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Обобщены результаты исследования структуры и свойств ДНК-РНК
гибридов и комплексов олиго(поли)нуклеотидов, содержащих неканониче-
ские пары оснований или неспаренные основания как внутри, так и на «кон-
цах» двойной спирали. Кратко охарактеризованы методы, используемые при
изучении таких систем: рентгеноструктурный анализ, ЯМР- и УФ-спектро-
скопия, КД, сканирующая микрокалориметрия и др. Проведен сравнитель-
ный анализ влияния неканонических пар на структуру, а также энергетиче-
ские и кинетические параметры образования и диссоциации олигонуклеотид-
ных комплексов. Рассматривается вопрос об устойчивости неканонических
пар в зависимости от их природы и положения в двойной спирали. Обсуж-
даются схемы образования водородных связей между основаниями неком-
плементарных пар.
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I. ВВЕДЕНИЕ

Интерес к двуспиральным комплексам нуклеиновых кислот с раз-
личными структурными аномалиями возник в связи с изучением меха-
низма передачи генетической информации. Так, было установлено, что
гибридные ДНК-РНК-дуплексы образуются в качестве интермедиатов
в ключевых биологических процессах — репликации, транскрипции, об-
ратной транскрипции [1, 2]. Известно, что правильность «считывания»
генетической информации обеспечивается комплементационными взаи-
модействиями оснований нуклеиновых кислот (НК) и контролируется
соответствующими ферментными системами. Однако включение «оши-
бочных» нуклеотидов, образующих некомплементарные пары, все же
происходит, хотя и крайне редко, приводя к мутациям замещения [3,
4]. В то же время, неканонические пары довольно часто образуются при
кодон-антикодоновых взаимодействиях (в третьем положении кодоно-
вого триплета) [5], а также при формировании вторичной или третич-
ной структур различных РНК [6—8]. Мощным стимулом к изучению
пространственного расположения и энергетических параметров некано-
нических пар, вкрапленных в правильную двуспиральную структуру,
явилось развитие сайт-специфического мутагенеза. Использование тех-
ники сайт-мутагенеза дает возможность делать точечные замены нук-
леотидов, делеции и вставки в заданных положениях ДНК. Интерес к
изучению такого типа структур совпал с развитием синтетической нук-
леотидной химии и совершенствованием современных методов структур-
ных исследований. Это позволило в последние годы получить и деталь-
но исследовать наборы ДНК-дуплексов с неканоническими парами и
«лишними» нуклеотидными звеньями в заданном положении. Такие
соединения являются удобными моделями для изучения различных кле-
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точных процессов — репликации, транскрипции, трансляции, процессов
мутагенеза. Кроме того, они представляют интерес в качестве инстру-
ментов исследования ферментов нуклеинового эбмена, структуры и
конформационных возможностей НК. Сведения о термодинамике и ки-
нетике образования и диссоциации ДНК-дуплексов с неканоническими
парами широко используются для диагностики генетических заболева-
ний L9].

Данные по геометрии спаривания некоторых типов некомплементар-
ных пар и их влияние на параметры двойной спирали анализируются в
обзорных статьях, опубликованных в 1987 г. [10, 11]. В настоящем об-
зоре рассматривается строение ДНК-РНК гибридных структур и ком-
плексов НК, содержащих все изученные комбинации некомплементар-
ных пар и «лишние» нуклеотидные звекья; оценивается влияние струк-
турных аномалий на термодинамические и кинетические параметры
комплексообразования, на вторичную структуру двойных спиралей.
Аномалии структуры, вызванные минорными или модифицированными
основаниями, в обзор не включены.

II. МЕТОДЫ, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ДВУСПИРАЛЬНЫХ
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ СО СТРУКТУРНЫМИ АНОМАЛИЯМИ

Рентгеноструктурный анализ монокристаллов (PCА) и дифракция
рентгеновских лучей в ориентированных волокнах (ДРВ). С помощью
РСА можно получить наиболее полную информацию о структуре оли-
гонуклеотидных дуплексов, причем независящую от концептуальных
моделей; РСА высокого разрешения (~1,5—2 А) позволяет определить
координаты всех неводородных атомов, экспериментально наблюдать
влияние модификаций на локальную и общую структуру двойной спи-
рали, исследовать ее гидратную оболочку [10, 12—14]. Для характе-
ристики двойных и тройных спиралей, образованных полинуклеотида-
ми, используется ДРВ [15] и является гораздо менее информативным,
чем РСА.

ЯМР-Спектроскопия высокого разрешения в последнее время ши-
роко используется для изучения олигомерных дуплексов [16]. На осно-
вании спектров ПМР можно судить о локальном окружении каждого
протона. Это позволяет наблюдать за изменением конформации отдель-
ных нуклеотидных пар при варьировании температуры, рН и т. д. Ана-
лизируют две группы резонансных сигналов протонов.

а) Сигналы от необменивающихся протонов — Η (5) и Η (6) пири-
мидиновых оснований, Η (2) и Η (8) пуриновых оснований, протонов
СНз-группы тимина и углеводных колец. При термической диссоциации
дуплексов происходит смещение сигналов в область слабых полей. Из
кривых зависимости химических сдвигов (б) сигналов этих протонов от
температуры можно рассчитать термодинамические параметры перехо-
да спираль — клубок, при этом можно следить за диссоциацией каждой
нуклеотидной пары дуплекса.

б) Сигналы от медленно обменивающихся протонов иминогрупп
N(1)—Η гуанина и N(3)—Η тимина (урацила), участвующих в обра-
зовании водородных связей, регистрируются в водных растворах. На-
личие сигналов в области слабых полей однозначно указывает на об-
разование Η-связанных нуклеотидных пар. С ростом температуры про-
исходит сдвиг в сильное поле, уширение и исчезновение сигналов, свя-
занное с увеличением относительного содержания открытых форм и
быстрым обменом протонов иминогрупп в открытой форме с водой. Тем-
пература исчезновения сигналов не связана с термодинамической ста-
бильностью дуплексов, а дает лишь сравнительную характеристику
устойчивости отдельных нуклеотидных пар. Изучение кинетики обмена
иминопротонов с водой позволяет оценить время жизни (τ) отдельных
пар оснований в спиральном комплексе. На основании зависимости τ
от температуры рассчитывают энергию активации, константы скорости
диссоциации и образования отдельных нуклеотидных пар [17].
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Измерение вицинальных констант спин-спинового взаимодействия
протонов у С (Г) и С (2') дает возможность оценить конформацию угле-
водных колец. Информацию о расстоянии между ядрами атомов можно
получить с помощью ядерного эффекта Оверхаузера (ЯЭО) [18]; ЯЭО
наблюдается для пары ядер, которые удалены друг от друга не более,
чем на 4 А.

Спектры ЯМР 3 1Р содержат данные о конформации сахарофосфат-
ного остова олигонуклеотидов, образующих двойную спираль.

Сканирующая микрокалориметрия (СМК) используется для опре-
деления термодинамических параметров конформационных переходов
[19]. Энтальпию перехода спираль — клубок (Δ#°) можно получить не-
посредственно из кривой температурной зависимости теплоемкости си-
стемы, вычисляя площадь, ограниченную этой кривой. Параллельно по
этим же экспериментальным данным можно рассчитать изменение эн-
тальпии по Вант—Гоффу (ДЯв-г) [20]. Предполагается, что значение
^"в-г соответствует энтальпии перехода спираль — клубок при спра-
ведливости модели двух состояний. Отличие значений эксперименталь-
но полученной АН" и Д//в-г свидетельствует о том, что при плавлении
система проходит через ряд частично связанных структур, а также да-
ет возможность оценить длину кооперативно плавящегося участка дуп-
лекса.

УФ-Спектроскопия. Кривые температурной зависимости УФ-погло-
щения системы позволяют определить температуру плавления (Тпл)
двойной спирали и вычислить термодинамические параметры комплек-
сообразования. Для получения кинетических характеристик перехода
спираль — клубок широко используется метод температурного скачка
[21], в основе которого лежит анализ изменения УФ-поглощения после
скачкообразного повышения температуры.

Круговой дихроизм (КД) и дисперсия оптического вращения (ДОВ).
Интерпретация данных КД (ДОВ), основанная главным образом на
эмпирической привязке спектров к известным конформациям полиме-
ров, позволяет делать выводы о близости геометрических параметров
двуспиральных структур и о принадлежности их к определенному се-
мейству форм НК {А, В, Ζ).

Спектроскопия комбинационного рассеяния (КР) помогает оценить
вторичную структуру двуспиральных олиго(поли)нуклеотидов как в
растворе, так и в кристаллическом состоянии [22].

Теоретическая оценка конформации олигонуклеотидных дуплексов
проводится на основе расчета энергии невалентных взаимодействий
методом атом-атомных потенциальных функций (ААПФ) [23]. Мини-
мизация энергии невалентных взаимодействий по различным перемен-
ным (параметрам, определяющим геометрию спаривания оснований и
положение пар относительно оси спирали; параметрам спирали, торси-
онным углам и т. д.) позволяет установить наиболее вероятную кон-
формацию неканонических пар и дуплексов, содержащих такие пары.
Следует отметить, что точность такого рода расчетов зависит от числа
рассматриваемых независимых переменных.

III. ГИБРИДНЫЕ КОМПЛЕКСЫ ДНК-РНК

1. Вторичная структура ДНК-РНК гибридов

Известно, что природные ДНК и синтетические полидезоксирибо-
нуклеотиды существуют в водном растЕОре и в волокнах высокой от-
носительной влажности в формах Л-семейства; для двуспиральной
РНК характерны формы if-семейства. Хотя оба конформационных се-
мейства относятся к правым спиралям, они резко отличаются спираль-
ными параметрами. Существенным фактором, определяющим тип вто-
ричной структуры, является конформация сахара: в Л-семействе —
С(3')-эндо(Л/), в 5-семействе — С(2')-эндо(5). Единственной формой
существования двуспиральной РНК является У1-форма. Что касается
ДНК, то ее конформационные возможности гораздо шире: в зависимо-
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Структура ДНК-РНК гибридных комплексов
Таблица 1

Комплексы

Полимерные ДНК-РНК-комплек-
сы нерегулярной нуклеотидной
последовательности

poly[d(AC)-poly[r(GU)]
poly[r(AC)-poly[d(GT)]
r(CA6G)-d(CT5G)
d(CA5G).2r(CU 6G)
poly(dG)-poly(rC)
poly(rG)-poly(dC)
poly(dA)-poly(rU)

poly(dI)***-poly(rC)
poly(rI).poly(dC)
poly(rA) · poly(dT) (волокна)
poly(rA)-poly(dT) (в растворе)

poly(dA)-2poly(rU)
poly(rA).2poly(dT)
(J(TCACAT)-r(AUGUGA)
poly(rG-dC)-poly(rG-dC)
r(GCG)d(CGC)-r(GCG)d(CGC)

Форма спирали

л-днк, Л-РНК

Ближе к Л-РНК
Ближе к Л-РНК
Л-РНК
Л-РНК
Л-ДНК *, Л-РНК **

л-днк
Л'-РНК*, биморфная структура**
А РНКЛ ГП1\

Биморфная структура
Л-ДНК *, Л'-РНК**
Л'-РНК*, биморфная структура**

s-днк,
биморфная структура
Л-РНК
биморфная структура
β-ДНК
Л-РНК, Z-, β-форма

л-днк

Метод анализа

ДРВ, ДОВ

кд
кд
КД, ПМР
КД, ПМР
ДРВ
ДРВ
ДРВ
К" ГТ>\J-X

ДРВ
ДРВ
ДРВ, ЯМР31Р
ПМР

кдДРВ

кд
ПМР
КД, ЯМР31Р
КР

Ссылки

[25—27]

[28]
[28]

[29, 30]
[29, 30]

[15]
[15]
[15]
[31]
[15]
[15]

[32, 33]
[34]
[31]
[35]
[31]
[36]

[37—39]
[22]

• Относительная влажность ниже 80%.
** Относительная влажность выше 80%.

*** I — ннозин.

сти от условий среды и нуклеотидной последовательности ДНК-дуплек-
сы могут существовать в формах В-, Л-семейств, чередующейся β-φορ-
ме, левой Z-форме. Показано также, что локальные параметры нуклео-
тидных пар варьируют в широких пределах [24].

Анализируя имеющиеся в литературе данные, можно констатиро-
вать, что для ДНК-РНК гибридов более характерна принадлежность к
Л-семейству конформаций. Однако в зависимости от нуклеотидного со-
става и последовательности, а также условий комплексообразования
гибридные комплексы могут образовывать структуры иного типа — В-,
Ζ-, а также биморфные, содержащие элементы двух форм (табл. 1).

Рассмотрим подробнее некоторые из приведенных в табл. 1 данных.
Анализ конформаций гибридных гептамерных комплексов1:

d (С Τ Τ Τ Τ Τ G)

(GAAAAAC)r

комплекс «гА ·άΤ»

d(CA5G) + r(CU5G)

комплекс « dA · rU »

проводили параллельно с исследованием их рибо- и дезоксирибоана-
логов [29, 30]:

d ( C T T T T T G ) r ( C U U U U U G )
(GAAAAAC)d (GAAAAAC)r

комплекс «dA-dT» комплекс «rA-rU»

На основании значений констант спин-спинового взаимодействия
протонов углеводных остатков установлено, что фуранозные кольца в
комплексах «rA-rU» и «rA-dT» находятся в А'-конформации (Л-фор-
ма), а остатки дезоксирибозы в «dA-dT» — в 5-конформации (В-фор-
ма). При комплексообразовании d(C A5G) с г (С U5G) преимущественно
образуется тройная спираль d(C A5G)-2r(C U5G), которая, по данным
КД, относится к Л-семейству.

Полимерные комплексы poly(dA) -poly(rU) и poly(dl) -poly(rC)
(в виде волокон) в условиях высокой относительной влажности имеют
необычные дифракционные картины, представляющие суперпозицию

1 Здесь и далее структура дуплексов записывается в направлении (5'—3') — верх-
няя цепь, (3'—5') — нижняя цепь.
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рефлексов, соответствующих А- и β-формам спирали [15]. Высказыва-
ется предположение, что углеводные остатки полимерных тяжей этих
комплексов имеют различную конформацию — iV-типа для рибозы и
S-типа для дезоксирибозы. Подобная биморфная структура ДНК-РНК
гибридного комплекса может играть важную роль при функционирова-
нии ДНК- и РНК-полимераз.

Интересные данные получены при исследовании poly(rA)-poly(dT).
Этот рибо-дезоксирибонуклеотидный гибрид является аналогом ДНК-
дуплекса poly(dA) -poly(dT). Последний сохраняет 5-форму спирали
даже в условиях, при которых природная нерегулярная ДНК существу-
ет в Л-форме. По-видимому, «β-любивость» сохраняется и в гибрид-
ном комплексе, несмотря на наличие в нем конформационно жесткой
полирибонуклеотидной цепи. Волокна poly(rA)-poly (dT) только при
относительной влажности ниже 90% образуют спираль, относящуюся
к Л-семейству [32]. При увеличении влажности происходит конформа-
ционный переход в структуру, по геометрическим параметрам близкую
к S-форме ДНК, однако по конформации углеводных остатков являю-
щуюся биморфной [32, 33]. В водном буферном растворе, как показано
методом ПМР с использованием ЯЭО, poly (rA) -poly (dT) находится в
β-форме, причем углеводные остатки в обеих цепях имеют одинаковую
конформацию S-типа [34]. Однако из-за стерических препятствий, соз-
даваемых 2'-гидроксильной группой рибозы, геометрия гибридной спи-
рали немного отличается от классической β-формы ДНК, в частности,
увеличены наклон и твист оснований, а также расстояние между осно-
ваниями и осью спирали, β-форма спирали в растворе, как оказалось,
характерна и для дуплекса гетерогенного состава d ( T C A C A T ) ·
•r(AUGUGA) [36].

Особый интерес представляет исследование структуры двуспираль-
ных комплексов, в состав которых входят ковалентно связанные ДНК-
и РНК-фрагменты. Гибрид смешанного состава с чередующейся рибо-
дезоксирибонуклеотидной последовательностью poly(rG-dC) -poly(rG-
dC) является аналогом ДНК-дуплекса poly (dG-dC) -poly (dG-dC); для
последнего при высокой ионной силе наблюдается переход в левую Z-
форму [40]. Структура poly(rG-dC) -poly(rG-dC) при умеренной кон-
центрации NaCl по геометрическим параметрам и конформации угле-
водных остатков аналогична Л-РНК [37]. Переход гибридной спирали
в Z-форму в отличие от ее ДНК-аналога происходит как при увеличе-
нии, так и при уменьшении ионной силы со средними точками Л—Z-ne-
рехода в низкосолевой области — 25 мМ NaCl, в высокосолевой обла-
сти— 1500 мМ NaCl [37, 38]. В присутствии ионов тетрабутиламмония
(>30 мМ) наблюдается дополнительный информационный переход
гибридного комплекса в 5-форму [39].

Гексануклеотидный дуплекс смешанного состава:

r(GCG)d(CGC)
(CGQd(GCG)r

по данным КР в кристаллическом состоянии образует спираль в Л-фор-
ме [22], причем все углеводные остатки (как рибоза, так и дезоксири-
боза) имеют одинаковую JV-конформацию. В водном растворе геомет-
рия дуплекса, в основном, сохраняется, однако дезоксирибозные коль-
ца концевых цитидиновых остатков принимают конформацию S-типа,
что связано, по мнению авторов, с меньшей устойчивостью концевых
пар и вследствие этого их большей конформационной подвижностью.

В работах [41, 42] изучена вторичная структура декамерного дуп-
лекса:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
r(GCG)d(TATA—CGC)
( C G C — ATAT)d(GCG)r

в котором двуспиральный тетрануклеотидный ДНК-фрагмент (d-d)
фланкирован с двух сторон гибридными участками. По данным РСА,
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5' 3'

в условиях низкого содержания воды
этот дуплекс образует спираль, по гео-
метрическим параметрам близкую к
Л-форме ДНК, с одинаковой Ν-ΚΟΗ-
формацией углеводных колец [41]. По
мнению авторов, присутствие на кон-
цах дуплекса гибридных участков сти-
мулирует переход в Л-форму централь-
ного d-d-фрагмента. В водном раство-
ре ситуация несколько иная [42]. Со-
гласно данным ПМР-спектроскопии,
позволившим оценить соотношение
конформеров для каждого нуклеотид-
ного звена, все рибозные кольца ука-
занного дуплекса имеют Л^-конформа-
цию. Для остатков дезоксирибозы, рас-
положенных как в гибридном, так и в
d-d-участке дуплекса, характерно со-
существование S- и ^-конформеров,
причем константа равновесия зависит
отдельного нуклеотидного звена

У///////У7,
Y/////S

22
Ж

Ш

rG'dC
Ι ι

rC-dG
1 I

rG-dC

dT-dA

dA.dT

dT.dA

dA.dT
1 1

df-rG
dG.pC

1 1
dCrG

Ρ

IOB 50 Ο3' 5Ό 50
Содержание

N—конформера t "/о

100

Рис. 1. Конформация углеводных
колец дуплекса, образованного
r(GCG)d(TATACGC) в водном рас-
творе (по данным ПМР-спектроско-

пии) [42]

от локального окружения
(рис. 1). Углеводные остатки

dC (положение 8), dG (положение 9) и dC (положение 10), принадле-
жащие гибридному фрагменту, содержат соответственно 52, 37 и 33%
конформеров JV-типа. Такой порядок изменения процентного содержа-
ния Af-конформеров обусловлен большей конформационной свободой
концевых дезоксинуклеотидов. Полученные данные позволяют сделать
вывод о том, что в ковалентно-связанных ДНК-РНК гибридных моле-
кулах наблюдается эффект конформационной трансмиссии (влияние
РНК-фрагмента на конформацию углеводных колец соединенной с ним
ДНК-последовательности), который в рассматриваемом дуплексе рас-
пространяется, главным образом, на два нуклеотидных остатка dT
(положение 4) и dA (положение 5), и в меньшей степени на dT (поло-
жение 6) и dA (положение 7). Следовательно, происходит плавный пе-
реход от N- к преимущественно S-конформации. С помощью ПМР-
спектроскопии доказано наличие стэкинг-взаимодействия между осно-
ваниями вдоль всей молекулы с преобладанием «стэкинга», характер-
ного для Л-формы, в г(G С G)- и «смешанного» типа в d ( T A T A C G C ) -
участке.

В работах [43, 44] была исследована структура гибридных полимер-
олигомерных дуплексов dGn-rC udC 1 6 и dGn-rC i 3dC1 7 (/г>70). Ниже
приведены условные схемы исследованных систем.

dGn

Дуплекс (I)

dGn

Дуплекс (III) Дуплекс (VI)

Из анализа спектров ПМР дуплексов (I) — (III) следует, что два
фрагмента дуплекса (I) образуют спирали различной конформации —
гибридный участок молекулы находится в Л-форме, характерной для
дуплекса ( H I ) , a (d-d)-участок — в В-форме, подобно дуплексу (II)
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ОСЬ Ъ-щормы C^l^L·. ^ Граница-

Ось А-уормы

Рис. 2. Молекулярная модель комплекса dGn-rCndQe [44]

[43]. На основании спектров К.Д дуплексов (IV) — (VI) делается анало-
гичный вывод о сосуществовании в гибридном дуплексе (IV) А- и В-
форм [44]. Анализ кривых плавления (УФ-спектроскопия) свидетель-
ствует о том, что, несмотря на присутствие двух форм, переход спи-
раль— клубок дуплекса (IV) является кооперативным и однофазным.
По мнению авторов [44], соседство двух конформаций в ковалентно-
связанных гибридных дуплексах (I) и (IV) приводит к пространствен-
ным искажениям — изгибу оси спирали на границе двух форм, причем
переходный участок между А- и 5-формами включает только одну нук-
леотидную пару, принадлежащую ДНК-фрагменту, и соседние с ней
фосфодиэфирные связи. Анализ пространственной структуры гибридного
дуплекса (рис. 2), полученной методом компьютерного моделирования
[44, 45] показал, что в зоне изгиба спирали комплементационные и меж-
плоскостные взаимодействия оснований сохраняются.

Выводы о структуре ковалентно-связанных ДНК-РНК гибридных
дуплексов, сделанные в этой серии работ, отличаются от выводов рабо-
ты [42] для декамерного дуплекса, что может объясняться различиями
в длине r-d и d-d участков, природой нуклеотидных пар (А·Т или G-C),
находящихся на «стыке» этих участков, определенными допущениями
в интерпретации данных.

2. Термодинамические и кинетические аспекты
образования ДНК-РНК гибридных комплексов

Сравнительный анализ термодинамики и кинетики образования гиб-
ридных двойных спиралей и их ДНК- и РНК-аналогов был проведен
на модельных гептамерных комплексах «rA-dT», «dA-rU», «dA-dT»,
«rA-rU» (см. выше) [17, 30, 46]. На основании кривых плавления, по-
лученных с помощью УФ- и ПМР-спектроскопии, установлен следую-
щий порядок стабильности дуплексов: «dA-dT»>«rA-dT»>«rA-rU»^>
3>«dA-rU», который хорошо согласуется с рядом устойчивости поли-
мерных комплексов, образованных poly(rA), poly(dA), poly(rU) и
poly(dT) в аналогичных комбинациях [47]. Сравнение равновесных
констант (К2ь°) образования гептамерных двойных спиралей (табл. 2)
показывает, что дуплекс «dA-dT» в 10 и 4 раза стабильнее «rA-rU» и
«rA-dT» соответственно, а гибридный дуплекс «dA-rU» почти в 200 раз
менее устойчив, чем «rA-dT». Предполагается [30], что dA кластеры
предпочитают 5-конформацию и поэтому не могут образовывать устой-
чивых ДНК-РНК-гибридов. По мнению авторов наличие таких класте-
ров облегчает терминацию транскрипции.

Кинетические параметры [17, 46] подтверждают термодинамические
данные о порядке стабильности дуплексов «dA-dT», «rA-rU», «rA-dT».
Константа скорости образования \KV) дуплекса «dA-dT» немного боль-
ше, чем приблизительно равные соответствующие константы для дуп-
лексов «rA-rU» и «rA-dT» (табл. 2). Полагают, что это объясняется
более медленным формированием стэкинг-конформации в рибонуклео-
тидной цепи [46, 48]. В то же время приблизительное равенство энер-
гии активации образования (£а,Р) указанных дуплексов (табл. 2) дает
возможность говорить об одинаковых механизмах ассоциации рибо- и
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Таблица 2

Термодинамические и кинетические параметры образования гибридных олигомерных
дуплексов и соответствующих рибо- и дезоксирибонуклеотидных аналогов

Параметры

Τ СС
1 ПЛ! ^

АН°, ккал/моль
Кр 12°, л · моль"1 • с"1

ΕΆ ккал/моль

Еа р , ккал/моль

Яд, 12°, С " Х

«гА-dT»

22,9

5,5-103

—48
6,6-106

—

—
50

«dA-rU»

<о
<3-101

—
—

—

—

«dA-dT»

27,5

1,8-Ю4

—41
8,3-10~e

43

—0,5

9,6

«г A-l-U»

19,1

2,2-Ю3

—44
6,2-106

39

0
38

Ссылки

[30]

[30]

[30]
[46]
[46]

[46]
[46]

Примечание: условия комплексообразования: 0,01 Μ фосфатный буфер, рН 7, 0,1 мМ ЭДТА, 0,2 Μ NaCl,
с0 2-10-» Μ; строение дуплексов приведено на с. 1323.

дезоксирибонуклеотидных тяжей. Кинетические параметры, характери-
зующие процесс диссоциации двойных спиралей значительно отличают-
ся (табл. 2). Константа скорости диссоциации (7(д) дуплекса «dA-dT»
гораздо ниже соответствующих величин, определенных для дуплексов
«rA-rU», «rA-dT». Эта закономерность подтверждается результатами
исследования кинетики обмена иминопротонов с водой [17]: установле-
но, что τ неконцевых пар дуплексов «rA-rU», «rA-dT» приблизительно
одинаковы и существенно ниже, чем τ «dA-dT».

По данным ПМР, для этих дуплексов наблюдается эффект «обтрепы-
вания» концов, т. е. быстрое образование и разрушение водородных
связей между основаниями на концах дуплекса в условиях термодина-
мической стабильности двойной спирали. Необходимо подчеркнуть, что
«обтрспывание» концевых пар характерно для РНК-, ДНК- и гибрид-
ных дуплексов примерно в одинаковой степени.

В целом данные о сравнительной устойчивости гибридных, рибонук-
леотидных и дезоксирибонуклеотидных комплексов неоднозначны. Для
большинства изученных систем показано, что гибридные дуплексы ме-
нее стабильны, чем ДНК и РНК такого же состава. Для полимерных
комплексов отличие очень мало и составляет 2—4° С [25, 26, 28, 47, 49].
В олигомерных системах эта разница выражена более четко. Так, Гпл

комплексов rAn-pdT9 (n = 6-^9) в среднем на 7° С ниже Тал dA,i-pdfJ

с равным η [50].
С другой стороны, в ряде работ установлены другие соотношения

устойчивости гибридных дуплексов. Например, стабильность полимер-
ных комплексов, образованных различными комбинациями poly[d (r) I]
и poly[d(r)C], изменяется в ряду: poly(rl)-poly(rC) >poly(r l ) ·
•poly(dC)>poly(dI) -poly (dC) >poly (dl) -poly(rC) [51], а для кова-
лентно связанных ДНК-РНК-гибридов типа dGra-rCidCA определен сле-
дующий порядок устойчивости: dGn- dC3(.<;dGn-rC13dC17-<dG,,-rC,,o [44].

Анализ скоростей обмена иминопротонов дуплексов poly(rA)-
•poly(dT), poly(dA)-poly(rU), poly (rA) -poly(rU), poly(dA)-poly(dT)
на дейтерий [52] позволяет определить соотношение скоростей диссо-
циации этих комплексов, и тем самым, их относительную стабиль-
ность — poly(dA) -poly(dT)>poly(dA) -poly (rU) ̂ poly(rA) -poly(rU)>
>poly(rA)-poly(dT). По-видимому, относительная устойчивость гиб-
ридных комплексов и их ДНК- и РНК-аналогов зависит от нуклеотид-
ного состава.

Обобщая литературные данные по ДНК-РНК гибридным комплек-
сам можно сделать следующие выводы.

1. Конформационно более жесткая рибонуклеотидная цепь в боль-
шинстве исследованных систем оказывает доминирующее влияние на
пространственную структуру дуплекса в целом, а также на конформа-
цию углеводных колец дезоксирибонуклеотидных остатков (комплемен-
тарных рибо-фрагменту или ковалентно соединенных с ним).

1325



2. Для ряда гибридных дуплексов и триплексов, образованных го-
мополимерами, характерна биморфная структура, т. е. различная кон-
формация рибо- и дезоксирибонуклеотидных тяжей спирали.

3. По термодинамическим и кинетическим свойствам гибридные
комплексы ближе к двуспиральным РНК, чем ДНК-

IV. КОМПЛЕКСЫ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ С НЕКАНОНИЧЕСКИМИ ПАРАМИ
ОСНОВАНИЙ

При анализе литературных данных по комплексам НК, содержа-
щим неканонические пары оснований, основное внимание уделялось
следующим вопросам:

1. Схема спаривания оснований в неканонических парах.
2. Влияние модификации на межплоскостные взаимодействия осно-

ваний и конформацию сахарофосфатного остова; степень влияния не-
комплементарной пары на вторичную структуру двойной спирали.

3. Термодинамические и кинетические параметры образования и
диссоциации модифицированных олигомерных дуплексов.

1. napadG.dT(G-U)

Возможность существования неканонической G-U-пары, стабилизи-
рованной водородными связями, была впервые постулирована Криком
для объяснения вырожденности генетического кода [53]. Им же была
предложена схема образования водородных связей между остатками
гуанина и урацила.

G (анти) U (анти)

В дальнейшем исследование различных модельных систем, содержа-
щих G-U(T)-napt>i, современными экспериментальными и теоретиче-
скими методами подтвердило правильность предложенной схемы.

Расчет конформаций с помощью ААПФ и построения молекулярных
моделей [23, 54, 55] показал, что основания dG-dT-пары находятся в
обычных таутомерных формах и в анга-ориентацли относительно угле-
водных колец. Включение dG-dT-пары в двойную спираль не приводит
к уменьшению межатомных контактов и вызывает лишь небольшое
увеличение энергии невалентных взаимодействий и незначительное от-
клонение углов сахарофосфатного остова от стандартных значений, ха-
рактерных для уотсон-криковской спирали.

Экспериментальное изучение молекулярной структуры dG-dT-пары
и ее влияние на конформацию, термодинамические и кинетические па-
раметры двойной спирали ДНК проведено Пателем и соавт. [56—60]
на додекамерпом дуплексе «GT»

1 2 3 4 5 6 6' 5' 4' 3' 2'Г
d(CG

GC
GAAT ТС
СТТАА G

CG)
GC)d

дуплекс «GT»

В качестве контроля использовали немодифицированный дуплекс
«GC» [61], образующий и в растворе, и в кристаллическом состоянии,
спираль в S-форме [62, 63]

1 2 3 4 5 6 6 '5 '4 '3 '2 ' 1'
d(CGCGAAT T C G C G )

(GCGCTTA AG С G C)d
дуплекс «GC»
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Наличие в спектре ПМР дуплекса «GT» двух сигналов иминопрото
нов, соответствующих dG-dT-nape, которые расположены в более силь-
ном поле по сравнению с сигналами dG-dC-пары в том же положении
дуплекса «GC», однозначно указывает на существование между остат-
ками гуанозина и тимидина двух водородных связей с карбонильными
акцепторными группами. Это подтверждает структуру dG-dT(G-U)-
пары, приведенную выше и исключает взаимодействия с участием ред-
ких таутомерных форм оснований. Включение dG-dT-пары приводит к
нарушению межплоскостных взаимодействий оснований этой пары, в
частности остатка тимина, с соседними. По данным ЯМР 3 1Р и ПМР,
конформационные возмущения, вносимые dG-dT-парой, локализуются
в участке модификации и затрагивают только ближайшую нуклеотид-
ную пару с З'-конца.

Замена двух dG-dC-nap в дуплексе «GC» на dG-dT-пары вызывает
понижение Тпя дуплекса на 20° С, однако энтальпия перехода из дву-
спирального состояния в односпиральное при этом не изменяется (см.
ниже табл. 4). По мнению авторов это связано с незначительным нару-
шением стэкинг-взаимодействий в дуплексе «GT». Близость АН0 и раз-
личия Гпл дуплексов «GC» и «GT» позволяют предположить, что де-
стабилизирующее влияние dG-dT-нары имеет энтропийную природу. По
разности значений ДЯ°в_г и АН0, определенной из кривых теплопогло-
щения (СМК), установлено, что кооперативно плавящийся участок,
как и в дуплексе «GC», так и в дуплексе «GT» составляет 9 нуклеотид-
ных пар, т. е. захватывает участки модификации. По данным ПМР, в
дуплексах «GC» и «GT» наблюдается эффект «обтрепывания» концов,
затрагивающий нуклеотидные пары в 1-ом и 2-ом положениях. Нали-
чие dG-dT-пары усиливает этот эффект, вследствие чего уширение л
исчезновение сигналов иминопротонов dG-dC-nap (положения 1 и 2) в
дуплексе «GT» происходит при более низких температурах, чем в дуп-
лексе «GC». Сравнительный анализ кинетических данных обмена ими-
нопротонов дуплексов «GT» и «GC» подтверждает вывод о том, что об-
ласть распространения структурных возмущений, вносимых dG-dT-па-
рой, ограничивается только соседней с неканонической парой (при 35° С
τ dG-dT- и соседней dG-dC-пары (положение 4) дуплекса «GT» в 10 и
2 раза соответственно меньше τ пар в тех же положениях дуплекса
«GC»). Методом температурного скачка [64] определена энергия акти-
вации образования дуплекса «GT», которая оказалась гораздо больше
(22 ккал/моль), чем такой же параметр немодифицированной двойной
спирали [65]. На основании этого авторы предположили, что образова-
ние dG-dT- и dG-dC-пары (положение 4) в дуплексе «GT» может со-
провождаться конформационными подгонками, требующими дополни-
тельной энергии.

В работе [66] исследовано влияние неканонических пар на термо-
динамические и кинетические параметры образования гексадекамерно-
го дуплекса. За основу был взят гексадекануклеотид
d(CAACTTGATATTAATA), который соответствует фрагменту бакте-
риофага ФХ174 и вместе с комплементарной последовательностью об-
разует участок связывания белка гена А. Ниже приведены структура
исходного комплементарного комплекса и изученные замены канониче-
ских пар на dG-dT-napy.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
<1 ( C A A C T T G A T A T T A A T A )

( G T T G A A C T A T A A T T A T ) d

дуплекс „6TG" дуплекс „7GT" дуплекс „12TG

Все дуплексы, содержащие dG-dT-napy, имеют Гпл ниже ТПЛ дуплек-
са «0» (см. дуплексы № 6—8, 12, табл. 4), причем дестабилизирующий
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эффект больше при замещении dG-dC-пары на некомплементарную по
сравнению с аналогичным замещением dA-dT-пары, а также когда за-
мещаемая пара расположена ближе к центру дуплекса. Наименьшую
дестабилизацию вызывает dG-dT-napa, заменяющая dA-dT-napy в 12-
положении (дуплекс «12TG»). Небольшое различие свободной энергии
образования (&G) дуплекса «О» и дуплексов «6TG», «7GT», «12TG»
(ΔΔ(5~3 ккал/моль, табл. 4) свидетельствует о незначительном нару-
шении dG-dT-парой стэкинг-взаимодействия оснований. Изучение кине-
тики образования и диссоциации дуплексов «О» и «7GT» показывает,
что возмущения, вносимые G-T-парой приводят к увеличению констан-
ты скорости диссоциации дуплекса, а константы скорости образования
остаются практически одинаковыми. По-видимому, дестабилизация ду-
плекса «7GT» связана с увеличением скорости диссоциации.

Используя технику ЯЭО исследован также А-Т-богатый дуплекс, со-
держащий внутреннюю dG-dT-napy [67].

d(AAATT
(ТТТАА

ТСААА)
AGTTT)d

Кроме установления геометрии спаривания между dG-dT в этой рабо-
те получена информация о степени гидратации малой бороздки в окре-
стностях некомплементарной пары.

Недавно проведенное рентгеноструктурное исследование синтетиче-
ского додекамера в β-форме с двумя dG-dT-парами:

d(CGC
(GCG

ААТТ
ТТАА

GCG)
CGC)d

подтвердило, что изменения в структуре, индуцируемые этими некомп-
лементарными парами, носят локальный характер и практически не на-
рушают общую конформацию дуплекса [68]. Тем не менее именно эта
комбинация оснований (сравнивались dG-dT-, dA-dC- и dA-dG-пары)
образует наиболее асимметричную пару (характерной чертой уотсон-
криковских пар является наличие псевдооси 2-го порядка, лежащей в
плоскости оснований). Это может быть причиной эффективной репара-
ции dG-dT-пары соответствующими ферментативными системами, «уз-
нающими» отклонения от псевдосимметрии [10, 68]. Следует отметить,
что dG-dT-napa хорошо дискриминируется также ферментами рестрик-
ции. Так, замена dG-dC-пары на dG-dT или dG-dU в участке узнавания
ряда эндонуклеаз рестрикции приводит к резкому понижению, а в неко-
торых случаях полному ингибированию расщепления модифицирован-
ных ДНК-дуплексов [69, 70].

Объектом для изучения влияния локального окружения dG-dT-nap
на конформацию и стабильность ДНК в Л-форме служили два октамер-
ных дуплекса одинакового состава, различающихся положением двух
dG-dT-nap [12,71—73].

d(GGJG
(С С [Τ

С С) d(GGGlG
GG)d ( С С С Т

GC
CG

I II

С С С)
GGG)d

Характерным свойством ДНК-дуплексов, содержащих GG- и
СС-кластеры, является то, что в кристаллическом состоянии они обра-
зуют спираль в Л-форме [74]. Методом РСА показано, что включение
dG-dT-nap приводит лишь к незначительному искажению сахарофос-
фатного остова молекулы, причем возникающая деформация локализо-
вана в участке модификации и ограничена ближайшими фосфодиэфир-
ными связями. Стэкинг-взаимодействия в районе неканонической пары
нарушены в основном за счет уменьшения перекрывания оснований
dG-dT-пары с основаниями соседней пары с З'-конца, а «стэкинг» с бли-
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жайшим «соседом» в 5'-положении сохраняется почти таким же, как и в
немодифнцированном дуплексе. Термодинамическая устойчивость кри-
сталлических структур (I) и (II) значительно отличаются — кристаллы
дуплекса (II) стабильны при комнатной температуре, а кристаллы дуп-
лекса (I) плавятся при 6° С. По мнению авторов, одной из причин раз-
личия в устойчивости дуплексов является уменьшение вклада стэкинг-
взаимодействий в стабилизацию структуры (I). В дуплексе (I) dG-dT-
пары отделены двумя dG-dC-парами, при этом нарушаются стэкинг-
взапмодействия в четырех из семи мест межплоскостных контактов пар
оснований, а в дуплексе (II), где dG-dT-пары расположены рядом, та-
кие нарушения происходят только в трех местах. Различная дестабили-
зация дуплексов (I) и (II) может быть связана также с различным со-
стоянием их гидратной оболочки. В частности, показано, что в дуплек-
се (I) отсутствуют мостиковые водородные связи, стабилизирующие
dG-dT-пары. На основании этих данных делается вывод, что последова-
тельно расположенные dG-dT-пары в меньшей степени дестабилизируют
двойную спираль, чем изолированные [12, 71—73].

Влияние dG-dT-nap на структуру ДНК в Z-форме исследовано ме-
тодом РСА на примере гексамерного дуплекса d (С

(GT
GCGT

GC
G) [75J. Не-

GC)d
смотря на меньшую гибкость сахарофосфатного остова Z-ДНК по срав-
нению с β-ДНК, некомплементарная пара включается в Z-спираль, прак-
тически ее не деформируя. Показано, что в дуплексе сохраняется при-
сущее Z-форме чередование конформации гликозидной связи (син-,
анти-) и фуранозного цикла (N- и S-) в нуклеотидных остатках, хотя
в dG-dT-nape дезоксирибоза гуанозина имеет нехарактерную С(4')-
зндо-конформацию. Пара dG-df, включенная в Z-спираль, не только не
ухудшает межплоскостных взаимодействий, но даже в некоторой степе-
ни стабилизирует их, поскольку наблюдается более полное перекрыва-
ние остатков гуанина и тимина с основаниями соседних пар по срав-
нению с dG-dC-парой, находящейся в том же положении немодифици-
рованного дуплекса. Установлено, что важную роль в стабилизации
dG-dT-пары играет гидратная оболочка дуплекса. С участием молекул
воды образуются мостиковые водородные связи между N(2), 0(6) гуа-
нина и 0(2), 0(4) тимина соответственно, которые частично компенси-
руют отсутствие одной связи в dG-dT-nape по сравнению с dG-dC-парой.

Следует отметить, что строение гидратной оболочки вблизи некомп-
лементарной пары практически не зависит от формы ДНК (Л, В или
Z) [10,68].

Кратко отметим еще некоторые работы, в которых анализируется
влияние dG-dT-nap на олигомерные дуплексы. По данным ПМР, динук-
леотиды pd(GT) и pd(TG) не образуют комплексов в растворе, в усло-
виях, когда самокомплементарные динуклеотиды ассоциируются с обра-
зованием мини-дуплексов [76, 77]. В то же время, полимер poly[d(GT)]
может существовать в растворе в виде двойной спирали [78—80]. Это
доказано методами УФ-, КД- и ПМР-спектроскопии, а также по связы-
ванию бромида этидия.

Данные, характеризующие дестабилизирующее влияние dG-dT-nap
на олигомерные дуплексы, приводятся в работах [50, 81, 82].

Ряд работ посвящен исследованию рибоолигонуклеотидных комплек-
сов, содержащих G-U-napy. По данным РСА, концевые G-U-пары в тет-
р а мерном дуплексе r(GGC

U
U

CGG
) практически не нарушают стэкинг-взаи-

модействия оснований [83].
В работах [84, 85] изучено влияние G-U-пары и ее локального окру-

жения на устойчивость пентануклеотидных двойных спиралей. Серии ис-
следованных дуплексов приведены ниже:
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г (С A G U G) r(A G G С U)
(GUUAC)r (UCUGA)r

дуплекс «5GU» дуплекс «5*GU»

r(CAAUG) r(AGACU)
(GUUAC)r (UCUGA)r

дуплекс «5AU» дуплекс «5*AU»

r(CAGUG) r(AGGCU)
(GUCAC)r (UCCGA)r

дуплекс «5GC» дуплекс «5*GC»
серия I серия II

В дуплексах серии I центральная пара фланкирована A-U-парами,
а в серии II — G-C-парами. Показано, что все комплексы серии II более
устойчивы, чем соответствующие комплексы серии I. По данным ПМР,
Гпл пары G-U в дуплексе «5 G U» на 4°С ниже 7ПП остальных пар, т. е.
G-U-napa является участком локальной нестабильности дуплекса. А в ду-
плексе •—5*G U» пара G-U имеет ту же Гпл, что и остальные пары. Заме-
щение центральной комплементарной пары на G-U в дуплексах серии I
приводит к понижению их устойчивости, причем достабилизация больше
при замене G-C-пары (Гп л дуплексов «5G U», «5G С», «5А U» равны со-
ответственно 23, 38, 28° С). В дуплексах серии II дестабилизирующее
влияние G· U-пары гораздо меньше и проявляется только при замещении
G-C-пары; замена A-U на G-U практически не влияет на устойчивость
двойной спирали (Гп л дуплексов «5Ό U», «5*G C»,«5*A U» равны соот-
ветственно 44, 54, 45°С). По мнению авторов [85], различные эффекты,
сопровождающие включение G·U-пары между A-U- или G-C-парами
связаны с тем, что в дуплексе «5G U» в большей степени нарушены меж-
плоскостные взаимодействия между основаниями G-U-пары и фланки-
рующих ее пар, чем в дуплексе «5*G U».

Сравнительный анализ термодинамических параметров образования
олигомерных дуплексов, содержащих G-U-пары, и немодифицированных
дуплексов, содержащих в том же положении А-U-пары (см. дуплексы
№ 34—49 в табл. 4), проведен в работе [86]. Установлено, что замена
А-U-пары на G-U вызывает понижение прочности комплекса, зависящее
от его состава, нуклеотидной последовательности, положения G-U-пары
в олигомерной цепи и ее локального окружения. Дестабилизация комп-
лексов, вызванная такой заменой, в основном имеет энтальпийную приро-
ду, хотя для дуплексов, содержащих рядом расположенные G-U-пары,
уменьшение прочности связано с неблагоприятным изменением энтропии
комплексообразования (см. табл. 4).

На дестабилизирующий эффект замены канонических пар на G-U-
пару указывается также в работах [5, 87—89]. Однако образование
G-U-пары термодинамически более выгодно, чем возникновение других
неканонических пар в тех же условиях. Так, пентарибонуклеотид AGGCU
при самоассоциации образует дуплекс «GU» с двумя G-U-парами, а не
дуплекс «GG» с одной G-G-парой [85].

г(А
(

GC
CG

U|) r(A G
G|A)r (UC

CU)
GA)r

дуплекс «GU» дуплекс «GG»

Аналогичный вывод о предпочтительном образовании G-U-nap перед
G-G-парами делается в работе [90].

Изучение влияния концевых G-U-nap на термическую устойчивость
РНК-дуплексов показало, что вклад свободной энергии G-U-пары, флан-
кирующей тетрамерный GC-содержащий кор, приблизительно равен
вкладу концевой А-U-пары и на ~ 1 ккал/моль меньше вклада пары G-C

;330



[91]. Другие концевые некомплементарные пары — А-А, А-С, A-G и U-U
менее стабильны, чем соответствующие уотсон-криковские. Более того,
было показано, что концевая G-U-napa более стабильна, если она содер-
жит 5'-G и З'-U, а не наоборот [91].

На основании данных КД проведено сопоставление термической
устойчивости и конформационных особенностей полимерных комплексов
рибо- и дезоксириборяда, состоящих только из G-U- или dG-dT-nap —
poly[r(GU)] и poly[d(GT)] [79]. Установлено, что образование ДНК-
дуплекса происходит при более высокой ионной силе (0°С, 0,1 Μ NaCl),
чем комплексообразование его рибо-аналога (0° С, 0,02 Μ NaCl). В диа-
пазоне концентрации NaCl от 0,1 до 1 Μ спираль poly[d(G Τ) ] 2 претерпе-
вает информационные перестройки (в пределах Б-формы), следствием
которых является плавное изменение спектра КД. Относительная устой-
чивость дуплексов зависит от ионной силы буфера: в 0,1 Μ NaCl более
устойчив рибонуклеотидный дуплекс (Гп л poly[r(GU)] и poly[d(GT)]
равны 14 и 3°С соответственно), а в 1 Μ NaCl стабильнее становится де-
зокси-аналог (Гп л 23 и 30°С). Однако эти дуплексы гораздо менее проч-
ны, чем дуплексы образованных самокомплементарными полимерами —
poly[r(AU)] npoly[d(AT)] (Гп л последних в 0,1 Μ NaCl равны 65 и 57°С
соответственно).

2. Пара А-С

Структура dA-dC-пары и ее влияние на конформацию и устойчивость
ДНК-дуплекса «АС»

12 3 4 5 6 6 '5 '4 ' 3' 2 Ί '
d(CG

(GC
G A A T T С
C T T A A G С

С G)
G C)d

дуплекс «АС»

исследовались в работе [92].
Ниже приведены теоретически возможные схемы спаривания основа-

ний:
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В спектре ПМР дуплекса «АС» нет сигналов от обменивающихся про-

тонов dA-dC-пары, следовательно, схема 1, в которой предполагается уча-
стие в образовании водородной связи иминопротона цитозина, находяще-
гося в енольной форме, не отражает реальную структуру. Отсутствие
ЯЭО между Η(2) аденина dA-dC-пары и иминопротонами фланкирую-
щих дефект dG-dC-nap исключает ориентацию оснований, изображен-
ную на схеме 2. Авторы предполагают, что dA-dC-napa стабилизируется
одной водородной связью между N(6)-aMHHonpoTOHOM аденина и N(3)
(схема 3) или 0(2) (схема 4) цитозина. Однако не исключается возмож-
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ность протонирования N(1)-атома аденина, которое приводит к образо-
ванию второй Η-связи между N + ( l ) — Η аденина и 0(2) цитозина (схе-
ма 5).

ΝΗ,

С (анти) Ά + (анти)

5)

Локализация сигналов Η (6) и Η (5) цитозина соседней с неканонической
dG-dC-пары (положение 4) дуплекса «АС» в более слабом поле по срав-
нению с сигналами соответствующих протонов дуплекса «GC» (см. выше)
свидетельствует о нарушении стэкинг-взаимодействий в районе неканони-
ческой пары. Предполагается, что одно или оба основания dA-dC-пары
находятся вне спирали. Методом ЯМР 3 1Р обнаружены существенные ис-
кажения сахарофосфатного остова дуплекса «АС» вокруг dA-dC-пары.

Замена двух dG-dC-nap в дуплексе «GC» на dA-dC-пары вызывает
понижение Гпл дуплекса на 30° С (см. табл. 4). По данным ПМР, нали-
чие dA-dC-пары в третьем положении дуплекса «АС» приводит к тому,
что «обтрепывание» dG-dC-nap в первом и втором положениях этого ду-
плекса происходит при более низких температурах, чем в дуплексе «GC».
При изучении кинетики обмена иминопротонов дуплекса «АС» с водой
установлено, что τ dG-dC-пары в четвертом и dA-dT-nap в пятом и шес-
том положениях в 3 и 2 раза соответственно меньше, чем τ аналогичных
пар дуплекса «GC». Следовательно, дестабилизирующее влияние dA·
•dC-пары не ограничивается соседней парой, а затрагивает всю молекулу
дуплекса «АС».

Однако в публикации 1987 г. после углубленного изучения структуры
дуплекса «АС» и его изомера d(CG AGAATTCC CG) с помощью двумер-

(GCCGTTAAGAGQd
ного ПМР, ЯМР 31Р-спектроскопии и оценки межатомных расстояний по
данным ЯЭО авторами были сделаны иные выводы о характере влияния
некомплементарной dA-dC-пары на локальную и общую структуру ДНК
[93]. Так, утверждается, что остатки А и С встраиваются в двойную спи-
раль, участвуя в стзкинг-взаимодействии с соседними основаниями и вы-
зывают лишь локальные конформационные перестройки, не распростра-
няющиеся на центральный ААТТ-сегмент. Полученные результаты не да-
ют возможность сделать выбор между двумя схемами А-С-спаривания —
Зи 5 [93].

Эта интерпретация хорошо согласуется с выводами работы [94], в ко-
торой методами ЯМР-спектроскопии изучался дефектный дуплекс

d(CGC
(CG

GC
CG

GC)
CGQd

содержащий две dA-dC-пары, и работ [95, 96], посвященных рентгено-
структурному анализу дуплекса «СА», близкого по нуклеотидной после-
довательности к дуплексу «АС»:

d(CGC
(GCG С

ААТТ
ТТАА

С GCG)
CGQd

дуплекс «СА>:

Установлено, что при интеграции dA-dC-пары в ДНК стэкинг-взаимо-
действия с основаниями соседних пар и конформация сахарофосфатного
остова нарушаются незначительно. Согласно данным РСА, более пред-
почтительной схемой А-С-спаривания выглядит схема 5, включающая
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протонирование аденина; подчеркнута важная роль в стабилизации dA·
•dC-пары мостиковых Η-связей с участием молекул воды, входящих в
гидратную оболочку дуплекса.

В работе [97] проведен сравнительный анализ комплексообразования
11-, 14- и 17-звенных олигонуклеотидов с ДНК ФХ174 и мутантной ДНК,
в которой проведена точечная G—Α-замена. Исследованные модифици-
рованные комплексы приведены ниже.

d(AACA
(. . .CTTTQT

С С С Τ Α Τ G)
GGATACCC...)d

комплекс «НАС»
d(AACA

(...CTTTGT
С CCTATGGGA)

GGATACCCTCG...)d

d(AACA
(...CTTTGT

комплекс «НАС»
С CCTATGGGAGCG)

GGATACCCTCGCTTT...)d
комплекс «17АС»

(Комплексы с немутантной ДНК, содержащие комплементарную dG·
•dC-napy, обозначаются соответственно «11GC», «14GC», «17GC».)
Было определено, что степень связывания всех трех олигонуклеотидов с
мутантной ДНК гораздо ниже, чем с природной ДНК. Кроме того, дуп-
лексы, содержащие dA-dC-napy значительно менее устойчивы, чем их
комплементарные аналоги. Замена одной dG-dC-пары на dA-dC по де-
стабилизации эквивалентна удалению трех нуклеотидных пар (темпера-
туры полудиссоциации комплексов «17А С» и «14G С», а также «14А С» и
«11G С» равны 43 и 41°С; 32 и 33°С соответственно).

Дестабилизирующее влияние dA-dC-nap на ДНК-дуплексы отмеча-
ется также в работах [66, 81, 98].

Замена dG-dC-пары на dA-dC в участке узнавания эндонуклеаз ре-
стрикции Smal, Kpnl приводит к полному ингибированию этих фермен-
тов [70].

3. Пурин-пуриновые пары

В литературе анализируются следующие схемы образования Н-связей
в dG-dA-nape.

н
н

. . . ц — N N.

G (анти) · А (син) G (син) А (анти)

Η

„Ν ,Ο-·Η—Ν Ν.

ΝΗ2

G (анти) • А (анти)

Теоретический расчет конформаций ДНК-дуплексов показал, что ми-
нимуму энергии невалентных взаимодействий соответствуют структуры 1
иЗ [54,55].

Экспериментально взаимное расположение оснований в dG-dA-nape
исследовалось на трех модельных системах. Структуру додекамерного
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дуплекса «G А» изучали методом ЯМР в растворе [99].

1 2 3 4 5 6 6 '5 '4 ' 3' 2' Г
d(CG

(GC
A G A A T Τ ClG
G С Т Т А A GjA

дуплекс «GA»

CG)
G C)d

ЯЭО между Η(2) аденина dG-dA-пары и иминопротонами соседних dG·
•dC-nap свидетельствует об анти-конформации аденозина (схемы 2, 3).
Отсутствие ЯЭО между Η (2) и Η (8) аденина и гуанина соответственно,
исключает взаимное положение оснований, изображенное на схеме 2. На
основании этих данных авторы заключают, что реализуется схема 3. Ана-
логичный вывод о взаимной ориентации оснований в dG-dA-nape сделан
в работе [100], в которой методом ПМР изучался декамерный дуплекс,
содержащий две рядом расположенные dG-dA-пары.

d(CCAA
(GGTT

TTGG)
AACQd

Этот же дуплекс был исследован методом РСА [101]. Оказалось, что
и в кристаллическом состоянии оба нуклеотидных остатка неканониче-
ской пары находятся в awru-конформации, а основания удерживаются
двумя Η-связями (схема 3). Для dG-dA-пары в такой конформации ха-
рактерно ярко выраженное пропеллерное расположение оснований (по-
вернуты друг относительно друга на 24,8°), что облегчает спаривание. Не-
смотря на то, что расстояние между С ( Г ) " а т о м а м и аденозина и гуанози-
на на 2 А больше, чем в уотсон-криковской паре, блок из двух dG-dA-nap
достаточно хорошо вписывается в двойную спираль. Наблюдаемые при
этом малые изменения отдельных торсионных углов сахарофосфатного
остова лежат в пределах, характерных для канонических пар.

Иная геометрия dG-dA-спаривания с син-конформацией аденозина
(схема I) реализуется в додекамерном дуплексе «A G», сходном по пер-
вичной структуре с дуплексом «G А» [ 13, 102]:

d(CGC
(GCG

ААТТ
ТТАА

GCG)
CGC)d

дуплекс «AG»

Исследование проводилось также методом РСА. Существенно, что вклю-
чение в β-ДНК пары dG-dA, имеющей соответственно анти- и смк-кон-
формацию нуклеотидных остатков, сопровождается минимальными под-
гонками параметров сахарофосфатного остова. Предполагается, что реа-
лизация той или иной схемы спаривания (1 или 3) может зависеть от ло-
кальных условий, поскольку, согласно теоретическим расчетам, разница
в энергии между этими двумя состояниями dG-dA-пары невелика [101].

Установлено, что dG-dA-napa как в состоянии 1, так и 3 встраивается
в двойную спираль, практически не нарушая межплоскостных взаимо-
действий [13, 99—102].

Дестабилизирующее влияние dG-dA-пары проявляется в понижении
Тп:1 дуплекса «G А» на 17° С по сравнению с дуплексом «G С» (см.
табл. 4). На основании данных обмена иминопротонов дуплекса «G А»
с водой показано, что возмущения, вносимые dG-dA-парой, имеют ло-
кальный характер и затрагивают только соседнюю dG-dC-napy в четвер-
том положении [99].

Экспериментальные данные о молекулярной структуре dA-dA-пары
получены недавно при изучении методом ЯМР-спектроскопии ДНК-ду-
плекса [103]:

d(CCC
(GGG А

GGG)
C C Q d

Показано, что стабильных Η-связей между основаниями некомплемен-
тарной пары не образуется. Встраивание dA-dA-пары в двойную спираль
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осуществляется за счет стэкинг-взаимодеиствия адениновых оснований с
соседними, и сопровождается выведением остатков аденина из плоскости
для уменьшения перекрывания противостоящих аминогрупп, а также зна-
чительным искажением сахарофосфатного остова.

Структура G-G-пары в дуплексах НК экспериментальными метода-
ми не исследовалась.

Пурин-пуриновые пары вызывают сильную дестабилизацию двойных
спиралей (см. табл. 4). Сравнение термической устойчивости олигомер-
полимерных комплексов aQn-dCi2AmCx и dGn-dC,0GmCx (л=100, т = 0—
6, х = Ъ—41) с различным числом последовательно расположенных dG·
•dA- или dG-dG-nap показывает [104], что дестабилизация дуплексов
пропорциональна количеству неканонических пар. Включение одной dG·
•dA- или dG-dG-пары вызывает понижение Гпл комплекса, соответствую-
щее удалению, в среднем, трех dG-dC-nap. Однако наличие dG-dA- или
dG-dG-nap в центральном участке комплекса не нарушает кооперативно-
сти плавления. По-видимому, такие неканонические пары встраиваются
в регулярную двойную спираль и участвуют в стэкинг-взаимодействиях
как между собой, так и с соседними dG-dC-парами.

Влияние локального окружения на дестабилизирующий эффект Α-Α-
π G-G-nap продемонстрировано в работах [84, 85]. Согласно данным
ПМР-спектроскопии, не происходит образования пентарибонуклеотидных
комплексов типа г(СА

(GU
JG) с центральными А-А- и G-G-парами,
АС)г

фланкированными A-U-парами. С другой стороны, образуется относи-
тельно устойчивый дуплекс «5*А А» (7ПЛ 26°С), в котором А-А-пара ок-
ружена G-C-парами.

r(AG
(UC А

CU)
GA)r

дуплекс «5*АА»

4. Пиримидин-пиримидиновые пары

Конформационный анализ ДНК-дуплексов с использованием ААПФ
показал, что для каждой пиримидин-пиримидиновой пары возможно об-
разование димера, стабилизированного Н-связями [23, 54, 55].

Экспериментальными методами молекулярная структура пиримидин-
пиримидиновых пар изучалась мало. На основании результатов исследо-
вания с помощью ЯМР-спектроскопии додекамерного дуплекса «С Т»
[105]:

12 3 4 5 6 6 ' 5 ' 4 ' 3 ' 2' Г
d(CG

(GC
С GAATT С

C T T A A G
С G)
G C)d

дуплекс «СТ»

установлено, что dC-dT-napa удерживается двумя Η-связями: полноцен-
ной— между ЫН2-группой цитозина и 0(4) тимина и слабой — между
N(3)—Η тимина и акцепторными группами цитозина с участием молеку-
лы воды.

Η
CI1· o..,,-i

о ч

'Γ (апти) С (анти)

Замена двух dG-dC-nap в дуплексе «G С» (см. выше) на dC-dT-пары
приводит к понижению Гцл на 30° С (см. табл. 4), причем дестабилизи-
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рующее влияние dC-dT-пары затрагивает все внутренние пары основа-
ний дуплекса «С Т». По данным скорости обмена иминопротонов дуплек-
са «С Т» с водой, время жизни dG-dC (положение 4)- и dA-dT (положе-
ния 5, 6)-пар соответственно в 10 и 6 раз меньше τ аналогичных пар в ду-
плексе «G С».

О дестабилизации олигомерных дуплексов, вызванной заменой dA-dT-
на dC-dT-napy, свидетельствуют также результаты работ [50, 66] (см.
дуплексы № 6 и 11 в табл. 4).

Существование U-U-nap, стабилизированных водородными связями,
экспериментально не доказано. На основании данных по УФ-фотогидра-
тации и фотодимеризации полимерных комплексов poly(U) -poly(A, U)
авторы работы [106] заключают, что остатки уридина в poly (A, U)
находятся вне спирали и не участвуют в стабилизации вторичной структу-
ры. На молекулярных моделях показано, что образование таких внутрен-
них петель не вызывает значительных структурных изменений двойной
спирали [107]. Увеличение содержания уридиновых остатков в сополи-
мере poly (A, U) приводит к уменьшению устойчивости комплекса
poly(U) -poly (A, U) [88, 108, 109], а полинуклеотид poly (A, U), содержа-
щий 49 мол.% уридина, вообще не вступает в комплементационные взаи-
модействия с полиуридиловой кислотой [107].

Наименьшая, по сравнению с другими нуклеотидами, способность ури-
дина к стэкинг-взаимодействиям, играющим важную роль в стабилиза-
ции двухцепочечных структур, является причиной того, что пентануклео-
тид r(AGUCU) не образует дуплекса в растворе в отличие от пентамеров,
содержащих в третьем положении A, G или С [85].

В работе [ПО] обсуждается геометрия dT-dT-пары. Согласно данным
ПМР-спектроскопии, эта пара не стабилизирована Н-связями [103, 111],
хотя она хорошо встраивается в двойную спираль с минимальными иска-
жениями конформации оснований и сахарофосфатного остова [103, 111,
112]. Изучение особенностей молекулярной структуры dT-dT-пары в дуп-
лексе d(CCC Τ GGG) показало, что в интервале температур 10—20° С для

(GGGTCCC)d
остатков тимина характерно равновесие между двумя или более конфор-
мациями [ 110].

Наличие dT-dT-пары в дуплексе «Τ Τ»:

d(ATCCTA
(TAGGAT

TAGGAT)
ATCCTA)d

дуплекс «ТТ»

вызывает уменьшение его 7ПП на 11° С по сравнению с додекамерным дуп-
лексом

d(ATCCTATAGGAT)
(TAGGATATCCTA)d

Кроме того, dT-dT-napa образует локальный нестабильный участок,
в котором при повышении температуры инициируется процесс диссоциа-
ции двойной спирали параллельно с плавлением, начинающимся с кон-
цов. Аналогичное заключение было сделано [ 113] при изучении дуплекса:

d(CGCGA
(GCGCT

TCGCG)
AGCGQd

Зависимость стабильности некомплементарной dT-dT-пары от приро-
ды соседних пар иллюстрируют следующие данные [103, ПО]. Пара dT·
•dT оказывает наибольший дестабилизирующий эффект, когда она за-
меняет центральную dA-dT-napy в последовательности —ΑΤΑ—, и наи-

—ТАТ—
меньший — при замене dA-dT-пары в последовательности —CAG—.

f - G T C —
В цикле работ [114, 115] методами ЯМР-спектроскопии и температурно-
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го скачка показано, что олигонуклеотиды d[A Τ С С Τ А (Т)„Т A G G А Т]
(я = 0-=-7), в первичной структуре которых содержатся палиндромные
элементы, могут образовывать в растворе как дефектные двойные спира-
ли (I), так и мономолекулярные «шпильки» (II)

(Т)
Α Τ С С Τ д / " ^ Т AGGTA Α Τ С С Τ Ач

>(Т)„
TAGGAT. xATCCAT T A G G A T 7

Ч(Т)/
(I) (П)

Олигомеры, содержащие больше трех некомплементарных тимидино-
вых звеньев, образуют исключительно «шпильки», а для олигонуклеоти-
дов с л ^ З характерно сосуществование обеих форм. Уменьшение нуклео-
тидной концентрации и ионной силы раствора способствует преимущест-
венному образованию «шпилек». По данным ПМР-спектроскопии стаби-
лизация петель в «шпилечных» структурах, содержащих меньше трех
неспаренных тиминовых остатков, осуществляется за счет разрушения
нуклеотидных пар, соседних с олиго(аТ) -последовательностью. Наибо-
лее устойчивы структуры с петлями, содержащими 4—5 нуклеотидных
звеньев. Значения энтальпии диссоциации пар оснований в двухцепочеч-
ном участке молекулы свидетельствуют о том, что пары, ближайшие к
петле более устойчивы, чем концевые, т. е. петля в определенной степени
стабилизирует двуспиральный фрагмент. Путем измерения ЯЭО установ-
лено, что стабилизация осуществляется за счет «стэкинга» первого (с 5'-
конца) неспаренного остатка тимидина с основанием соседней нуклеотид-
ной пары.

Образование «шпилечных» структур, аналогичных (II), зафиксирова-
но также для олигонуклеотидов d[C G С G С G(T)nC G С G С G] (я = 4,
5) [116, 117] H d ( C G C G A T T C G C G ) [113].

Экспериментальных доказательств образования Η-связей между ос-
нованиями С-С-пары до настоящего времени не получено. По мнению
многих авторов, отсутствие Η-связей в С-С-паре, а также неполноценный
«стэкинг» неспаренного цитозина с основаниями соседних нуклеотидных
пар приводит к «выпячиванию» обоих остатков цитидина из спирали,
т. е. к образованию внутренней петли. Этими же факторами обусловлен
и дестабилизирующий эффект С-С-пары [84,85,90, 118].

При изучении комплексообразования олигонуклеотидов (A6CmU6)
(m=l—8) [20, 119] установлено, что олигомеры с /п=1ч-3 образуют
бимолекулярную спираль с внутренней петлей, а при /п = 4-^8 термоди-
намически более выгодной становится «шпилечная» структура. Среди
«шпилек», образованных олигорибонуклеотидами, максимально устойчи-
ва та, петля которой состоит из шести нуклеотидных звеньев. На основа-
нии данных ПМР-спектроскопии и ЯЭО установлено [120], что олигону-
клеотид d ( G A A T T C C C G A A T T C ) образует необычную бимолеку-
лярную структуру, содержащую несовпадающие петли:

С-С

G—Α—Α—Τ—Τ С — G — Α — Α — Τ — Τ — С

С — Τ — Τ — A — A — G — С Τ—Τ—A—A—G

I I
с—с

Протонирование одного из цитозиновых остатков С-С-пары способст-
вует образованию Η-связей между основаниями. Так, по данным КД, оли-
гомер diCiA^Ci) образует дуплекс с концевыми dC-dC+-napaMH [121].
Наличие центрального d(A4T4)-участка способствует образованию dC·
•dC+-nap между антипараллельными цепями (в более ранних работах
[122, 123] предполагалось, что С-С+-пары могут возникать только между
параллельными тяжами), причем этот процесс происходит при более вы-
соких значениях рН, чем, например, ассоциация dC8 с d(C+) 8 .
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Предложена следующая структура dC-dC+-napbi, которая, по мнению
авторов [81] может включаться в двойную спираль ДНК, не приводя к
существенным изменениям ее геометрических параметров. Предполагает-
ся, что образование dC-dC+-nap происходит также при самоассоциации
poly[d(CT)] Hpoly[d(AC)] [124].

V. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ НЕКАНОНИЧЕСКИХ ПАР
НА СТРУКТУРУ И ЭНЕРГЕТИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ ОБРАЗОВАНИЯ

ОЛИГОМЕРНЫХ КОМПЛЕКСОВ

1) Пиримидин-пуриновые некомплементарные пары, а также пара
dG-dA, включенные в нуклеотидные двойные спирали, удерживаются
двумя Η-связями. Пара dA-dA водородными связями не стабилизирова-
на. Нет строгих экспериментальных доказательств о молекулярной струк-
туре пары dG-dG и пиримидин-пиримидиновых пар. Основания в некомп-
лементарных парах находятся в обычных таутомерных формах и, как
правило, в ангм-конформации (исключение составляет пара dG(анти) ·
• dA (сын).

2) замена А-Т-, G-C-nap на неканонические приводит к изменению
конформации сахарофосфатного остова.

3) В зависимости от природы гетероциклических оснований в нека-
нонических парах и от их ближайшего окружения основания таких пар
Могут или включаться в двойную спираль, участвуя в стэкинг-взаимодей-
ствии, или выходить из спирали, образуя петлю.

4) Наименьшие возмущения локального характера вызывают G-U-,
dG-dT-, dG-dA-пары, которые сосуществуют с комплементарными пара-
ми внутри двойной спирали.

5) Наиболее обширное возмущающее влияние оказывают dA-dA- и
dC-dT-пары. Основания этих пар расположены, по крайней мере частич-
но, вне двойной спирали.

6) Замещение уотсон-криковских пар на неканонические приводит к
уменьшению устойчивости дуплекса. Степень дестабилизации зависит от
длины модифицированного дуплекса, природы неканонических и заменяе-
мых (G-C или А-Т) пар, относительного количества «ошибочных» пар,
их положения в дуплексе и локального окружения. Например, для серии
ДНК-дуплексов [ПО]:

d(CAAA
(G Τ Τ Τ

AAAG)
Τ Τ Τ C)d

Χ, Χ' = A, C, G,T

На основании изучения их профилей плавления был получен следую-
щий ряд устойчивости (указаны Х-Х'-пары): dG-dT>dG-dG>dG-dA>
>dC-dT>dA-dA = dT-dT>dA-dC = dC-dC. Компьютерный анализ 100/-
РНК позволил оценить относительную стабильность некомплементарных
пар в ДНК: G-U~G-G>C-C, U-U, C-A, A-A>G-A, U-C [125]. А для
серии ДНК-дуплексов: олигомер — полимер, фиксированный на сухом
агарозном геле:

1338



> G A G G A C С G Τ С Τ Τ С A G А С G

G1

i A G G A C
G
С Τ С Τ Τ С A G А С G

на основании измерения скорости диссоциации дуплексов выведен сле-
дующий ряд уменьшения термостабильности в зависимости от природы
варьируемой нуклеотидной пары: dT-dA«;dA-dT>dG-dT^dG-dA>dA.
•dA~dT-dT~dC-dA>dC-dT [126]. Термодинамические параметры об-
разования олигомерных комплексов с неканоническими парами основа-
ний суммированы в табл. 4.

7) В общем случае дестабилизация модифицированного дуплекса по
сравнению с «правильным» связана с уменьшением энтальпии комплексо-
образования (из-за нарушения стэкинг-взаимодействий в районе нека-
нонической пары), перекрывающим благоприятное изменение энтропии
(за счет большей конформационной подвижности «ошибочных» пар).

Сравнительная характеристика влияния всех возможных комбинаций
неканонических пар на термодинамические параметры комплексообразо-
вания проведена в работе [127] на примере ДНК-дуплекса:

d ( C G T C G T T T
(GCAGCAAA

ACAACGTCG)
T G T T G C A G Q d

Χ, Υ = А, С, G, Τ

Анализировались только те составляющие Δ#°(Χ·Υ) и AS"(X-Y) (в рас-
чете на нуклеотидную пару), которые характеризуют стэкинг-взаимодей-
ствия неканонической пары с соседними парами (приближение «вирту-
ального стэкинга») (табл.3).

Основываясь на полученных данных высказано предположение о
структурных особенностях некомплементарных пар. Рассматриваются
три основных типа конформаций таких пар.

а) Связанные (так называемые «wobble» пары). Они характеризуют-
ся тем же значением AS и несколько пониженным Δ # по сравнению с

Таблица 3

Термодинамические параметры варьируемой нуклеотидной пары в составе
октадекамерного ДНК-дуплекса [127]

Варьируемая пара
оснований (Х.У)

G-C
C G
А-Т
Т-А
G-T
T-G
A-G
т.тС Т
G-G
G-A
Т-С
А-А
А-С
С А

ее

Г п л дуплекса, °С

69,6
68,1
67,7
64,9
60,1
60,0
59,3
58,7
58,6
56,7
56,6
56,0
55,6
54,4
53,2
51,5

ДН(Х-У),
кДж/моль

70,6
68,8
67,8
55,5
30,6
60,8
59,1
0
0

57,0
30,6

0
55,6
30,6
54,1
0

AS (Х-У), кДж/моль-К

0,208
0,208
0,208
0,208
0,116
0,208
0,208
0,031
0,031
0,208
0,128
0,035
0,208
0,133
0,208
0,045

Тип структуры
Х-У-пары

Уотсон-криковска я
»
»
»

Слабая
Связанная
Связанная
Открытая
Открытая
Связанная
Слабая
Открытая
Связанная
Слабая
Связанная
Открытая

• Т п л измеряли в 1 мМ какодилатном буфере, рН 7,1, содержащем 0.5 Μ NaCl, 0,1 мМ ЭДТА, нук.чео-
тидная концен трация — 0,3 О.Е2и/мл.
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уотсон-криковскими парами, имеют спаренные основания и встраивают-
ся в двойную спираль.

б) Открытые пары. Для них характерны низкие значения АН и AS;
такие пары образуют петли.

в) Слабые нуклеотидные пары. Имеют промежуточные (между
экстремальными) значения термодинамических параметров, образуют
разного типа промежуточные структуры. Между структурными особенно-
стями пар и их дестабилизирующим влиянием не найдено прямого соот-
ветствия. Интересно, что 7ПЛ дуплексов с неканоническими парами Χ·ί
и Υ·Χ, отличающимися только взаимным расположением оснований ь
комплементарных цепях, не одинакова, хотя окружение этих пар и, следо-
вательно, межплоскостные контакты не изменяются. По-видимому, это
связано с эффектом дальних взаимодействий неканонических пар.

Рассматривая образование и репарацию некомплементарных пар, уче-
ные приходят к выводу, что репарационные системы элиминируют с наи-
большей эффективностью более часто встречающиеся пары. Так, репа-
рационная система Е. colt эффективно «исправляет» dT-dG-, dG-dG-, за-
тем dC · dA-пары, и в гораздо меньшей степени — dG · dA-, dA · dG-, dT · dT-,
dC-dC-, dT-dC-, dC-dT-пары [128]. Предполагают, что узнавание «оши-
бочных» пар ферментами репарации не связано со степенью дестабили-
зации, а определяется ориентацией оснований относительно сахарофос-
фатного остова и рисунком функциональных групп в бороздках двойной
спирали [10, 127].

VI. КОМПЛЕКСЫ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ, СОДЕРЖАЩИЕ
НЕСПАРЕННЫЕ НУКЛЕОТИДНЫЕ ОСТАТКИ

1. Внутренние неспаренные звенья

Анализ структуры ДНК-дуплексов «А» и «А'» [14, 57—59, 64, 129,
130], в состав которых входят остатки аденозина, не имеющие партнера
на комплементарной цепи:

123 4 5 6 7 8 9 1011 12
d(CGC A GAATTC — G С G) d(CGC A GAGCTC —GCG)

(GCG — C T T A A G A С G C)d (GCG — C T C G A G A CGC)d
дуплекс «А» дуплекс «А'»

показал, что неспаренное пуриновое основание встраивается в спираль и
участвует в стэкинг-взаимодействии с соседними dG-dG-парами. Одна-
ко включение «лишнего» звена сопровождается увеличением расстояния
между парами G-C и, как следствие, приводит к нарушению «стэкинга»
между основаниями немодифицированного тяжа дуплекса. Кроме того,
в участке модификации наблюдается искажение сахарофосфатного осто-
ва, а также изменение длин и торсионных углов Ρ—О-связей фосфатного
остатка напротив «лишнего» аденозина (данные ПМР-спектроскопии).

Наличие неспаренного остатка сильно дестабилизирует дуплекс
(табл. 4). Близость значений АН" дуплексов «GC» (см. выше) и «А» (на-
рушение стэкинг-взаимодействий между основаниями G(3) и С (4) на
немодифицированном тяже компенсируется дополнительными межплос-
костными взаимодействиями «лишнего» аденозина) указывает на энтро-
пийную природу дестабилизирующего эффекта. По разнице значений
А#в_ г и АН0, определенной методом СМК для дуплекса «А», установлено,
что кооперативно плавящийся участок составляет 9± 1 нуклеотидных пар,
т. е. включает «лишнее» звено. По данным скорости обмена иминопрото-
нов дуплекса «А» с водой дестабилизирующее влияние неспаренного аде-
нозина затрагивает все внутренние пары дуплекса.

При изучении методом ЯМР-спектроскопии более протяженной после-
довательности, содержащей неспаренный остаток аденозина:

d(CGCG — A A A T T T A C G C G )
( G C G C A T T T A A A — GCGQd

дуплекс «А"»
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также было показано, что «лишнее» основание интегрируется в двойную
спираль [131]. Однако следствием этого является не увеличение расстоя-
ния между основаниями на противоположной цепи, как в случае дуплек-
са «А», а некоторый изгиб спирали. Поскольку дефекты расположены
симметрично на разных тяжах дуплекса, спираль приобретает S-образ-
ную форму. При этом основания немодифицированного тяжа напротив
неспаренного остатка достаточно хорошо стыкованы.

Интересно, что в кристаллическом состоянии для обоих дуплексов —
«А» [132] и «А"» [133, 134] характерна конформация с внеспиральным
расположением неспаренного аденозина. Несмотря на палиндромную по-
следовательность, оба «лишних» основания ориентированы по-разному
(вероятно из-за влияния кристаллической упаковки). Кроме того, ло-
кальная структура в районе дефекта отлична для «А» и «А"» дуплексов.
Таким образом, в растворе неспаренный остаток аденозина встраивается
в двойную спираль, а в кристаллическом состоянии — «выпячивается».
Полученные данные указывают на конформационную гибкость подобным
образом модифицированных ДНК-дуплексов и способность их при изме-
нении внешних условий легко переходить из одного конформационного
состояния в другое.

Изучение конформационных переходов в серии несовершенных па-
линдромов с вставками лишних остатков аденозина показало [135, 136],
что расстояние вставки от «центра симметрии» определяет равновесие
между дуплексом и одноцепочечной «шпилькой». На следующей схеме
показаны теоретически возможные конформации исследованных олиго-
дезоксирибонуклеотидов:

G G C A G A A T T C - G C G -»- С G C A ~ G " ~ A 4 C G C A G / A ~ 4 ·
• · · ·, д. или · 1 А .·-, I
G С G - С Τ Τ A A G А С G С •* G C G

 T
_^. G С G — G^

T
__

T

C G C G - A . A T T A C G C G >- С G С

G C G C A T T A A - G C G C -t- G С G

G G G G C G - A A T T A C G C G C G »• C G C G C ;
G C G C G C A T T A A - G C G C G C - G C G C G '

С G С G - Α Α Α Τ Τ Τ А С G С G * <; G С G ~
G C G C A T f f A A A - G C G C -* G G G ̂ Α _ χ _

На основании данных УФ-, ЯМР-спектроскопии и СМК установлено,
что введение дополнительных аденозиновых звеньев независимо от их
положения в последовательности не вызывает изменения энтальпии комп-
лексообразования.

Моделью двойной спирали с «лишним» остатком гуанозина служил
ДНК дуплекс [137]:

d(GATGG —GCAG)
(С Т А С С G C G T Q d

дуплекс «G»

На основании данных ПМР-спектроскопии и компьютерного моде-
лирования (инкрементный подход) построена трехмерная модель дуплек-
са «G». Серии структур, отличающихся длиной двуспиральной последова-
тельности, фланкирующей дефект, оказались очень близки. Дуплекс «G»
представляет собой двойную спираль, принадлежащую В — семейству;
ось спирали изогнута на 18—23°. Как и следовало ожидать, неспаренный
остаток встроен в двойную спираль.

В работе [138] исследована структура и устойчивость ДНК-дуплекса
«С», содержащего лишний остаток цитидина.
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Таблица 4

Термодинамические параметры образования олигонуклеотидных комплексов с неканоническими парами оснований и неспаренными нуклеотидными звеньями *

Олигомерные комплексы
Условные

обозначения
комплексов

Условия комплексообразования °С —дя»,
ккал/моль

—AS", э. е.
( , )

ккал/моль
ДДО0**·*

ккал/моль
Ссылки

10

И

12

d(CGCGAATTCGCG)
(GCGCTTAAGCGC)d

d(CG
(GC

d(CG

TGAATTCGCG)
GCTTAAGT_GC)d

A"G Α Α Τ Τ CfcTC G)
( G W C T T A A C A

d(CGcfGAATTC
(GCACTTAAGC

GC)d

CG)
GC)d

d(C G С A G Α Α Τ Τ С -G С G)
(GCG-CTTAAGACGC)d
d(CAACTTGATATTAATA)
(GTTGAACTATAATTAT)d

d(CAACTTGATATTAATA)
(GTTGAGCTATAATTAT)d

d(C А А С Τ Τ
(G Τ Τ G A A

GATATTAATA)
TATAATTAT)d

d(C А А С Τ Τ G
(G Τ Τ G А А С

d(CAACTTGA
(Ο Τ Τ G A A C_C

d(C А А С Τ Τ G A
(GTTGAACT

TATTAATA)
ATAATTATjd

TATTAATA)
ATAATTATjd

Α Τ Τ Α Α Τ A)
Τ Α Α Τ Τ A T)d

d(CAACTTGATAT
(GTTG А АСТАТА

TIAATA)
G Τ Τ A T)d

«GC»

«GT»

«GA»

«AC»

«A»

«O»

«6TG»

«7GT»

«8AA»

«8AC»

«9TC»

«12TG»

0,01 Μ фосфат, буфер, рН 7,0,
0,1 мМ ЭДТА, 0,1 Μ NaCl,
с0***, 0,65 мМ

То же

0,025 Μ фосфат. 1 мМ какодилат.
буфер, рН 7,0, 0,1мМЭДТА,
1 Μ Na+, с0 17,5 мкМ

То же

71,

51,

55

40

52

52

45

42

42

40

43

46

3

3

0

0

0

0

1

9

1

6

,0

,9

02 (74)**

106 (76)**

104 (70)**

102,0

92,6

91,3

92,0

90,9

98,4

95,5

—

—

—

289

230

264

269

265

286

274

15,8(25°)

13,2(25°)

12,7(25°)

12,6(25°)

12,1(25°)

13,1 (25°)

14,0(25°)

2,6(25°)

3,1 (25°)

3,2(25°)

3,7(25°)

2,7(25°)

1,8(25°)

[61]

[56]

[99]

[92]

[129]

[66]

[66]

[60]

[60]

[66]

[66]

[66]



13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

S 2 7

d(C A A A
(GTTT

А
Τ

AAG)
Τ Τ C)d

d(C А А А С A A A G)
( G T T T - T T T C ) d

d(CCCAGGG)
(GGGTCCC)d

d(CCCGGG)
(GGGCCC)d

d(C С С
(GGG

d(CCC
(GGG

Τ
Τ

д
д

GGG)
CCC)d

GGG)
CCC)d

d(GATGGGCAG)
(CTACCCGTC)d

d(GATGGG-CAG)
(CTACCCCGTC)d

d(GATGGG-CAG)
(CTACCC AGTQd

d(C А А А С A A A G)
( G T T T G T T TC)d

d(C A A A G A A A G)
(GTTT CTT TC)d

d(CAAAA A A AG)
(GTT T T T T TC)d

d(C A A A T A A A G)
(GTTT ATTT C)d

d(CAAA
(GTTT

d(CAA
(GTT

А
Τ

Τ
G

G
Τ

A AAG)
TT TC)d

A A A G)
TTTQd

—

«C»

—

—

—

—

«iV»

«C jV»

«Ад,»

—

—•

—

—

•—

0,01 Μ фосфат, буфер, рН 7,0,
0,1 мМ ЭДТА, 1 MNaCl,
с 0 0,2 мМ

То же

Буфер тот же, с0 0,4 мМ для
самокомплементарных олиго-
нуклеотидов, 0,1 мМ для не-
самокомплементарпых

То же

Буфер тот же, с0 11,52 мкМ

с0 10,14 мкМ

с0 7,20 мкМ

Буфер тот же, с0 0,4 мМ

То же

37

22

48

43

31

27

41,53

29,21

23,15

48

50

45

41

31

27

59

53

63

62

60

60

68

60

51

64

62

68

58

55

,04

,39

,07

,5

,8

,ο

,6

,0

46,7

172

161

177

170

179

180

191

174

146

183

179

196

168

105

137

7,8(25°)

4,9 (25е)

10,0(25°)

9 (25Г)

6,7(25)

5,9 (25°)

10,1 (25")

9,5(25°)

9,6(25°)

8,5(25°)

6,5 (25е)

5,8(25°)

[138]

[138]

[103]

[103]

[ЮЗ]

[103]

[144]

Ц441

|144]

[НО]

[НО]

[1101

[110]

[НО]

[НО]



Таблица 4 (продолжение)

Η,

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

Олигомерные комплексы

d(C A A A
(GTT T

d(CAAA
(GTT T

d(CAAA
(GTT T

d(C A A A
(GTT Τ

d(C A A A
(GTT Τ

d(CAAA
(GTT Τ

r(A
P(U

r(A
p(U

U
A

п
G

GC
CG

GC
CG

G
G

G
A

A"
G

С
Τ

Τ
с

А
А

А

и
G

и

AAAG)
Τ Τ Τ C)d

AAAG)
Τ Τ Τ C)d

AAAG)
T T T Q d

AAAG)
Τ Τ Τ C)d

AAAG)
T T T Q d

AAAG)
T T T Q d

U)p
Air

U)p
A)r

r(A U G С G С A U)p
p(UACGCGUA)r

r(A
P(U

U
G

GCGC
CGCG

G
U

U)p
A)r

r(AUACGUAU)
(UAUGCAUA)r

r(A
p(U

U
A

GC
UC

G
С

U
G

AU)p
U \\τ

Условные
обозначения
комплексов

—

—

—

—

—

—

—.

—

—

—

—

Условия комплексообразования

Буфер тот же, с0 0,4 мМ

То же

»

»

»

»

0,01 Μ фосфат, буфер, рН 7,0,
0,1 мМ ЭДТА, 1 Μ NaCl,
с0 0,1 мМ

То же

»

»

Пи. °с

30

30

24

^24

22

21

30,2

20,3

60,5

58,7

42,0

34,6

—АН°.
ккал/моль

53,5

52,6

39,9

53,2

50,0

36,9

38,4

24,3

38,4

54,4

55,6

44,7

—AS", э. е.

158

156

116

161

151

107

108,4

64,5

108,4

145,8

158,1

127,1

—Ав° (t, °С),
ккал/моль

6,3(25°)

6,2(25°)

5,3(25°)

5,3(25°)

5,0(25°)

5,0 (25°)

—

—

—

—

ДДЙ»··*

ккал/моль

—

—

—

—

—-

—•

0,52(37°)

0,88(37°)

1,3(37°)

Ссылки

[НО]

[110]

[110]

[110]

[110]

[110]

[86]

[86]

[86]

[86]

[86]

[86]



Таблица 4 (окончание)

№

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

Олигомерные комплексы

r ( A U G U A C A U ) p
p(U А С A U G U А)г

r(AUG
p(UAC

U
G

G
U

CAU)p
GUA)r

r (GCUAGC)
(С G A U С G)r

r(GC
(CG и

G

G
U

GC)
CG)r

r(G А С G U С)
(С U G С A G)r

r(G
(С

G

и
CG
GC S C)

G)r

г(С U G С A G)p
p(G А С G U С)г

г(С
(Q

и
G

GC
CG и G)

C)r

r(C A G С U G)p
p(GUCGAC)r

r(C
(G

G
U

GC
CG

и
G

G)
C)r

Условные
обозначения
комплексов

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

Условия комплексообразования

0,01 Μ фосфат, буфер, рН 7,0,
0,1 мМ ЭДТА, 1 Μ NaCl
с0 0,1 мМ

То же

»

»

»

»

»

»

»

»

^пл, ° с

41,8

39,7

49,3

41,7

46,3

29,6

45,4

27,1

43,6

35,8

—дн°,
ккал/моль

53,7

54,2

63,0

59,1

57,3

37,7

54,5

38,7

50,2

44,3

- A S 0 , э. е.

152,1

155,0

177,1

169,5

161,0

106,1

153,0

110,5

140,0

125,0

—АО" (i, ?C),
ккал/моль

—

*

—

—

—

—•

—

—

—•

дддо**··
U. °С>,

ккал/моль

—

0,32(37°)

—

1,42(37°)

—

2,58(37°)

—

2,72(37°)

—

1,08(37°)

Ссылки

[86]

[86]

[86]

[86]

[86]

[86]

[86]

[86]

[86]

[86]

• Для сравнения приведены параметры образования немодифицированных комплексов

— · · В скобках указаны значения ДНц.р
** · · * с„ — концентрация олигонуклеотидов.
S" *«·· ддо» (<, °С) равна разности AG° (t, °C) для полностью комплементарного и дефектного комплексов



12 34 5 6 7 ο
d(CAAAC AAAG)
ΙΓ,ΤΤΤ Τ Τ Τ Γ\Α(G Τ Τ Τ — Τ Τ Τ C)d

дуплекс «С»

Наличие ЯЭО между иминопротонами dA-dT-nap (положения 4 и 5),
а также отсутствие сдвига сигналов необменивающихся протонов неспа-
ренного цитозина в сильное поле при понижении температуры свидетель-
ствует о том, что «лишний» остаток цитидина «выпячен» из спирали и не
участвует в стэкинг-взаимодействии с основаниями соседних пар. По-ви-
димому цитозин «выталкивается» соседними пуриновыми основаниями,
которые, как известно, обладают повышенной способностью к стэкинг-
взаимодействиям. Внеспиральное положение цитидина приводит к деста-
билизации дуплекса (дуплексы № 13, 14 в табл. 4 и [ПО]), причем де-
стабилизирующий эффект в этом случае имеет энтальпийную природу.

Действительно ли неспаренный цитозин всегда занимает внеспираль-
ное положение. Оказалось, что его конформация зависит от температуры.
Так, изучение методом двумерной ЯМР-спектроскопии и анализа пара-
метров ЯЭО ДНК-дуплекса:

d(CCG С G A A T T C —CGG)
(GGC — C T T A A G C G C Q d

показало [139], что при низких температурах (0°С) «лишний» цитидин
находится вне спирали, а соседние с ним основания участвуют в стэкинг-
взаимодействии. С ростом температуры конформационное равновесие
смещается в сторону образования структур, в которых остаток цитидина
встроен в дуплекс (>40°С). Следует отметить, что нарушения в сахаро-
фосфатном остове распространяются на район, удаленный от места де-
фекта.

Еще более интересные результаты были получены при изучении кон-
формационных особенностей других неспаренных пиримидиновых осно-
ваний— тимина и урацила — в дуплексах «Т» [140] и «U» [141]:

d ( C T G G T G C G C ) r(CUGGUGCGC)
(GACC—CGCG)d (GACC — CGCG)r

дуплекс «Τ» дуплекс «U»

Эти дуплексы, имеющие аналогичную последовательность, различаются
только принадлежностью нуклеотидных остатков к дезокси- или риборя-
ду. Совокупность данных ЯМР-спектроскопии, параметры ЯЭО, темпе-
ратурная зависимость хим. сдвигов сигналов протонов и др. указывают
на то, что неспаренные остатки тимидина встраиваются в дуплекс «Т».
Причем, согласно результатам компьютерного моделирования, внедрение
«лишнего» тимина не вызывает заметных изменений структуры В-ДНК:
спаривание оснований не нарушается, нет больших искажений в значени-
ях торсионных углов. Отметим, что в случае интеркаляции более объеми-
стого остатка аденина возмущения структуры были гораздо более выра-
жены.

В отличие от остатков тимидина, уридин в дуплексе «U» предпочитает
находиться вне спирали. При этом регулярная структура Л-РНК практи-
чески не нарушается. Авторы полагают, что разница в поведении этих
оснований в ДНК- и РНК-дуплексах объясняется разной склонностью ти-
мина и урацила к стэкинг-взаимодействиям.

Если неспаренные остатки тимидина не единичны, а регулярно и часто
встречаются в дуплексе, то для них более характерным является внеспи-
ральное расположение. Такая конформация постулируется для полимер-
ного дуплекса poly[d(GGA) ] -polyLd(TC) ] [142] на основании данных по
образованию фотодимеров цитидина:

—G—G—A—G—G—А—
—С С—Т—С С—Т—
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Установлено, что «лишние» остатки тимидина не нарушают коопера-
тивное™ плавления, однако значительно уменьшают устойчивость де-
фектной спирали по сравнению с правильной poly[d(GGA) ] ·
•poly[d(TCC)].

Аналогичный вывод о внеспиральном расположении неспаренных ос-
татков тимидина делается на основании изучения дуплекса poly[d(GA) ] ·
•poly[d(TTQ] [143].

Методом ЯМР-спектроскопии были получены интересные данные о
стабильности и динамике серии дуплексов с нуклеотидной последователь-
ностью, соответствующей «горячей точке» мутаций со сдвигом рамки
[144]:

d(GATGGGCAG) d(GATGGG —CAG) d(GATGGG — CAG)
(CTACCCGTC)d ( C T A C C C C GTC)d (CTACCC A GTC)d

дуплекс «Ν» дуплекс «CN» дуплекс «AN»

Оказалось, что неспаренный аденозин оказывает главным образом ло-
кальное влияние на устойчивость нуклеотидпых пар (дуплекс «AN»),
а для неспаренного цитидина характерна делокализация дестабилизи-
рующего эффекта вдоль G-C-тракта дуплекса «Сх» за счет миграции де-
фекта:

d(GATGGG — CAG) -* d(GATGG — GCAG) ->
(CTACCCCGTQd·*-- (С Τ AC С С CG TC)d <-

- > d ( G A T G - G G C A G ) -> d(GAT — GGGC AG)
+- ( C T A C C C C G T C ) d ^ - ( C T A C C C C G T C ) d

дуплекс «CN»

Более высокую термическую устойчивость дуплекса «CN» по сравне-
нию с дуплексом «AN» (ЛГПЛ 5,7° С) авторы объясняют позиционной вы-
рожденностью дефекта (неспаренного цитозина) и связанным с этим уве-
личением энтропии. Следует отметить, что результаты работы [144] по
ряду пунктов, связанных с характером влияния «лишнего» аденозина на
устойчивость пар дуплекса и энтальпию комплексообразования, противо-
речат результатам и выводам работ [57, 64, 129].

В следующей работе этой серии изучалась конформационная динами-
ка «лишнего» остатка гуанозина, локализованного в G-C-тракте анало-
гичного дуплекса [145]. Наличие свободных иминопротонов неспаренно-
го гуанозина позволило следить за миграцией дефекта. Оказалось, что
«лишнее» звено занимает все возможные позиции, хотя на концах трак-
та— менее часто. Нельзя с определенностью сказать, что скорость мигра-
ции дефекта одинакова для олигопуриновых и олигопиримидиновых по-
следовательностей. Что касается расположения «лишнего» основания
относительно дуплекса, то экспериментальные данные свидетельствуют о
том, что неспаренные пуриновые основания включаются в двойную спи-
раль, в то время как пиримидиновые — находятся в равновесии между
внутри- и внеспиральной конформацией.

В целом, можно сказать, что приемы с помощью которых ДНК ней-
трализует возмущения, индуцированные неспаренными основаниями, до-
статочно разнообразны и зависят от локального «стэкинга» оснований,
природы лишнего звена, гибкости сахарофосфатного остова и нуклеотид-
ной последовательности.

2. Олигонуклеотидные дуплексы, фланкированные
неспаренными звеньями

Влияние концевых неспаренных нуклеотидов на стабильность двойных
спиралей НК исследовано, главным образом, на коротких рибонуклео-
тидных дуплексах [146—159]. Анализируя имеющиеся в литературе дан-
ные (табл. 5), можно сделать следующие выводы.

Фланкирование двойной спирали неспаренным концевым остатком
приводит к повышению прочности дуплекса.
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Таблица 5

Термодинамические параметры образования олигонуклеотидных комплексов,
фланкированных неспаренными нуклеотидными остатками *

№

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Комплексы

г(С С G G)
(GGCC)r

г(А С С G G)p
p(GGCCA)r

r(CCGGU)p
p(U G G С C)r

r(CCGGA)p
p(AGGCC)r
r(GCCGG)p

p(GGCCG)r

r(UCCGG)p
p(GGCCU)r

r(CCGGC)p
p(CGGCC)r

r(CCGGG)p
p(GGGCC)r

r(G G С С)
(С С G G)r

r(AGGCC)p
p(CCGGA)r

r(CGGCC)p
p(CCGGC)r

r(UGGCC)p
p(CCGGU)r

r(GGCCC)p
p(C С С G G)r

r(GGCCU)p
p(UCCGG)r

r(GGCCG)p
p(GCCGG)r

r(GGCCA)p
p(ACCGG)r
r(GCGC)

(CGCG)r

r(GGCGC)p
p(CGCGG)r

r(U G С G C)
(C G С G U)r

r(GCGCA)p
p(ACGCG)r

r(GCGCC)p
p(CCGCG)r

r(GCGCG)p
p(GCGCG)r

r(GCGCU)p
p(U С G С G)r

d(GAATTCGCG)
(G С G С Τ Τ A A G)d

Условия комплексо-
образования

0,01 Мкакодилат.
буфер, рН 7,0,
1мМЭДТА, 1М
NaCl,c0*·* 0,1мМ

То же

»

»

0,01 Μ фосф. буфер,
рН 7,0, 0,5 мМ
ЭДТА, lMNaCl,
с0 0,1 мМ

То же

»

»

»

»

»

»

»

»

»

0,005 Μ фосф. бу-
фер, рН 7,0,
0,5 мМ ЭДТА,
lMNaCl, со1мМ

То же

»

»

»

»

»

0,01 Μ фосф. буфер,
рН 7,0,0,1 мМ
ЭДТА, lMNaCl,
с0 0,7 мМ

г п л · ° с

27,1

36,4

37,8

44,6

31,0

29,7

34,4

46,5

35,0

38,3

39,3

34,5

47,5

51,5

57,5

58,0

27,4

28,8

31,5

51,9

41,3

50,7

45,5

46,3

-\н°**,
ккал/
/моль

34,7

39,7

42,8

47,3

34

37

40,3

48,3

36,0

37,9

35,1

35,6

41,7

48,3

52,3

51,5

32,3

35,3

29,2

50,0

39,2

47,9

45,5

60 (35)

-AS»,
э. е.

97,1

109,9

119,3

130,4

93

104

ИЗ

133

98

103

94

97

112

130

140

137

89,0

98,7

77,6

135,7

106,2

129,5

124,6

—

-AG° (t °C),
ккал/моль

4,41 (39°)

5,44(39°)

5,60(39°)

6,57(39°)

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

Ссылки

[152]

[152]

[152]

[152]

[158]

[158]

[154]

[154]

[154]

[158]

[158]

[158]

[154]

[154]

[154]

[154]

[157]

[157]

[157]

[157]

[157]

[157]

[157]

[155]
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Таблица 5 (окончание)

№

25

Комплексы

d(GGAATTCC)
(CCTTAAGG)d

Условия комплексо-
образования

0,01 Мфосф. буфер,
рН 7,0, 0,1 мМ
ЭДТА, IMNaCl,
са 0,7 мМ

гпл· ° с

52,5

-ΔΗ»··,
ккал/
/моль

59 (59)

-SA°,
э. е.

—

-Δ6» (i °C),
ккал/моль

—

Ссылки

[155]

Для сравнения приведены данные для полностью комплементарных комплексов

* В скобках указаны значения ΔΗ

*** Со ~ концентрация олигонуклеотидов

Стабилизация осуществляется за счет дополнительных межплоскост-
•ных взаимодействий неспаренного остатка с концевым спаренным осно-
ванием противоположной цепи; при этом происходит уменьшение эффек-
та «обтрепывания» концевых пар.

Повышение прочности обусловлено благоприятным изменением
энтальпии комплексообразования (вклад дополнительного «стэкинга»)
перекрывающим неблагоприятный энтропийный эффект (уменьшение
«свободы» висящего остатка) по сравнению с полностью комплементар-
ным дуплексом.

Установлен следующий порядок стабилизации неспаренными остатка-
ми: G ~ A > U ~ C , т. е. пуриновые основания более эффективны, чем пири-
мидиновые. Аналогичная зависимость устойчивости дуплексов наблюда-
ется и от природы основания, с которым перекрывается неспаренный ос-
таток.

В спиралях риборяда З'-концевое основание в большей степени повы-
шает прочность, чем основание, расположенное на 5'-конце. В дезоксири-
•бонуклеотидных дуплексах, наоборот, больший вклад в стабилизацию
вносит 5'-концевое звено [112]. По-видимому, это связано с различиями
в структуре А- и β-форм.

Наличие на концах дуплекса более, чем одного неспаренного остатка
наоборот понижает прочность двойной спирали [ 155].

За время подготовки рукописи к печати появился ряд публикаций по
теме обзора.

В работе [160] методом КР показано, что некомплементарная G-T-
пара вызывает более сильное нарушение Б-ДНК. (раствор), чем Z-ДНК
(кристаллическое состояние). Аргументируется предположение, что
именно этот метод наиболее информативен для определения геометрии
фосфодиэфирных связей вблизи некомплементарных пар.

Сравнительное изучение тонкой структуры ДНК-дуплексов в Л-фор-
ме, один из которых содержит две рядом расположенные G-T-пары,
а другие являются немодифицированными аналогами, проведено методом
РСА (1,7 А) [161]. Исследована также термическая устойчивость несо-
вершенных и полностью комплементарных двойных спиралей (УФ-
спектроскопия).

С помощью ЯМР-спектроскопии изучены структурные черты пирими-
дин-пиримидиновых некомплементарных пар — С-С и Т-Т, входящих в
состав 12-звенных ДНК-дуплексов [162]:

d(CGC
(GCG

d(CGC
(GCG

AGCT
TCGA

AGCT
TCGA

GCG)
CGQd

GCG)
CGQd
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Показано, что две имино-карбонильные водородные связи, стабили-
зирующие Т-Т-пару, слабее соответствующих связей в паре G-T. Что ка-
сается С-С-пары, то экспериментальные данные не дают возможности
корректного выбора между несколькими схемами спаривания. Очевидно
лишь, что одно из оснований пары должно быть протонировано.

В статье [163] изучается возможность образования С-С+-пар в 2-, 3-
или 6-звенных цитозиновых трактах, локализованных внутри антипарал-
лельного ДНК-дуплекса. Ранее было показано, что на концах антипа-
раллельного дуплекса подобные пары образуются [121]. Согласно по-
лученным методом КД данным, ни в одном из исследованных дуплексов
спаривания цитидиновых остатков не происходит.

Проанализирована взаимосвязь между термодинамическими пара-
метрами плавления дефектных дуплексов, образованных матричной ДНК
и декануклеотидными праймерами, содержащими на З'-конце некомпле-
ментарные основания (варианты некомплементарных пар — G-T, C-T и
Т-Т) и точностью репликации ДНК [164]. Обсуждаются причины неод-
нозначной корреляции.

Обнаружено влияние нуклеотидпой последовательности матричной
ДНК на тип образующейся некомплементарной пары в процессе ДНК-
полимеразной реакции [165]. Частоту ошибок при считывании искусст-
венно увеличивали тем, что использовали только три из четырех дезокси-
рибонуклеозидтрифосфатов.

В теоретической работе [166] обсуждается дополнительная возмож-
ность образования неканонических пар. Согласно расчетам энергии меж-
молекулярных взаимодействий (ААПФ), в альтернативных схемах спа-
ривания одно из оснований находится в син-ориентации, а в образовании
водородных связей участвует молекула воды. По мнению авторов такие
пары будут ближе по геометрическим параметрам к уотсон-криковским.

Влияние концевых некомплементарных пар (А-С, А·А и A-G) на тер-
мическую стабильность олигорибонуклеотидных дуплексов обсуждается
в [167].

Биморфная структура poly(rA) -poly(dT) подтверждена методом
комбинационного рассеяния [168].

На серии олигомерных ДНК-, РНК- и гибридных РНК-ДНК-дуплек-
сов проведено сравнительное изучение термической стабильности и вто-
ричной структуры (УФ-спектроскопия и КД) [169]. Показано, что наи-
более устойчивым является рибонуклеотидный дуплекс, гибридные ду-
плексы занимают промежуточное положение. Для последних характерна
Л-форма двойной спирали, хотя и не полностью идентичная Л-РНК·

В работе [170] изучено влияние на термодинамические и структурные
характеристики двойных спиралей двух неспаренных остатков тимидина,
фланкирующих с 3'- или б'-конца гексануклеотидные дуплексы [d(GC)3]2

или [d(CG)3]2· С помощью методов УФ- и ЯМР-спектроскопии, КД и
компьютерного моделирования обнаружено, что наличие тимидиновых
остатков стабилизирует двойную спираль за счет стэкинг-взаимодействия
неспаренных оснований, причем эффект больше в случае 5'-концевых за-
местителей.

Для 14-шпилечных рибонуклеотидных структур определен индивиду-
альный термодинамический вклад четырехзвенной петли и неспаренного
основания в двуспиральном участке [171]. Показано, что дестабилизи-
рующий эффект неспаренного пурина больше, чем пиримидина и зависит
от нуклеотидной последовательности прилегающих к дефекту участков.
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