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1. Введение

Нуклеиновые кислоты играют большую роль в процессах биосинтеза
белка, роста, размножения и наследственности живых организмов. Одна-
ко пока очень мало известно о конкретном механизме их участия в этих
процессах; этим объясняется значительный интерес исследователей к
различного рода реакциям нуклеиновых кислот.

В последние годы установлено, что нуклеиновые кислоты взаимодей-
ствуют с ионами многих металлов. В результате такого взаимодействия
изменяется ряд свойств нуклеиновых кислот. Вполне вероятно, что
взаимодействие с металлами имеет большое значение в биологической
функции нуклеиновых кислот. Однако исследования в этом направлении
еще крайне незначительны, и пока не существует прямых доказательств
того, что металлы играют существенную роль в биологической функции
нуклеиновых кислот.

Изучение реакций комплексообразования между металлами и нуклеи-
новыми кислотами имеет также самостоятельный интерес в связи с поис-
ками так называемых электронных красителей для электронной микро-
скопии нуклеиновых кислот (ионы металлов в соединениях с нуклеино-
выми кислотами могут представлять собой электронные красители),
и для получения особо чистых препаратов нуклеиновых кислот.

Для понимания реакций, происходящих между ионами металлов и
нуклеиновыми кислотами, кратко рассмотрим строение и свойства по-
следних.

2. Строение и свойства нуклеиновых кислот

Нуклеиновые кислоты представляют собой линейные полимеры ', со-
держащие в своих звеньях остатки фосфорной кислоты, пятиуглеродных
Сахаров [дезоксирибозы в дезоксирибонуклеиновой кислоте (ДНК) и ри-
бозы в рибонуклеиновой кислоте (РНК)] и гетероциклических азотистых
оснований (пуриновых и пиримидиновых).

Отрезки полимерных цепей ДНК и РНК представлены на рис. 1, кото-
рый условно изображает четыре звена каждой цепи. Мономерные звенья
отличаются друг от друга строением, пуринового или пиримидинового
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Рис. 1. Отрезки полимерных цепей ДНК и РНК
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основания. Природные длинные молекулы нуклеиновых кислот состоят
из многих тысяч разнообразно чередующихся мономерных звеньев.
Из рис. 1 видно, что цепь ДНК отличается от цепи РНК не только соста-
вом Сахаров, но и составом пиримидиновых оснований. Присутствующий
в ДНК тимин заменен в РНК урацилом.

С

Тимин Аленнн

κ Η

Цитозин - Гуанин

Рис. 2. Макромолекулярная структура ДНК: а —две спирали — фосфато-
дезоксирибозные цепи, горизонтальные линии — пары азотистых оснований,
связывающих обе цепи водородными связями; б— водородные связи в па-

рах оснований

Изучение рентгенограмм пленок нуклеиновых кислот показало, что
структура ДНК значительно более упорядочена, чем структура РНК, и
что ДНК представляет собой двухцепочечную спираль с диаметром 20 А
и длиной витка 34,6 А. Виток спирали содержит 10 мономерных звеньев.
Боковые группы — пуриновые и пиримидиновые основания — упакованы
в середине спирали.

Согласно модели Крика и Уотсона 2, эти основания в двухцепочечной
молекуле ДНК расположены таким образом, что аденину в одной цепи
всегда противостоит тимин в другой, а гуанину, противостоит цитозин.
Обе цепи связаны между собой водородными связями (см. рис. 2).

Молекула РНК состоит из одной гибкой полинуклеотидной цепочки,
конфигурация которой не является стабильной и фиксированной, а опре-
деляется окружающей средой 3~6. Благодаря водородным связям в неко-
торых местах цепочка РНК сворачивается в двойную нить, образующую
отдельные витки спирали. Между витками беспорядочно расположены
одноцелочечные участки. Эта вторичная структура РНК, в свою очередь,
не остается стабильной,— в зависимости от условий расположение спи-
ральных участков может стать упорядоченным: образуются более слож-
ные компактные клубки третичной структуры. Макромолекулярная
структура РНК представлена на рис. 3 5.

Водородные связи создают определенную структурную жесткость
нуклеиновых кислот, которая, по-видимому, вообще характерна для мак-
ромолекул биополимеров и определяет их биологическую функцию7.
Разрушение водородных связей изолированных нуклеиновых кислот
•наблюдается в узком интервале температур; при этом происходит как
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бы «плавление» внутримолекулярной регулярной структуры с переходом
спиралей в беспорядочные клубки 8. Этот процесс называется денатура-
цией. Переход из нативного состояния в денатурированное («фазовый
переход») может происходить не только при нагревании, но и вследствие
действия других факторов. За этим переходом можно следить по изме-
нению светопоглощения растворов нуклеиновых кислот в УФ области.

Рис. 3. Макромолекулярная струк-
тура РНК: а. — первичная струк-
тура — рыхлый беспорядочный
клубок или распрямленная цепь;
б — вторичная структура — ком-
пактная палочка с более или менее
упорядоченно ориентированными
двухспиральными участками; в —
третичная структура — компакт-
ный клубок со спиральными уча-

стками

В спектре нуклеиновых кислот имеется полоса поглощения в близкой
УФ области, объясняющаяся поглощением света хромофорными группа-
ми гетероциклических оснований. Максимум полосы находится примерно
при 260 т\\. Величина оптической плотности нативных нуклеиновых
кислот на ~40% ниже, чем суммарная оптическая плотность составляю-
щих их мономеров. Это снижение (гипохромный эффект) объясняется па-
раллельным расположением хромофорных групп оснований в нативных
препаратах. При денатурировании оптическая 'плотность повышается.
Этот гиперхромный эффект объясняют нарушением параллельного рас-
положения хромофорных групп оснований при фазозых переходах из
спиралеобразных упорядоченных форм в менее упорядоченные. Пониже-
ние оптической плотности указывает, таким образом, на увеличение
структурной жесткости нуклеиновых кислот вследствие усиления их спи-
рализации, а повышение оптической плотности на их деградацию, на дез-
ориентацию хромофорных групп, на любое нарушение упорядоченно-
сти 1. 9-12_

Некоторые сведения о размерах, форме и молекулярном весе макро-
молекул нуклеиновых кислот были получены с помощью седиментацион-
ного анализа, измерений вязкости и скорости диффузии 13.

3. Влияние ионов металлов на свойства нуклеиновых кислот

Нуклеиновые кислоты, выделенные из различных биологических объ-
ектов, обычно содержат незначительные количества ионов одного или
нескольких металлов 14-28. Так, Уокер и Вали2 9 сообщили о наличии
в препаратах ДНК и РНК хрома, никеля, железа, марганца, цинка и дру-
гих металлов. Содержание некоторых металлов в нуклеиновых кислотах
различного происхождения постоянно, а связь металлов с нуклеиновой
кислотой настолько 'прочна, что они трудно отделяются даже с помощью
таких сильных хелатообразующих реагентов как этилендиаминтетраук-
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сусная кислота, 8-оксихинолин, дитизон и др. 2 9. Эти факты свидетель-
ствуют, что металлы образуют с макромолекулами нуклеиновых кислот
химические связи.

Выше указывалось, что пока нет прямых доказательств участия ме-
таллов в биологической функции нуклеиновых кислот. Однако предпола-
гается, что ионы металлов осуществляют связь между нуклеиновыми
кислотами и белками30, играют фундаментальную роль в структуре и
функции нуклеопротеидов 3 1 · 3 2 , влияют на синтез протеинов и передачу
наследственной информации29. По мнению Гольдштейна и Герасимо-
вой 33, особая роль в функции ДНК принадлежит ионам Fe 3 + : они прини-
мают участие в образовании связей между отдельными цепями ДНК и
вследствие этого способны регулировать процессы денатурации ДНК,
а также являются причиной неферментативного поперечного разрыва
молекул ДНК- Согласно гипотезы Иванова 34, биосинтез ДНК связан
с окислительно-восстановительными превращениями ионов железа или
меди при их хелатировании с ДНК, причем окисление ионов металлов
вызывает ослабление связей между комплементарными парами основа-
ний ДНК, а восстановление — стабилизацию двухтяжевой конформации
ДНК. Возможным переносчиком электрона в процессах окисления и
восстановления железа в ДНК может служить, по-видимому, аскорби-
новая кислота, которая принимает участие в процессе синтеза ДНК в
клетке 35. Правдоподобность такого рода предположений подтверждает-
ся изменением свойств изолированных нуклеиновых кислот и нуклео-
протеидов под действием ионов различных металлов. Перечислим неко-
торые из этих фактов.

Размеры и форма суспендированных в цитоплазме нуклеопротеидов
и степень их полимеризации зависят от концентрации ионов магния в сре-
де 32· 36~3S. Ионы щелочно-земельных металлов влияют на структуру и
свойства хромосом 3 9^4 4. В присутствии ионов металлов РНК проявляет
устойчивость по отношению к действию рибонуклеазы 4 5 · 4 6 , макромолеку-
лярная конфигурация РНК зависит от ионной силы раствора 6-12. Ионы
различных металлов изменяют инфекционность РНК вируса табачной
мозаики 2 5 · 4 7 . Так, например, найдено, что инфекционность РНК этого ви-
руса изменяется параллельно содержанию железа в препаратах25. Силь-
нее всех других ионов металлов оказывают влияние на инфекционность
РНК ионы никеля47. Правда, некоторые авторы48 предполагают, что
ионы металлов влияют лишь на физические свойства РНК вируса табач-
ной мозаики, но не изменяв., ее инфекционности.

Физические свойства РНК действительно существенно зависят от при-
сутствия ионов металлов. Так, скорость седиментации растворов нуклеи-
новых кислот 49 и их вязкость 5 0 уменьшаются в присутствии ионов Мп2 +,
Ni 2 +, Ca2 +, Mg2 +. Ионы Na+ и К + действуют значительно слабее, чем
приведенные выше, и для достижения того же эффекта концентрация
ионов щелочных металлов должна быть на 2—3 порядка выше, чем кон-
центрация двухзарядных ионов.

Температура плавления нуклеиновых кислот зависит от ионного окру-
жения 3·5 1· 52. При прибавлении к ДНК хлорида натрия существует
линейная зависимость между температурой плавления и логарифмом
ионной силы раствора. Повышение температуры 'плавления с ростом ион-
ной силы объясняют3·51 стабилизацией ДНК по отношению к денатури-
рованию. Предполагается, что добавление электролита ведет к экраниро-
ванию зарядов в цепях ДНК и этим уменьшает силы электростатического
отталкивания между заряженными фосфатными группами, способствуя
увеличению жесткости структуры.
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Аналогично хлориду натрия температуру плавления ДНК повышают ,
ионы марганца, кобальта, цинка и никеля, но ионы меди, кадмия и евин- )
ца, напротив, понижают ее 5 3 · 5 4 . В условиях, способствующих уничтоже- '
нию водородных связей (нагревание растворов нуклеиновых кислот до
80° или растворение их в 6 Μ мочевине — агенте, способствующем разры-
ву водородных связей) такие ионы металлов, как Ni2 +, Mn2 +, Zn2 +, Сг3+,
понижают оптическую плотность РНК (повышают температуру плавле-
ния), а ионы щелочных и щелочно-земельных металлов почти не изме-
няют ее. Был сделан вывод7, что ионы переходных металлов первого
периода стабилизируют структуру нуклеиновых кислот за счет образо-
вания дополнительных связей между металлом и основаниями кислоты.
Образовавшиеся внутримолекулярные связи с металлом оказываются
достаточно прочными, чтобы противостоять разрушающему влиянию
повышения температуры или действию концентрированного раствора мо-
чевины. В случае РНК стабилизирующее влияние ионов металлов прояв-
ляется только при нагревании, когда водородные связи разрушены.

Изменение свойств нуклеиновых кислот :при действии на них ряда
ионов металлов бывает обратимым. Впервые на эту способность взаимо-
действия ДНК со ртутью обратил внимание Кац 2 1 . Он нашел, что разме-
ры молекулы ДНК при реакции с HgCl2 значительно уменьшаются, а при
действии связывающих ртуть реагентов — восстанавливаются. При до-
бавлении ртутных солей к ДНК наблюдались уменьшение характеристи-
ческой вязкости растворов последней и спектральный сдвиг 2 0 · 2 1 · 5 5.
При связывании ртути характеристическая вязкость и положение макси-
мума в спектре поглощения ДНК приобретали первоначальное значение.
Обратимые изменения наблюдались также при исследовании скорости
седиментации, рассеяния света дисперсии оптического вращения 56, а так-
же трансформирующей способности 5 7 препаратов ДНК *.

Таким образом, не оставалось никаких сомнений в полной обратимо-
сти реакции взаимодействия ДНК со ртутью. Это подтверждалось изуче-
нием указанной реакции методами, чувствительными τι о отношению
к форме и размерам ДНК (вязкость, скорость седиментации, рассеяние
света); особенностям стереохимической конфигурации (дисперсия опти-
ческого вращения), наличию хромофорных групп и их относительной
ориентации (спектры поглощения в ближней УФ области). Это подтверж-
далось также с помощью биологических методов (трансформирующая
способность).

Такая же обратимость характерна для реакции между РНК вируса
табачной мозаики и HgCU 56. В отличие от ДНК, однако, в этом случае
биологические изменения не оказались полностью обратимыми. Так,
ионы Hg 2 + полностью инактивируют инфекционность РНК вируса табач-
ной мозаики, но удаление этих ионов не приводит к полному восстанов-
лению инфекционное™ РНК по сравнению с контролем.

По-видимому, к этому же типу обратимых реакций относится взаимо-
действие ДНК с ионами Fe 3 + , исследованное Гольдштейном и Герасимо-
вой 3 3 · 5 8 . Ионы Fe 3 + замедляют гидролиз ДНК до нуклеотидов. При вве-
дении в раствор, содержащий ДНК и ионы Fe 3 +, пиросфата натрия, могу-
щего связать железо, способность ДНК к гидролизу восстанавливается.

* Трансформирующей способностью называется способность ДНК, выделенной и?
одного штамма бактерий, передавать определенные, свойственные данному потомству
признаки, например: устойчивость к определенному яду, другому штамму бактерий.
Трансформирующая активность присуща только нативной форме ДНК. Измеряя ее,
можно пользоваться этим показателем для количественной характеристики глубины де-
натурации и ренатурации ДНК С, стр. 269).
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Изучение таких обратимых реакций, сопровождающихся глубоким
изменением физических свойств нуклеиновых кислот, по-видимому, мо-
жет иметь большое значение для выяснения биологической функции нук-
леиновых кислот.

4. Соединения нуклеиновых кислот с металлами

Лишь небольшое число соединений нуклеиновых кислот с металлами
выделено в индивидуальном состоянии. Исследование этих соединений
проводили, главным образом, с целью изыскания способов очистки пре-
паратов ДНК· Остановимся несколько подробнее на методе их полу-
чения.

Еще в 1924 г. Гаммерстен 5 9 наблюдал, что соли лантана и трехвалент-
ного железа осаждают ДНК из раствора. Максимальное осаждение про-
исходило при рН 2,5—4. Было показано, что лантан-нуклеинатное соеди-
нение отличается очень низкой растворимостью. Эти наблюдения шозднее
подтвердились60'61. Штерн и Штейнберг 6 2 выделили и проанализировали
соединения ДНК с лантаном, неодимом, презеодимом, самарием, иттри-
ем. Для получения этих соединений к растворам ДНК добавляли раство-
ры хлоридов названных элементов, отделяли фильтрованием выпавший
фиброидный осадок и тщательно промывали его водой, а затем спиртом.
Высушенные на воздухе препараты имели вид асбестовых волокон, окра-
шенных в характерный для редкоземельного элемента цвет. Суспензии
этих соединений в глицерине в видимой области спектра сильно погло-
щают свет. Для неодим-нуклеинатного комплекса максимумы полос по-
глощения (приходились на 510,—512, 520—525, 570—590 ητμ, для празео-
дим-нуклеинатного комплекса — на 440—450, 465—470, 475—480 ηΐμ.
Наблюдался явный сдвиг этих полос по сравнению с полосами для рас-
творов чистых хлоридов редкоземельных элементов. Полосы нуклеина-
тов оказались значительно более широкими и менее острыми, чем у хло-
ридов. Растворимость полученных соединений очень мала. Так, напри-
мер, в фильтрате после отделения нуклеината неодима из водной
суспензии, спектрофотометрическим методом не удалось обнаружить нео-
дим по поглощению его при 790 ηιμ и нуклеиновую кислоту при 260 ητμ.

Элементарный анализ полученных веществ показал, что содержание
неодима в них составляло 10,5%, а лантана 11,1%.

Взаимодействие между хлоридами лантанидов и нуклеинатом на-
трия протекает в соответствии с уравнением62

•?. Ьп(ДНК)з
где Ln — лантанид, а ДНК" — анион натриевой соли дезоксирибону-
клеиновой кислоты.

Фосфатные группы полинуклеотидной цепи находятся на расстоя-
нии ~6 А друг от друга. Комбинация одного атома редкоземельного
элемента с тремя фосфатными остатками объяснена62 образованием
круто свернутого полинуклеотидного клубка из одной двухцепочечной
спирали ДНК с ионом лантанида в центре его. Предположено также 6 2,
что ионы лантана могут соединять фосфатные группы соседних нуклео-
тидных цепей, образуя сетку сцементированных друг с другом нитей
различных молекул ДНК. Содержание лантанида в таком комплексе
должно составлять 14%. В действительности, как указывалось выше для
случая лантана и неодима, содержание лантанида не превышало 11%.
Объяснения этому явлению пока не дано.

Стехиометрия комплексообразования металлов с ДНК определялась
кондуктометрическим методом6 3·6 4. На кривых коидуктометрического
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титрования ДНК ионами металлов магния, марганца, бария, кальция
наблюдались изломы, соответствующие стехиометрическому отношению
1 эквивалент иона металла : 1 нуклеотид. Положение изломов не зави-
село от степени денатурирования ДНК и от исходных концентраций
растворов.

В связи с тем, однако, что не всегда6 5·6 6 достигалось такое же со-
отношение, были проведены дополнительные доказательства простой
стехиометрии комплексов67·68. Проводилось кондуктометрическое ти-
трование синтетических полинуклеотидов: полиадениловой (поли-А) и
полиуридиловой (поли-У) кислот, в состав которых входило только одно
основание. Указанные кислоты способны реагировать друг с другом
(эта способность сильно зависит от природы и концентрации ионов ме-
таллов, присутствующих в растворе6 9^7 1). В результате реакции из
обеих одноцепочечных кислот образуется двухцепочечная кислота
поли-АУ, которая обладает свойствами, напоминающими свойства
ДНК 7 0 · 7 2 · 7 3 · Было показано, что кривые титрования обоих полимеров

и поли-АУ одинаковы и напо-
минают кривые титрования

Стехиометрия комплексообразования уранила д Н К и о н а м и м а г н и я И ионами
с ДНК в зависимости от рН и концентрации т ,

уранил-иона м а р г а н ц а . И з л о м на кривых

(концентрация ДНК приведена в пересчете
фф

ТАБЛИЦА ι

р р
титрования (если в ходе титро-

б б
( р р р

на нуклеотидное звено или на фосфор нуклеотида)

Опыты проводились при
постоянных концентрациях

ДНК ( = 4—6-10-·Λί) и
переменных значениях рН

рН

2,3
3,6
3,7
4,8
5,8

Молярное отно-
2+

ш ение UO 2 /P

0,34
0,49
0,53
1,72
2,42

Опыты проводились при
постоянных значениях рН
(~3,5) и переменных кон-
центрациях ионов уранила

Концентрация

υ ο · 2 + , м

1-Ю-2

4,8-10-2
6 · Ю-2

Молярное отно-

шение UO 2 /P

0,7
1,3
1,5

( р
ВЭНИЯ было ВЗЯТО большое КО-
личество точек) соответствовал
добавлению 1 эквивалента ка-
тиона на 1 моль фосфата поли-
мера. Это отношение не изме-
нялось при титровании как на-
тивной, так и денатурирован-
ной ДНК 7 4 .

Состав комплексов уранила
с ДНК также определяли гра-
фическим методом75. Равно-
весную концентрацию ионов
уранила в растворе после
осаждения комплекса ура-

нил — ДНК наносили на график против общей концентрации уранила,
содержащегося в исходном растворе. По излому кривой определяли при-
мерный состав комплекса. Показано, что при изменении рН и концентра-
ции уранил-иона меняется стехиометрия образующихся комплексов, как
это видно из табл. 1 75.

Вероятно, это явление можно объяснить способностью металла
образовывать соединение не с определенной функциональной группой
ДНК, а, в зависимости от условий, с различными группами: фосфатны-
ми, амино- и енольными.

Изменение стехиометрии комплексов металл — нуклеиновая кислота
Б зависимости от рН и концентрации металла наблюдалось также при
изучении комплексообразования ионов Со2 +, Zn2 +, Ca2 +, Mg2 + и Мп2 +

с РНК и ДНК методами равновесного диализа и изотопного разбавле-
ния7 6. При повышении концентрации иона металла увеличивается свя-
зывание металла. В табл. 2 приведены результаты определения вели-
чин «степени связывания» при различных значениях рН и постоянной
концентрации иона металла, выраженные в количестве атомов металла,
приходящихся на один атом фосфора ДНК.

Изучение комплексообразования различных металлов с ДНК -про-
ведено также с использованием метода ЯМР 7 7. Парамагнитные ионы
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ТАБЛИЦА 2

Связывание ионов некоторых двухзарядных металлов с ДНК при различных значениях рН
и постоянной концентрации иона металла

(концентрация: иона металла 10~2 г/л; С а 2 + 2 ,1 · 10~а г/л; Д Н К 10~5 г)

рН

3,6
4,0
4,4
4,8
5,2
5,6
6,0
6,4
6,8
7,2
7,6
8,0
8,4
8,8

Число ионов MCTaj

Φ

Со ! +

0,140
0,144
0,137
0,129
0,115
0,110
0,114
0,114
0,102
0,104

0,109

—

Ζ η 2 +

0,056
0,078
0,090
0,095
0,088
0,081
0,092
0,086
0,088
0,085
0,089

—

—

ла, приходящихся
кфора РНК

Са2+

0,058
0,068
0,062
0,059
0,065
0,059
0,067
0,066
0,067
0,069
0,068
0,071
0,071
0,071

Мп2+

0,035
0,042
0,049
0,047
0,047
0,047
0,050
0,050
0.051
0,050
0,048

—

на атом

Mg-'+

0,032
0,045
0,045
0,051
0,048
0,046
0,052
0,048
0,043

0,045
0,044

—

Число ионов металла, приходящихся
фосфора ДНК

Со г+

0,028
0,036
0,037
0,039
0,040
0,037
0,040
0,042
0,037
0,031

0,038
—
—

Zn2+

0,020
0,026
0,028
0.029
0,026
0,024
0,026
0,028
0,027
0,028

—
0,029

—
—

Са2+

0,029
0,040
0043
0,043
0,042
0,041
0,040
0,039
0,040
0,042
0,036
0,039

—
—

Мп г +

0,018
0,026
0,026
0,024
0,022
0,019
0,022
0,020
0,020
0,021
0,021

—
—
—

на атом

Mg 2 +

0,029
0,035
0,038
0,035
0,031
0,030
0,030
0,029

—
—

0,029
0,031

—
—

металлов в водном растворе сокращают время спин-решеточной релак-
сации протонов воды. Время релаксации протонов в водном растворе,
содержащем парамагнитные ионы металлов, зависит не только от кон-
центрации металла, но и от химического окружения его. Замечено, что
большая эффективность в сокращении времени релаксации достигается
в том случае, когда металл находится в окружении малых ионов или
молекул, чем в том случае, когда металл находится внутри большой
молекулы.

Была произведена теоретическая оценка уменьшения времени релак-
сации при связывании иона металла тем или иным участком молекулы
ДНК (под участками связывания ДНК понимают фосфатные, амино-
и енольные группы молекулы) и рассчитанные величины сравнены с
полученными экспериментальными
данными. На этом основании опреде-
лены вероятные участки связывания
ДНК с различными металлами и «ем-
кость» молекулы ДНК по отношению
к этим металлам. В табл. 3 приве-
дены эти величины.

Как следует из табл. 3, для ионов
железа и хрома сохраняется то же со-
отношение при комплексообразовапии:
1 эквивалент металла — 1 нуклеотид.
Ионы марганца выпадают из этого
правила.

При изучении взаимодействия ионов металлов с РНК вируса табач-
ной мозаики с помощью меченых атомов (сравнивалась радиоактив-
ность раствора соли металла до взаимодействия с РНК с радиоактив-
ностью смеси растворов соли металла и РНК после удаления из нее
комплекса металл — РНК центрифугированием) найдено, что РНК
связывает 0,5 моля соли кальция на нуклеотид и ~ 1 моль соли ртути
или серебра на нуклеотид78.

ТАБЛИЦА 3

Определение числа доступных
поглощению участков ДНК

Ион металла

М п 2 +

Сг3+
р е з+

Число ионов
металла, при-

ходящихся
на 1 мг ДНК

7-101'
7· 101'
8-Ю 1 7

Число эквива-
лентов металла
приходящихся
на 1 нуклеотид

0,7
1,1
1,2
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Несмотря на то, что состав образующихся комплексов металлов с
нуклеиновыми кислотами часто отвечает простым стехиометрическим .
отношениям, следует иметь в виду, что простая стехиометрия может )
не соблюдаться из-за возможности комплексообразования металла с
различными функциональными группами нуклеиновых кислот.

5. Строение комплексов металлов с нуклеиновыми кислотами

При изучении строения соединений указанного типа обычно опреде-
ляют участок связи металла с нуклеиновой кислотой. Для идентифика-
ции участка часто сравнивают реакции металлов с нативной и денату-
рированной формами ДНК. Предполагается, что если эти реакции не
зависят от формы ДНК, то связь кислоты с металлом осуществляется
посредством фосфатных групп. Если же реакция зависит от формы
ДНК,— это свидетельствует о возникновении связи между металлом и
пуриновыми или пиримидиновыми основаниями кислоты. В нативной
ДНК эти основания, как уже отмечалось, связаны водородными связя-
ми и, следовательно, их взаимодействие с ионами металлов затруднено.

С применением метода кондуктометрического титрования6 3·6 4·7 4 най-
дено, что ионы магния, марганца, бария и кальция ведут себя одина-
ково по отношению к нативной и денатурированной ДНК· Положение
и характер изломов на кривых титрования кислоты этими ионами не
зависит от степени денатурирования, и в широкой области концентра-
ций отвечает определенному стехиометрическому отношению ДНК и
ионов металлов. Следовательно, можно предположить, что эти ионы
металлов соединены с фосфатными группами ДНК· Этот вывод под-
тверждается и следующими фактами74. Известно79, что краситель акри-
диновый оранжевый реагирует только с фосфатными группами нуклеи-
новых кислот в отношении 1:1 и что кривые кондуктометрического
титрования ДНК этим красителем аналогичны кривым титрования ДНК - --.
ионами Mg 2 + или Ва2 +, а также кривым титрования поли-А, поли-У и
поли-АУ этими ионами. Таким образом, взаимодействие указанных
ионов металлов с различными полинуклеотидами не зависит от состава
оснований и определяется фосфатными группами.

При изучении взаимодействия тех же ионов металлов с нуклеиновы-
ми кислотами методом равновесного диализа76 также не было замечено
различий в значениях степени связывания для одного и того же иона в
зависимости от формы ДНК. Было изучено также влияние ионов маг-
ния и кальция на флуоресценцию кольца аденина, аденозина, аденозин-
монофосфата, аденозиндифосфата и аденозинтрифосфата 80. Максималь-
ная интенсивность флуоресценции этих веществ, наблюдаемая при
395 ηΐμ, изменялась в ряду: аденозин<аденозинмонофосфат<адено-
зиндифосфат, аденин<аденозинтрифосфат. Ионы магния и кальция
примерно в равной степени понижали флуоресценцию аденозинтрифос-
фата и аденозиндифосфата до интенсивности аденозинмонофосфата и
аденозина соответственно. Эти данные служат еще одним подтвержде-
нием того, что ионы магния и кальция связываются главным образом с
фосфатной половиной нуклеотида и не присоединяются к кольцу осно-
ваний.

Изучение влияния ионов металлов на температуру плавления ну-
клеиновых кислот также может быть применено для определения уча-
стков связывания. Известно5 3·5 4, что ионы Mn2 +, CO2+, Zn2 +, Ni 2 +

повышают температуру плавления, а ионы Cu2+, Cd2+, Pb 2 + — пони-
жают ее. Это явление объясняют5 3·5 4 тем, что металлы первой группы
связываются с фосфатными остатками на поверхности ДНК, при этом
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предотвращается электростатическое отталкивание отрицательно заря-
женных фосфатных остатков и стабилизируется молекула ДНК· Метал-
лы второй из указанных групп связываются с пуриновыми или пирими-
диновыми основаниями внутри спирали, в местах водородных связей и
дестабилизируют молекулу ДНК·

С помощью метода Я М Р 7 7 также установлено, что ионы Мп 2 + ,
Fe 2 +, CO2+ Ni2 +, Cr3 + вероятнее всего связываются с фосфатными груп-
пами, а не с азотистыми основаниями ДНК, а ионы Fe 3 + с азотистыми
основаниями. Что касается ионов меди, то они вызывают агрегацию мо-
лекул ДНК и, по мнению авторов77, связаны с внешними — фосфатными
участками ДНК. Однако в спектрах ЭПР растворов ДНК, обработанных
ионами Си2 +, обнаружены сигналы, которые объясняют81 образованием
связи между ионами меди и основаниями ДНК.

Взаимодействие уранил-иона с ДНК 7 5 , по-видимому, происходит за
счет фосфатных групп. При исследовании комплексообразующей спо-
собности ряда фосфатов по отношению к иону уранила найдено, что
молярное отношение уранила к фосфору увеличивается с увеличением
числа фосфатных групп в линейных
фосфатных полимерах. Несомненно, fu -;
к таким полимерам может быть от- М0ЖО2000ШО № 300 SOU m
несена и ДНК. Прямым доказатель-
ством связи уранил-иона с фосфат-
ными группами явились данные по
изучению ИК спектров поглощения
растворов ДНК в присутствии и в
отсутствие солей уранила75.

ИК спектр поглощения ДНК
представлен на рис. 4. Полосы 900— Рис. 4. ИК спектр ДНК тимуса тс-
1300 СМ-1 ОТНОСЯТ82 К колебаниям л е н к а (натриевая соль)
внутри фосфатных групп и Сахаров,
сильные полосы 1500—1600 еж-' — к колебаниям групп

\ С = О и Ч С = С/ азотистых оснований, полосы 3000—3500 см~1 —

к колебаниям амино- и гидроксильных групп в местах водородных свя-

II Ι ι ι Ι

зей
83

При комплексообразовании с уранил-ионом некоторые сдвиги в по-
ложении полос наблюдались только в области от 900 до 1300 см~1.
Однако следует отметить, что при сравнении ИК спектра ДНК со спек-
тром комплекса ДНК — железо84, также обнаружены только сдвиги
полос валентных колебаний фосфорноэфирпых групп и не наблюдались
сдвиги в области колебаний групп\C = N—, ^>С = О и^>С = С ^ осно-
ваний. Между тем, методом дифференциальной спектрофотометрии
в УФ области (спектры растворов комплекса металл — ДНК_ снимались
по отношению к растворам свободных лиганда и металла 85) найдено,
что ионы железа взаимодействуют также и с основаниями ДНК 84· Ана-
логичным образом, при сравнении ИК спектров аденозинтрифосфорной
кислоты (ΛΤΦ) и комплексов медь —АТФ не обнаружены сдвиги в об-
ласти колебаний хромофорных групп оснований. В дифференциальном
же спектре наблюдается сдвиг полосы поглощения АТФ в УФ области,
который можно объяснить только взаимодействием ионов меди с осно-
ваниями 85. Возможность координации между ионами меди и пуриновой
компонентой ДНК установлена также при изучении влияния нуклеино-
вых кислот и их компонентов на реакцию окисления аскорбиновой кис-
лоты, катализируемую ионами меди 86.
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По-видимому, в настоящее время метод ИК спектроскопии еще не
Б состоянии однозначно ответить на вопрос об участках связи металлов
с нуклеиновыми кислотами.

Изучая спектры поглощения растворов ДНК в ближней УФ области
в присутствии ионов различных металлов, можно также сделать заклю-
чение об участках связывания металлов с ДНК· Известно 87, что добав-
ление ионов Mg 2 +, Ca 2 +, Мп 2 + не изменяет положения полос в спектре

поглощения ДНК, напротив, ионы
П

Ю

0,5

240 250 260 270 280

Рис. 5. Влияние HgCl2 на спектр по-
глощения растворов ДНК тимуса те-
ленка в 0,1 Μ NaClO4, pH 5,6—5,7
при различном отношении молей
HgCi2 к молям фосфора ДНК (г).

На кривых указаны значения г

Hg 2 + или Ag+ сдвигают полосы
поглощения, как это видно из
рис. 5 5 5 .

В связи с этим предполагает-
ся 5 5 · 8 8 , что ионы ртути и серебра
связываются с ДНК с помощью
азотистых оснований. В зависи-
мости от величины г (отношение
[Hg2+]/[PO~J) это взаимодействие
протекает как с выделением ионов
водорода, так и без их выделе-
ния 5 5 · 8 8 . Это объясняется присо-
единением ионов металлов к раз-
личным основаниям ДНК- При
этом водородная связь между це-
пями может нарушаться или ос-
таваться неизменной.

В том случае, когда комплексообразование не сопровождается осво-
бождением ионов водорода, предполагается55, что ион металла присо-
единяется к электронной паре N-7 или N-3 пуринов аденозина или гуа-
нозина. Водородные связи при этом не нарушаются.

ахар

В случае выделения ионов водорода можно предположить, что идут
реакции типа

О О

Н,С

NH ,-,2 +

сахар

NHg'
II I
\ N / \ o

I
сахар

-Н+

сопровождающиеся разрывом водородных связей.
Рассматривая реакцию между ионами ртути и ДНК, Кац 8 9 ·- 0 пред-

полагает, что в области 0 < ^ г < Д 5 происходит образование соединении,
в которых ртуть играет роль промежуточного моста между двумя вит-
ками двойной спирали ДНК, водородные связи которой не полностью
нарушены:
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О н—Ν—Η
Н3С

Такой комплекс представляет собой двухнитевый полинуклеотид,
в котором почти все основания данной нити соединены с основаниями
другой нити с помощью мостиков из атомов ртути. Состав такого ком-
плекса отвечает отношению ртути к нуклеотиду, равному 1 :2.

При г>0,5 нити разделяются с образованием комплексов состава
1 : 1 по реакциям:

Цепь — основание a — H g u ~ основание 6— цепь + H g n ^

-Z Цепь —основание a H g " + « е п ь — основание b Hg" .

Заключение о связи металлов с основаниями нуклеиновых кислот
можно сделать при изучении УФ спектров лишь в том случае, если
сдвиг максимума полосы поглощения нуклеиновой кислоты в результа-
те действия металла четко выражен, как это имеет место для ионов се-
ребра и ртути; в противном случае следует обращаться к изучению
дифференциальных спектров в УФ области 85.

Имеются основания полагать, что все перечисленные выше методы
определения строения комплекса металл — ДНК не дают однозначных
результатов. Казалось бы, не вызывало сомнения, что ионы щелочно-
земельных металлов связываются с ДНК через фосфатные группы.
Однако при использовании метода равновесного диализа6 5 показано,
что ионы Mg 2 + ведут себя различно по отношению к денатурированной
и нативной формам ДНК· В связи с этим высказано предположе-
ние 5 4 · 9 1 - 9 3 , что нельзя отвергать возможность связывания Mg 2 + с осно-
ваниями, главным образом пуриновыми, напоминающими по строению
8-оксихинолин, большое сродство которого к магнию хорошо известно.

Показано93, что добавление Mg2 + или Са 2 + к неионизированным
нуклеозидтрифосфатам вызывает такой же спектральный сдвиг как
нейтрализация их с помощью ОН"". Вероятно, в обоих случаях вытес-
няются протоны из кольца.

Предполагается93, что вследствие спиралеобразной конфигурации
нуклеозидтрифосфата возможно образование связей между магнием и
обоими участками нуклеотида — фосфатной группой и основанием.

Конформационный анализ, проведенный с помощью стюардовских
моделей атомов для случая нуклеотид — железо у4, также подтверждает
возможность образования связей одновременно между металлом, фос-
фатной группой и основанием.

Вполне вероятно, что ионы металлов образуют связи не с отдельны-
ми атомами кольца оснований, а со всей молекулой основания в целом;
при этом происходит перекрывание молекулярных орбит основания и
орбит металла. Можно полагать, что в некоторых случаях образуются
соединения типа комплексов с переносом заряда с использованием как
орбит металла, так и молекулярных орбит оснований и ίί-орбит атомов
фосфора.

И Успехи химии, № 2
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6. Прочность комплексных соединений металлов с ДНК

Некоторые представления о прочности образующихся соединений
можно получить, сравнивая величины их констант ассоциации. В табл. 4
приведены значения определенных до настоящего времени констант
ассоциации комплексов ДНК с различными металлами. Как видно из
табл. 4, для различных металлов резких различий в величинах констант
ассоциации не наблюдается.

ТАБЛИЦА 4

Комплекс ДНК
с ионом металла

Mg2b

M g 2 +

uof
Ag+
Ag^
р е з+

Константы ассоциации комплексов металлов

Метод определения равновесной концентра-
ции металла

Равновесный диализ
Металл-индикаторный (эриохром-
черный Т)
Титрование ферроцианидом
Потенциометрический
То же
Кинетический

рП

10
3,5
5,6
5,6
зд

1онная
сила

0,2

0,002
0
0,1
0,1
—о

с ДНК

Константа ассоциации

2,8-102

2-Ю5

8-10»
kx 2,4-10»
h 3,4-10»

1,3-Ю»

Ссылки
на лите-
ратуру

С5

97

75

8S
88
95

На примере комплексов серебра (табл. 5) видно, что происхождение-
ДНК мало сказывается на величинах констант ассоциации.

При расчете констант предполагалось, что образование связи на
каждом участке не зависит от занятости или незанятости других уча-
стков. В работе9 5 принимали, что состав комплекса отвечает отно-

ТАБЛИЦА 5 шению металла к нуклеоти-
ду, равному 1 : 1. В осталь-
ных работах число связыва-
ющихся участков нуклеино-
вой кислоты и константу
ассоциации определяли гра-
фическим методом, общий
принцип которого для слу-
чая полиэлектролитов при-
веден в работе96.

Константы ассоциации комплексов Ag с ДНК из
различных источников88

Образец ДНК

Calf thymus ДНК 1 нативн.
Calf thymus ДНК 2 нативн.
Calf thymus ДНК. 2 денатур.
Е. Coli
М. Lvsodeikticus

0</-<0,2

2,1-Ю6

2,2·106

4,2-Ю6

2,2-Ю6

3,1-10е

4,1-10*
7,4-10*
1,3-105

5,7-10*
2,4-105

Для комплекса железо—
ДНК показано95, что кон-
станта равновесия мало за-

висит от температуры, и, следовательно, тепловой эффект реакции неве-
лик. На этом основании рассчитана величина энтропии при реакции
комплексообразования, равная примерно 23 энтропийным единицам.
Положительное изменение энтропии объяснено дегидратацией ионов в
процессе комплексообразования.

Как указывалось выше, ионы металлов, в особенности переходных,
могут координироваться одновременно со многими функциональными
группами, причем для каждой группы константа устойчивости будет
другой. Поэтому приведенные константы ассоциации часто являются
усредненными величинами.

Длительное время было распространено мнение, что нахождение ме-
таллов в нуклеиновых кислотах вызвано случайными загрязнениями.
Из настоящего обзора видно, что металлы могут взаимодействовать с
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нуклеиновыми кислотами, причем образующиеся соединения часто об-
ладают свойствами, отличными от свойств исходных кислот.

Одним из наиболее интересных свойств, характеризующих комплек-
сообразование нуклеиновых кислот с металлами, является обратимость
изменений структуры нуклеиновых кислот, вызываемая координацией с
металлами. Предполагается, что обратимость вообще характерна для
поведения двухнитевых, связанных водородной связью полинуклеоти-
дов 98. При больших концентрациях металла это взаимодействие происхо-
дит до полного разделения нитей спирали ДНК и образования комплек-
сов состава 1:1. Этот вид разделения цепей отличен от термического
разделения тем, что полностью исключаются химические повреждения
структурной целостности ДНК (освобождение пуринов, разрыв эфир-
нофосфатной связи и т. п.).

Изучение спектров поглощения нуклеиновых кислот в присутствии
HgCl2 показало56, что, в отличие от ДНК, у РНК наблюдается образо-
вание комплекса при г>1,0. Такое же явление было обнаружено в
опытах с ДНК, денатурированной нагреванием55. Поэтому предпола-
гается56, что реакцию с HgCl2 можно использовать также для обнару-
жения различий между однонитевыми и двунитевыми полинуклеоти-
дами.

Пока найдено только несколько ионов металлов (Hg2 +, Ag+, по-ви-
димому, Fe 3 + ), которые способны оказывать такое обратимое действие
на нуклеиновые кислоты. Вероятно, поиски обратимых реакций для
других ионов металлов могут дать интересные результаты.

Необходимой предпосылкой таких исследований должно быть опре-
деление участков связывания металлов с нуклеиновыми кислотами.
Как следует из приведенного обзора, пока нет однозначных доказа-
тельств связи металла с какими-нибудь определенными участками.

Важность изучения комплексообразования нуклеиновых кислот с
металлами мы видим также в возможности получения особо чистых пре-
паратов этих веществ. Для этой цели необходимо иметь количественные
Характеристики комплексообразования — сведения о константах ассо-
циации соответствующих комплексов. Как мы видели, эти сведения пока
крайне отрывочны. Кроме того, требует дальнейшего подтверждения и
обоснования тот факт, что для таких разных ионов металлов, как Mg 2 +,
IJQ22+I Ag+, Fe 3 +, константы ассоциации оказались близкими по вели-
чине.
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