, соOтветственно. [ля цротонированного основанш ВС
с 9 молекупами воды образовали группы NlH (2 молокулы Н2О), С2:О (3 молекулы Н2О), NЗН (2
}tолекульl Н2О), а также груtlпы С5Н и СбН (rro l мо:tекуле Н2О), В системе обнаружены две молекулы
воды, образ1'lощие мостик между основаI]иrIми, связывая атом О гругIrъI С2=О неЙтральнOго ц1,Iтозина с
rрУlшаМи N3H и NH2 протонировацного, Эти молекулы воды лежат вне плоскости пары, располаI,аясь над
Е под иВС 0снованиrIми (рис. 6

Рис,6. Равновесная конфигlрация ВС-пары С...С* и Рис.7. Равновесная конфиryрация стэкинг-димера С-
мол9кулы воды, образующие с ней ВС. , С и молекулы воды, образltощие с ним ВС.

ОсновноЙ вклад в энергию взаrпиодейств}ul стэкинг-димера С-С с водой вносят 10 молекул Н2О,
образующих по 5 ВС i каждым цитозинOм. С группа:rли NlH и NЗ каждого цитозина в димере
сВяЗываются по одноЙ, а с группами С2=О и NH2 - по две молекулы Н2О. {ля системы C-C+Hzo не
обнаружены молекуJIы воды, занимающие мостиковое положение между группами двух разлиt{ных
цитозинов (рис. 7).
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Рис. 8. РавновесЕая конфигуращIя стэкинг-димера
С*-С* и молекуjш воды, образующие с нI,пrл ВС,

В системе, содержащеЙ димер С"-С*, 14 молеку.lt воды образуют ВС с первым основанием (это NlH
_2 н2о, Cz:o -2 н2о, Nзн _ 2н2о. NH2 - 4 н2о, с5НиСбН - по 2 Н2О), 12 молекул воды - со вторым

o""ou*".* (NlH _ 2H2o,Cz=o _2н2а,Nзн _ 2H2},NH2 _ 4 н2о, с5н и сбн _ по 1н2о ), приэтом 6

молекул воды занимают мостиковьiе 1r0ложенIб{ между N]H, NH2 п С2:О гР)/Ппами цитозинов,

образующшс стекинг-димер С* -С* (рис.8).

вь[воды
методом Монте-карло оllределены энергетические и структурные характеристики и охемы

гидратации трех систем, содержащ}ж ассоциаты нейтральноrо и протонированного цитозина и показан0,

что:
1. Образование Вс,пары нейтральной и flротонировалrцой форм цитозина в воде энергетиIIески

невыгодно. Три ВС междУ основаниJIми и взаимодействие их с молекулами воды стабилизируют пару, но

изменекие структурЫ воды прИ образованиИ пары из двух изопированных мономеров энергетиIIески

невыгодно. В вакууме ВС-пара стабильна.

2. Образование стэкинг-ассOциатов нейтральной и протонированной форм читозина в воде

эцергетиtIески выгодн0, а в вак}уме они нестабильлш.

З. Факторами, стабилизирующим стэкинг-ассоциаты оснований, явлшотся изменение взаимодействия

молекул воды с основаЕиrIми при образовании димера, а в cJry{ae нейтрального цитозина - и

энергетиtIесКи выгодное изменение структурЫ воды прИ переходе от мономерноЙ к ассоциированноI1

форме.
4, Стэкинг-димер гIротонированной формы цитозина в водном растворе энергети{IесКи более

стабипен, чем стэкинг-димер нейтральной формы цитозина за счет образования большего числа

водородных связей с молекулами tsоды и вOдных мостиковt тогда как собственно межплоскостньiе

взаимодействия осшований в стопке дестабилизируют стэкинг-димеры.

5. В рассмотренных системах при lrереходе от более простых систем (мономеры) к более сложным

(лимеры) число моJIеКул воды) образующиХ ВС с отдельными мономераN{и в ассоциатах, возрастает

несмотря на уменьшение досryпности гидрофильных ylacTкoB молекул цитозина при }ж ассоциации.
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