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У зневодненому ДМСО досліджено УФ спектри піримідинових нуклеотидних основу нуклеозидів, 
низки їхніх похідних та аналогів. Простежено вплив на УФ спектри взаємодії з нейтральною та 
депротонованою формами карбоксильної групи амінокислот Встановлено, що метилювання 1-го 
та 5-го положень піримідинових основ спричиняє батохромний зсув максимуму смуги поглинання 
від 5 до 12 нм. Показано, шр Cyt та більшість його похідних, за винятком т Cyt та isoCyt, 
специфічно взаємодіють з нейтральною карбоксильною групою. Для Ura, Thy та їхніх twxidnux, 
крім ckxJUra, sfUra і dU, характерною є взаємодія лише з депротонованою карбоксильною групою. 
Зроблено висновок про те, що заміщення 1-го положення піримідинових основ супроводжується 
падінням комплексотвірної здатності з обома формами карбоксильної групи, а заміщення 5-го 
положення підсилює взаємодію з нейтральною карбоксильною групою та послаблює взаємодію з 
карбоксилат-іоном. Обговорюється біологічна значущість отриманих результатів. 

Вступ. Канонічні піримідинові основи цитозин 
(Cyt), урацил (Ura) і тимін (Thy) входять до 
складу всіх живих клітин. їхні нуклеозиди С, dC, 
U, Т є структурними елементами нуклеїнових 
кислот, низки коферментів та інших біологічно 
активних речовин. 

Окрім канонічних нуклеозидів, до складу нук
леїнових кислот входять у малій кількості мінорні 
піримідинові нуклеозиди. Найхарактернішим мі
нором ДНК є 5-метилдезоксицитидин. Мінорний 
склад РНК, особливо транспортних, значно різ
номанітніший та багатший за кількістю, причому 
переважним типом модифікації гетероциклу є ме
тилзаміщення. У природі зустрічаються нуклеозиди 
піримідинових основ з модифікованим гетероцик-
лом чи нуклеозидним фрагментом, які є нуклео-
зидними антибіотиками [1 ]. 

Основи нуклеїнових кислот було знайдено в 
метеоритах (посилання [10] у роботі [2] ) , що 
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призвело до думки про вірогідність їхнього 
абіогенного синтезу та її експериментальної пе
ревірки. В одному з таких досліджень [2 ] проде
монстрована можливість синтезу 5'- та 2'-, З'-цик-
лоурацилмонофосфатів у тонкій плівці суміші U та 
NaH 2 P0 4 під дією вакуумного УФ опромінення. 
Іншим прикладом є синтез Cyt і Ura з комплексної 
органічної речовини при охолодженні високотемпе
ратурної плазми CO:N 2:H 20 [3] . Вивчення ізотерм 
адсорбції нуклеотидних основ на графіті [4] для 
моделювання їхнього можливого синтезу на твердій 
поверхні за пребіотичних умов дало елютропну 
послідовність Gua > Ade > Hyp > Thy > Cyt > Ura, в 
якій фазова рівновага для пуринів далеко зсунута 
в бік адсорбції у порівнянні з піримідинами. Ос
таннє, можливо, відбиває різну роль цих двох типів 
нуклеотидних основ у походженні життя. 

Структуру та фізико-хімічні властивості піри
мідинових нуклеотидних основ Cyt, Ura, Thy, їхніх 
похідних та аналогів в ізольованому стані і в 
різному оточенні вивчали за допомогою методів 
молекулярної спектроскопії, рентгеноструктурного 
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аналізу та теоретичних квантовомеханічних ме
тодів. 

Для дослідження коливальних спектрів незбу-
рених молекул основ плідною виявилася техніка 14 
спектроскопії у поєднанні з ізоляцією в низькотем
пературних матрицях благородних газів [5—13]. 
Раманівські спектри досліджували для твердої фази 
основ та водних розчинів [14]. Структуру кри
сталічного стану основ встановлювали за допомо
гою рентгеноструктурного аналізу [15]. УФ спект
ри піримідинових основ вивчали переважно у вод
них розчинах [ 1 6 — 1 8 ] , а спектри ЯМР—в 
органічних розчинниках [19]. 

В силу того, що піримідинові основи мають як 
протоноакцепторні, так і протонодонорські групи, 
постало питання про їхню прототропну таутомерію 
як можливе джерело мутацій [20]. Дослідженню 
таутомерії піримідинових основ присвячено значну 
кількість робіт експериментального [6, 8—13, 21— 
26] та теоретичного плану [10—12, 23, 27—34]. 
Оскільки концентрації піримідинових основ, до
статні для застосування методів вивчення молеку
лярної структури, можна отримати лише у воді та 
інших полярних розчинниках, здатних значно збу
рювати молекулярну структуру розчиненої речови
ни, а для оцінки впливу оточення на перебіг 
біохімічних реакцій потрібно знати незбурену 
структуру молекул-учасників, важливого значення 
набули експериментальні дослідження таутомерії 
методом 14 спектроскопії у поєднанні з матричною 
ізоляцією. 

Так, у роботі [6] на основі 14 спектрів Cyt, 
m'Cyt та їхніх дейтероаналогїв, ізольованих у ни
зькотемпературній аргоновій матриці, зроблено ви
сновок, що Cyt у вільному стані існує як суміш 
кето- та енольної аміноформ 50:50 % (див. поси
лання у роботі [10]) на відміну від конденсованих 
станів (твердої фази та розчинів), для яких харак
терна амінокетоформа [35, 36 ]. Крім того, в арго
новій матриці спостерігалася невелика кількість 
імінокетоформи Cyt (посилання [4] в роботі [10]). 

Перехід від ізольованого стану Cyt до само-
асоційованого та гідратованого в матриці супровод
жується низькочастотним зсувом смуг на відтийку 
14 спектра 4000—2000 см"1 на десятки см"1 [8 ], у 
той час як для твердої фази зсув у цьому ж 
інтервалі сягає сотень см"1, а частоти ділянки 
спектра 1800—499 см - 1 зміщуються на десятки см"1. 
На думку авторів, збурення частот кето- та еноль-
ного таутомерів свідчить про участь обох форм в 
утворенні комплексів. 

Пізніше було показано, що ізольований у мат
риці m'Cyt характеризується таутомерною рівно
вагою амінокето- та імінокетоформи з константою 

таутомеризації /C t (a/0 = 7,2, отриманою із спів
відношення інтенсивності відповідних 14 смуг [12]. 

Найбільш точний на сьогоднішній день теоре
тичний розрахунок п'яти найстабільніших тауто
мерів Cyt у газовій фазі методом CCSD(T) з 
урахуванням збурення тричі збуджених рівнів та з 
використанням високої якості базису cc-pvtz(-f) 
[31 ] дає такий ряд стабільності відносних енергій 
(ккал/моль): 

Аміногідроксо < Амінооксо < Імінооксо 
2Ь < 2а 1 За < ЗЬ 
0 0,646 1,252 1,987 3,370, 

де 2а — енольний таутомер з орієнтацією -ОН 
зв'язку в бік атома N1, 2Ъ — у бік атома N3; За 
означає імінооксотаутомер з орієнтацією зв'язку 
=NH в бік атома С5, ЗЪ — у бік атома N3, що 
загалом узгоджується з цитованими експеримен
тальними даними для ізольованої основи. Дві інші 
теоретичні роботи досить високого рівня [32, 33] 
також дають близькі значення енергій для амі-
ноенольної, амінокетонної та імінокетонної тауто-
мерних форм Cyt, проте порядки їхньої стабіль
ності не збігаються з результатами [31 ]. 

Мала різниця енергій таутомерів Cyt робить 
результати розрахунків дуже чутливими до таких 
факторів, як геометрія, базисний набір та рівень 
кореляції. Розбіжність між результатами, отрима
ними в рамках методу CCSD, що вважається зага
лом вартим довіри, та методу CCSD(T) [31], 
свідчить про те, що не можна нехтувати потрійним 
збудженням і слід використовувати вищий порядок 
у серії збурень. До речі, на думку цього ж автора, 
метод DFT дає нереальні значення енергій, які 
дуже залежать від набору базисних функцій. 

У недавній роботі [37] методом МР4/6-311 
G(d, р) встановлено співвідношення в газовій фазі 
таутомерів Cyt оксоаміно, гідроксоаміно та ок-
соіміно 40,3:54,4:1,7. Можливу роль рідкісного імі-
нотаутомеру Cyt продемонстровано в роботі [38 ]. 
Відомо, що обернені Уотсон-Криківські пари AT 
можуть утворювати стабільні паралельно розташо
вані тяжові спіралі ДНК, залучення до яких G:C 
пар знижує їхню стабільність. Показано, що в 
газовій фазі обернена пара Gua:Cyt стабільна на 
рівні оберненої пари Ade:Thy (енергія взаємодії у 
вакуумі £ = - 1 4 ккал/моль), якщо вона утворена 
між імінотаутомером Cyt та енольним таутомером 
Gua. За теоретичною оцінкою [32, 33] , вплив 
розчинника стабілізує амінокетонну форму Cyt, що 
узгоджується з даними експериментальних дослід
жень. 

В результаті квантовомеханічних розрахунків 
рівня теорії МР4/6-311 G(d, р) енергії таутомерів 
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протонованого Cyt у газовій фазі [39 ] встановлено, 
що найімовірнішими місцями протонування в мо
лекулі Cyt є атоми N3 та 0 2 , причому енольний 
таутомер має незначну перевагу в 0,1 ккал/моль. 
Але завдяки значно більшому дипольному момен
тові в полярному водному середовищі домінує тау
томер CytN3 +H, хоча, за теоретичними оцінками, 
енольний таутомер Cyt02 + H може бути присутнім 
у кількості, достатній для його детекції. Пізніше 
теоретично розраховано співвідношення 45,8:54,2 в 
газовій фазі для цих двох найстабільніших тауто
мерів протонованого Cyt (амінокето з локалізацією 
Н + на атомі N3 та аміногідрокси з орієнтацією 
зв'язку О-Н до атома N3) [37 ]. Принагідно відзна
чимо важливу роль протонованого Cyt у форму
ванні мультиплетних полінуклеотидних структур: 
від подвійних тяжів до тетрад (роботи [40—43] та 
посилання в них). Так, за допомогою рентгено-
структурного аналізу [40 ] встановлено, що тетради 
d(C 4) утворюються через інтеркаляцію двох проти
лежно спрямованих паралельних дуплексів ССН +. 
У роботах [41, 42] продемонстровано дестабіл
ізацію тетрад через 02'Н групи при включенні 
рибозних фрагментів. Пряме спостереження за до
помогою методу ЯМР на ядрах l 5 N протонування 
Cyt у потрійній спіралі ДНК показало, що її 
формування не потребує протонування всіх Cyt у 
третій спіралі [43]. 

Увагу дослідників привертає також ізоцитозин 
(isoCyt) — аналог Cyt із зворотним розташуванням 
аміно- та карбонільної груп. Він цікавий тим, що 
його Уотсон-Криківський сайт адекватний відпо
відному сайтові піримідинового кільця Gua, в екс
периментальних та теоретичних дослідженнях яко
го часто замінюють на isoCyt з огляду на значно 
кращу розчинність останнього та значно менші 
розміри молекули. 

Результати 14 досліджень в аргоновій матриці 
isoCyt та модельних сполук [7, 9 ] свідчать про 
таутомерну рівновагу амінокетонної та аміноеноль-
ної форм. На основі зіставлення пікових інтен
сивностей смуг v(OH) та v(NH) оцінено константи 
енольно-кетонної рівноваги К = І0И/ІШ: 4,6 для 
isoCyt та 9,7 для m 5isoCyt 

На грунті вивчення 14 спектрів в аргоновій 
матриці та розрахунків ab initio автори роботи [11 ] 
показали співіснування аміноенольної та аміно
кетонної (N3H) форм isoCyt в ізольованому стані з 
чіткою перевагою енольного таутомеру. Експери
ментально встановлене значення константи тауто-
меризації ^он/ызн склало 0,11. Цікаво, що, за дани
ми рентгеноструктурного аналізу [21 ], кристалічна 
форма isoCyt стабілізується трьома водневими зв'я
зками між двома амінокетотаутомерами isoCyt 

УЛЬТРАФІОЛЕТОВІ С П Е К Т Р И ПІРИМІДИНОВИХ ОСНОВ І НУКЛЕОЗИДІВ 

(N3H) та isoCyt (N1H). Очевидно, під впливом 
цього результату автори [44, 45] інтерпретують 
свої дані для розчинів isoCyt як обумовлені при
сутністю саме цих двох амінокетотаутомерів. 

Проте в роботі [22] наводяться аргументи на 
користь кетоаміно- та кетоімінотаутомерії isoCyt у 
воді та в метанолі. Спираючись на незмінність ін
тенсивності смуги v(C=0) та появу смуги 1660 см 1 , 
характерної для деформаційних коливань екзо-
циклічної групи =NH, при підвищенні температури 
водного розчину та при переході від водного до 
метанольного розчину, зроблено висновок про під
вищення концентрації рідкісної імінної форми iso
Cyt. 

На найвищому на даний час рівні теорії МР4-
(SDQ)6-31+ G(d ,p) / /MP2/6311++ G(d ,p) / /MP2/6-
31G(d) у роботі [32] розраховано енергію п'яти 
таутомерів isoCyt. Для газової фази найстабіль-
нішим виявився аміногідроксотаутомер з орієнтаці
єю ОН групи в бік атома N3, другим близьким до 
нього за значенням енергії, є таутомер амінокето 
(N3H) (Е= 1,1 ккал/моль), інші три таутомери 
мають набагато більші значення енергії. Співвід
ношення двох найстабільніших таутомерів у га
зовій фазі складає 88,3:11,7, а у водному розчи
ні — 18,0:82,0. Для онзагерівського розчинника 
співвідношення енольного, N3H кето- та N1H ке-
тотаутомерів має вигляд 11,0:83,4:4,56. 

Теоретичні розрахунки енергій стандартних та 
обернених Уотсон-Криківських пар isoCyt:Cyt та 
Gua:Cyt [46, 47 ] вказують на те, що isoCyt та Gua 
у газовій фазі утворюють з Cyt комплекси однако
вої енергії. 

Варто зауважити, що олігомери із вмістом 
m5isoCyt та isoGua можуть утворювати досить 
стабільні паралельні дуплекси з олігомерами ДНК 
і РНК [48 ]. Специфічність зв'язування, на думку 
авторів цієї роботи, розширює репертуар сайт-спе-
цифічних агентів в антисенсовій терапії. 

Стабільність трьох таутомерів у газовій фазі 
isoCyt (кето N3H, кето N1H та енольного) в 
першому збудженому електронному стані розрахо
вували в рамках підходу ab initio з базисом 6-311++ 
G(d,p) та з урахуванням конфігураційної взаємодії 
на рівні перших збуджених станів [49]. Оскільки 
порядок стабільності таутомерів isoCyt в основному 
стані енол > кето N3H > кето N1H (із сильною 
домінантою енольного таутомеру) в найнижчому 
синглетному збудженому стані Sj (л я*) зміню
ється на послідовність кето N3H >енол > кето N1H, 
то при електронному збудженні енольний таутомер 
релаксує до найнижчого кето N3H, з якого і 
повинна відбуватися люмінесценція. Тобто еноль
ний таутомер фототаутомеризується в кето N3H. 
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Широко відомим завдяки терапевтичним вла
стивостям є інший аналог цитозину — 6-азацито-
зин (6-azaCyt). Дослідження 14 спектрів та спек
трів *Н ЯМР 6-azaC та цілої низки його похідних 
у ДМСО та в твердій фазі [25, 26] свідчить про 
існування цього аналога Cyt та його похідних в 
конденсованій фазі у вигляді кетоамінного тауто
меру з сильним внутрішнім водневим зв'язком між 
протоном аміногрупи та атомом N3. 

Експериментальні дослідження таутомерії Ura 
і Thy методами ЯМР, УФ, 14 і Раманівської 
спектроскопії (див., наприклад, роботи [5, 13, 51 ] 
та посилання в роботі [28 ]) свідчать про те, що 
домінантною стабільною таутомерною формою цих 
основ є 2,4-дикетотаутомер у газовій фазі, розчи
нах і твердій фазі. Лише дослідження люмінес
ценції у водних розчинах при різних значеннях рН 
та тривалості випромінювання г за допомогою піко-
секундного лазера [51, 52] вказують на співісну
вання поряд з дикетотаутомерами кетоенольних 
форм Ura і Thy (відповідні смуги люмінесценції 
для Thy 330 нм з х - 0,7 с та 390 нм з г = 3,87 с). 
Порівняльний аналіз спектрів збудження люмінес
ценції спектрів Ura і Thy в охолодженому струмені 
із спектрами їхніх фіксованих таутомерів п^1, Ura і 
4(ЗН) піримідону [53] призводить до такого ж 
висновку. 

Квантовохімічний розрахунок енергії восьми 
таутомерів Ura методом DFT з різними обмінно-
кореляційними функціоналами та урахуванням ну
льової коливальної енергії [28 ] свідчить про значну 
енергетичну щілину між основною дикетотаутомер-
ною формою Ura та енольних таутомерів, яка 
перевищує 10 ккал/моль. Відносні енергії другого в 
ряду стабільності 2-енол-4-оксо-ШН та третього 
2-оксо-4-енол-]Ч1Н таутомерів Ura (з а'я-орієн-
тацією 0 2 Н та 0 4 Н зв'язків відносно атомів азо
ту — донорів протону N1 та N3) майже збігаються 
і складають 11,6 та 11,7 ккал/моль відповідно. 
Біологічно значущим є саме третій таутомер, ос
кільки він може утворювати нормальний нуклео-
зид. Енергія ще одного, здатного до утворення 
нуклеозиду, таутомеру 2-енол-4-оксо N1H сягає 
20,1 ккал/моль. Ці значення відрізняються не біль
ше, ніж на 2 ккал/моль, від відносних енергій 0 2 -
та 04-енол-таутомерів Nl-метилпохідних (із стру
ктурно зафіксованою N1H таутомерією) nVUra, 
n^Thy і m !br 5Ura [27]. До речі виявилося, що 
енергії цих таутомерів для всіх трьох метильованих 
основ майже не відрізняються між собою і мало 
залежать від методу розрахунку. 

У недавній роботі [29] методом B3LYP/6-
31+G(d,p) розраховано енергії 12 таутомерів Ura, 
крім основної дикетоформи. Порядок стабільності 

перших трьох таутомерів збігається з отриманим у 
роботі [28]. 

Згідно з квантовохімічними розрахунками [37, 
54, 55 ] , найстабільніша протонована форма Ura і 
Thy утворюється протонуванням атома 0 4 з trans-
орієнтацією зв'язку 0 4 - Н + відносно атома N3. При 
цьому в обох основах протонна спорідненість атома 
0 4 перевищує таку атома 0 2 більш ніж на 
10 ккал/моль [55]. Загалом обидва місця протону
вання Thy мають дещо більшу афінність порівняно 
з Ura. Різниця між ентальпіями депротонування 
іміногруп N1H і N3H в Ura і Thy перевищує 
50 ккал/моль на користь останньої [55]. 

Експериментальне визначення газофазної кис
лотності груп N1H та N3H в урацилі за допомогою 
фур'є мас-спектроскопії [56 ] показує, що група 
N3H ( A # a c i d = 3 4 7 ± 4 ккал/моль) значно менш кис
ла, ніж група N1H ( A # a c i d - 3 3 3 ± 4 ккал/моль). 
Проте у водних розчинах ці значення збігаються і 
звідси постає питання про механізм селекції місця 
глікозилювання. Ймовірна відповідь на це — ре
альний перебіг цієї реакції відбувається в неполяр
ному оточенні активного центра ферменту. 

Важливою характеристикою, що визначає вза
ємодію основ з оточенням, є дипольний момент. За 
теоретичною оцінкою рівня теорії MP26-31-G(d,p), 
з урахуванням кореляції електронів [57 ] диполь
них моментів п'яти канонічних нуклеотидних ос
нов Ura, Thy, Cyt, Ade, Gua та трьох споріднених 
молекул у газовій фазі серед незаміщених основ, 
найбільший дипольний момент має Gua (2,52 D), 
дещо менший — у Cyt (2,49 D), найменший — Ade 
(1,06 D), але чемпіоном є m 5Cyt (2,67 D). В Ura і 
Thy дипольні моменти майже однакові: 1,71 та 1,70 
D відповідно. Пізніше була висловлена думка, що 
абсолютні значення дипольних моментів занижені 
через завищену роль кореляції електронів у вико
ристаному методі [58]. 

Інтерес до тіокетопохідних нуклеотидних основ 
зумовлений їхніми протипухлинними властивостя
ми і тим, що вони є мінорними основами тРНК, а 
також потенційними спектроскопічними зондами 
[59]. Ці похідні піримідинів можуть бути виділені 
з тРНК, Енергії перших шести таутомерів s 4Ura 
було розраховано на рівні теорії MP4(SDQ)/6-
311G(2d, 2р) / /МР2/6-31 G(d,p) [23]. Найстабіль-
нішим виявився 2-кето-4-тіотаутомер Ura, другим 
у цьому ряду — 4-тіо-2-енол-ЗН таутомер з сі$-
орієнтацією зв'язку 02-Н в бік атома N3 та від
носною енергією 10,4 ккал/моль (у воді зростає до 
12,2 ккал/моль). Аналіз спектрів УФ поглинання і 
люмінесценції та кінетики фосфоресценції у воді та 
етанолі [23] свідчить про домінуючу кетотіонну 
форму s 4Ura у воді та не виключає можливості її 
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співіснування з домішкою тіоенольного таутомеру в 
етанолі. 

Газофазну протонну спорідненість таутомерів 
s 2Ura, s 4Ura та s 2

2 , 4 Ura визначено методом цикло-
троннорезонансної фур'є мас-спектрометрії та роз
раховано на рівні теорії MP2/6-31G* [24]. Вста
новлено, що нуклеофільні властивості всіх трьох 
сполук досить подібні, найосновнішим з них є 
s 2

2' 4Ura. Автори вважають найважливішим резуль
татом те, що s 4Ura і s 2

2 , 4 Ura в газовій фазі є 
сірковими основами, a s 2Ura — кисневою основою. 
Зроблено висновок, що тіокарбонільні похідні — 
сильніші основи, ніж їхні карбонільні аналоги. Цей 
висновок підтримується квантовохімічним розра
хунком рівня B3LYP в комбінації з 6-31+G(d,p) у 
роботі [60], де показано, що притаманні тіоура-
цилам кислотності та основності більші, ніж у 
випадку Ura. 

Як видно із вступу, що передує викладові 
результатів даної роботи, квантовохімічні методи 
досить успішно прогнозують низку властивостей 
основного стану. Відтворення властивостей збудже
ного стану є набагато проблематичнішим, особливо 
для таких досить великих молекул, що і є причи
ною труднощів у розрахунках електронних 
спектрів нуклеотидних основ. Крім того, тривалість 
таких розрахунків на сучасній комп'ютерній 
техніці робить їх досить коштовними. Розвинена 
останнім часом теорія збудженого стану обіцяє в 
майбутньому прогноз УФ спектрів поглинання ос
нов на рівні сучасних методів ab initio. Так, у 
роботі [61 ] методом ab initio на основі мульти-
конфігураційного підходу CASSF та урахуванням 
о-ті поляризаційного ефекту отримано значення 
енергії для переходів я -» я* 4,4; 5,4; 6,2; 6,7 еВ та 
одного переходу п я* 5,0 еВ в ізольованому Cyt. 
У рамках такого ж рівня теорії розраховано енергії 
переходів для Ura і Thy [62 ]: в Ura я -» я* 5,0; 5,8; 
6,5; 7,0 еВ та п -> я* 4,5; 6,0; 6,4; 7,0 еВ, в Thy 
я - * я* 4,9; 5,9; 6,1; 7,1 еВ та п я* 4,9; 5,9; 6,1; 
7,1 еВ. Автори висловили припущення про те, що 
смуги біля 5 еВ у спектрах Ura та Thy обумовлені 
переходами п я*. 

Прямого експериментального значення ці ре
зультати не мають, оскільки точність цих розра
хунків ± 0 , 3 еВ набагато менша, ніж точність 
експериментального визначення максимумів смуг 
УФ поглинання, а також через важливість впливу 
оточення. Проте це є перший необхідний крок для 
розрахунку збурення електронних спектрів піри
мідинових основ при переході до конденсованої 
фази. 

Нещодавно було запропоновано гібридний 
напівемпіричний квантовомеханічний і молекуляр

но-механічний метод [63 ] для розрахунку елект
ронних спектрів основ з метою дослідження впливу 
розчинника на електронні спектри Ura та m 2

1 , 3 Ura. 
Встановлено, що принаймні одна молекула води 
досить міцно зв'язується з двома атомами кар
бонільних груп Ura і m 2

1 , 3 Ura. 
Показано, що низький квантовий вихід флуо

ресценції зумовлений коливально (неплоскі коли
вання зв'язку С4=0) наведеним змішуванням ста
ну п я* та близького до нього за енергією я я* 
стану. В апротонному розчиннику Ura має більший 
квантовий вихід для флуоресценції, ніж фосфорес
ценції, в той час як m 2

, , 3 Ura демонструє лише 
флуоресценцію у будь-якому типі розчинника. Ви
ходячи з цього автори припустили, що станом 
фосфоресценції є 0 4 Н — енольний таутомер Ura, 
що утворюється через внутрішнє перенесення про
тона в збудженому стані і може блокуватися про
тонним розчинником. 

Застосування цього методу до розрахунків еле
ктронного спектра Cyt [64 ] показує, що в області 
35000—50000 см"1 він має три переходи: два я -» я* 
та один змішаний я я* і п: я*. При взаємодії з 
молекулою води найстабільнішим є комплекс із 
втягненням груп N1H та С = 0 , причому кетотауто-
мер виграє в енольного всього лиш 4,47 кДж, при 
цьому дипольні моменти обох комплексів відріз
няються на 0,25 D. Звідси автори роблять висновок, 
що енольна форма Cyt може бути присутня у воді 
та витягнутих плівках в кількості, достатній для 
детекції. 

З наведених вище даних випливає, що фізико-
хімічні властивості піримідинових нуклеотидних 
основ, їхніх похідних і аналогів взагалі та їхніх УФ 
спектрів зокрема, вивчалися здебільшого у водних 
розчинах або твердій фазі експериментально і тео
ретично в — ізольованому стані. При цьому вико
ристано різні методи за різних умов експерименту. 

УФ спектроскопія має перевагу в концент
раційній чутливості порівняно з іншими спектро
скопічними методами, що робить її особливо зруч
ною для вивчення структури біологічних молекул. 
Для коректного відстеження зміни електронної 
структури піримідинових нуклеотидних основ при 
заміщенні та комплексоутворенні необхідно прово
дити дослідження в рамках одного методу за іден
тичних умов експерименту. У представленій роботі 
викладено результати вивчення в ДМСО УФ спек
трів похідних піримідинових основ та їхніх комп
лексів з нейтральною та депротонованою групою 
амінокислот, що моделюють точкові білково-нук
леїнові контакти. Отримані результати обговорю
ються з урахуванням літературних даних. 

Матеріали і методи. В роботі використано 
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реактиви: 1 -метилцитозин (n^Cyt), гідрохлорид 3-
метилцитозину (m 3Cyt • НС1), 1,5-диметилцитозин 
< m 2

u C y t ) , ізоцитозин (isoCyt), дезоксицитидин 
(dC), 5-метилдезоксицитидин (m 5dC), 1-метилура-
цил (m'Ura), 1-циклогексаурацил (chx'Ura), 3-ме-
тилурацил (m 3Ura), уридин (U), дезоксиуридин 
(dU), 5-метилуридин (m 5 U), або інакше риботи-
мідин (гТ), 1-метилтимін (rr^Thy), тимідин (Т) 
фірми «Sigma» (США), цитозин (Cyt), 5-метилци-
тозин (m 3Cyt), урацил (Ura), тимін (Thy) — «Саі-
Ьіоспет» (США), цитидин (С), 1,3-диметилурацил 
(m 1 , 3Ura) — «Fluka» (Німеччина), 6-азацитидин (6-
azaC) — «Chemapol» (Чехія) з подальшою перекри
сталізацією, 2-тіоурацил (s 2Ura), люб'язно нада
ний Л. Г. Пальчиківською (Інститут молекулярної 
біології і генетики, Україна). 

ДМСО фірми «Fluka» зневоднювали над моле
кулярними ситами (0,4 та 0,5 нм) фірми «Serva» 
(Німеччина). Спектри УФ поглинання реєстрували 
на спектрофотометрі MPS-2000 («Shimadzu», Япо
нія) в кварцових кюветах з довжиною оптичного 
шляху 1 мм. Концентрація піримідинових основ та 
їхніх похідних дорівнювала 1 • 10~3М, концентрація 
лігандів — 1 • 10~2М. 

Утворення комплексів піримідинових основ та 
їхніх похідних з нейтральною карбоксильною гру
пою амінокислот вивчали в сумішах з N-ацетилас-
парагіновою кислотою (ac-Asp), N-ацетилгліцином 
(ac-Gly) від фірми «Serva» та N-ацетилглутамі-
новою кислотою (ac-Glu) від фірми «Sigma», а з 
депротонованою карбоксильною групою — в сумі
шах з ацетатом натрію (NaAc) від фірми «Реахим» 
(Росія), натрієвими солями N-формілгліцину (f-
GlyONa) та N-формілглутамінової кислоти (f-Glu-
(ONa) 2), люб'язно синтезованими для цієї роботи 
А. Г. Терентьєвим (Інститут молекулярної біології 
і генетики, Україна). 

Диференційні УФ спектри поглинання комп
лексів (ДС) отримували таким чином: до розчину 
основи додавали наважку ліганда (всі розчини 
лігандів були прозорі в області поглинання основ) і 
записували спектр суміші відносно розчину основи. 

Результати і обговорення. Характеристики УФ 
спектрів піримідинових основ та їхніх похідних, а 
також їхніх комплексів з карбоксильною групою 
амінокислот представлено у чотирьох таблицях. 
Табл. 1 і 3 містять довжини хвиль Я т а х та оптичні 
густини D максимумів УФ спектрів поглинання у 
безводному ДМСО похідних Cyt і Ura разом з Thy 
відповідно за присутності та за відсутності лігандів 
з нейтральною (ac-Asp) та депротонованою (NaAc) 
карбоксильною групою. Для порівняння наводяться 
літературні дані [1, 16, 65, 66] для водних розчинів 
і різних значень рН: значення рК, Я т а х та ко-

D 

0,6 

0,4 

0,2 

0,0 

-0,2 

0,8 

0,6 

OA 

0,2 

0,0-

-0,2 

310 X, нм 

Р и с 1. УФ спектри поглинання у безводному ДМСО: а — Cyt 
(У), його суміш з ac-Asp (2 ) , ДС ( і ) ; б — m 5Cyt (7) , його суміш 
з ac-Asp (2) , ДС (5); в—т Cyt (7) , його суміш з ac-Asp (2) , 
ДС ( І ) ; г— m 2

1 , 5 C y t (7 ) , його суміш з ac-Asp (2) , ДС ( І ) . Тут 
і на рис. З—10 концентрація основ 1-Ю" 3 М, лігандів — 
1-Ю" 2 М 

ефіцієнт поглинання у максимумі £ т а х або оптична 
густина. 

Табл. 2 і 4 дають змогу простежити еволюцію 
УФ спектрів досліджуваних основ при взаємодії з 
різними лігандами, що містять карбоксильну групу 
у нейтральній та іонізованій формі. Для кожного 
ліганда наводяться характеристики як спектрів 
суміші, так і Д С 

Цитозин. У робочому інтервалі 250—320 нм 
УФ спектр Cyt в ДМСО має одну смугу поглинан
ня з Аш а х = 271 нм, яка є довгохвильовим плечем 
інтенсивної смуги, що залишається «за кадром» 
(рис. 1, а). У присутності ac-Asp спостерігається 
гіперхромний та батохромний ефекти (Яю а х змі
щується на 5 нм у бік довгих хвиль, інтенсивність 
у максимумі смуги поглинання значно підвищу
ється), характерні для протонованого цитозину за 
кислих рН (табл. 1). Величина цих двох ефектів 
свідчить про те, що в складі комплексу Cyt прото-
нований частково. Протонування Cyt, зв'язаного з 
нейтральною карбоксильною групою амінокислот, 
спостерігалося і для твердофазних комплексів, що 
вивчали методами 14 і Раманівської спектроскопії 
[67, 68] та рентгеноструктурного аналізу [69, 70] . 
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Таблиця 1 
Характеристики УФ спектрів та значення рН цитозину, цитидину, їхніх похідних та аналогів 
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Закінчення табл. J 

Рис. 2. Структурні схеми комплексів: У, 2 — Cyt та його 
похідних з ac-Asp, 3—J — Cyt, m 3Cyt, isoCyt з NaAc відповідно; 
6 — Ura, Thy з NaAc (R1-R2-H, CH 3 ) 

Той факт, що Cyt у комплексі з нейтральною 
карбоксильною групою амінокислот значною мірою 
протонований, підтверджується також даними ЯМР 
на ядрах *Н і 1 3 С для розчину у безводному 
ДМСО-(16 [71, 72] . Інтенсивність ДС суміші Cyt з 
N-ацилпохідними амінокислот знижується в ряду 
ac-Asp > ac-Glu > ac-Gly (табл. 2) , що вказує на 
різну комплексотвірну здатність карбоксильних 
груп амінокислот у положеннях а, /?, у. Структуру 
комплексу Cyt з нейтральною карбоксильною гру
пою (схема J на рис 2) було встановлено для 
chx'Cyt з масляною кислотою у хлороформі [73, 
74] та для Cyt з N-ацилпохідними амінокислот у 
безводному ДМСО [71, 72] виходячи із значного 
слабопольного зсуву сигналів аміногрупи у спект
рах *Н ЯМР. Проте зникнення сигналу іміногрупи 
у присутності лігандів з нейтральною групою [71 ] 
свідчить про те, що взаємодія із залученням кар
бонільної та N1H іміногрупи Cyt (схема 2 на рис 
2) робить вагомий внесок у формування комплексу. 

З дисоційованою карбоксильною групою Cyt 
утворює слабкий комплекс, про що свідчить слаб
кий ДС в УФ спектрі поглинання (табл. 2) . За 
даними ЯМР [71 ], слабкий комплекс утворюється 
за участі NH та С6Н протонів Cyt (схема 3 на рис. 
2) . 

5'Метилцитозин. Метилзаміщення п'ятого 
положення у m 5Cyt супроводжується батохромним 
зсувом смуги УФ поглинання в порівнянні з Cyt на 
12 нм до значення 283 нм (рис. 1, б, табл. 2) , що, 
очевидно, зумовлено надспряженням метильної 
групи з тг-електронною системою піримідинового 
кільця. Взаємодія з нейтральною карбоксильною 

50 



УЛЬТРАФІОЛЕТОВІ С П Е К Т Р И ПІРИМІДИНОВИХ ОСНОВ І НУКЛЕОЗИДІВ 

Таблиця 2 
Зміна смуг УФ поглинання цитозину, цитидину, їхніх метилпохідних та аналогів у ДМСО в присутності нейтральної та 
депротонованої карбоксильних груп 
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групою викликає зміщення смуги 283 нм у бік 
довгих хвиль до значення 286 нм (табл. 2) . Вихо
дячи з більшої інтенсивності ДС можна говорити 
про утворення комплексу, стабільнішого порівняно 
з Cyt (табл. 2) . Присутність депротонованої кар
боксильної групи (карбоксилат-іона), як і у випад
ку Cyt, викликає незначні спектральні зміни (табл. 
2). Вказані зміни УФ спектрів разом з даними ЯМР 
[71 ] дозволяють описувати взаємодію m 5Cyt з обо
ма формами карбоксильної групи схемами У—J на 
рис. 2 подібно до Cyt. 

1-Метилцитозин. Метилювання положення 
N1 у nVCyt призводить до батохромного зсуву (в 
порівнянні з Cyt) на 8 нм до значення 279 нм (рис 
1, <з, табл. 2) . Взаємодія з нейтральною карбоксиль
ною групою зсуває цю смугу ще на 3 нм у 
довгохвильовий бік. Значно нижча, ніж для Cyt, 
інтенсивність ДС вказує на меншу стабільність 
комплексу, що, ймовірно, зумовлено неможливістю 
взаємодії за схемою 2 (рис. 2) . З карбоксилат-іоном 
nVCyt не взаємодіє (табл. 2) . 

1,5-Диметилцитозин. Подвійне метилювання 
в m 2

, , 5 Cyt призводить до значного батохромного 

зсуву смуги УФ поглинання відносно Cyt на 17 нм 
(порівняймо: m1 Cyt —на 9 нм, m5Cyt — на 5 нм) 
до значення 288 нм (рис. 1, г, табл. 1, 2) . Спект
ральні прояви взаємодії m 2

, , 5 Cyt з нейтральною 
карбоксильною групою менш виражені порівняно •« 
m 5Cyt (табл. 2) . Як і у випадку m !Cyt, утворення 
комплексу за схемою 2 неможливо (рис 2) . Зі
ставлення даних для Cyt, n^Cyt, m5Cyt та m 2

1 , 5Cyt 
дозволяє зробити висновок про те, що метилюван
ня групи N1H зменшує, а групи С5Н збільшує 
стабільність комплексів з лігандами, що містять 
нейтральну карбоксильну групу. Цей висновок збі
гається з результатами дослідження методом ЯМР 
[71 ]. Подібно до m'Cyt з депротонованою карбок
сильною групою m 2

1 , 5 Cyt не взаємодіє. 
На думку авторів роботи [66], УФ спектри 

можуть бути джерелом інформації щодо відносної 
молекулярної поляризованості піримідинових ос
нов, із збільшенням якої підсилюються стекінг-
взаємодії: чим більший батохромний зсув УФ по
глинання, тим більші поляризованість та енергія 
стекінгу. З табл. 1 і 2 видно, що метилювання у 
5-му положенні Cyt, nVCyt та dC супроводжується 
зсувом Я т а х відповідно на 12, 3 та 3 нм. Цей факт 
можна розглядати як аргумент на користь того, що 
5-метилпохідні Cyt і dC утворюють стабільніші 
стекінг-асоціати у порівнянні з неметильованими 
основами. Встановлений нами факт, що метилю
вання Cyt у 5-му положенні підсилює його здат
ність до взаємодії як через водневі зв'язки, так і 
через стекінг, цілковито узгоджується з літератур
ними даними [75 ], згідно з якими наявність m5Cyt 
у подвійній спіралі ДНК підвищує її стабільність. 

Цитидин, дезоксицитидину 5-метилдезоіссици-
тидин. У спектрах усіх трьох нуклеотидів, крім 
основної смуги 275 нм у спектрах С і dC та 284 нм 
у спектрі m 5dC, з'являється поглинання із макси
мумами 254 та 252 нм відповідно (рис. З, табл. 1, 
2) , яке може бути наслідком батохромного зсуву 
смуги, що знаходиться за межами робочої області у 
випадку основ. Імовірною причиною цього є утво
рення внутрішньомолекулярних водневих зв'язків 
між глікозидними фрагментами та основами. Зау
важимо, що в спектрах нейтральних водних роз
чинів така смуга відсутня (табл. 1). 

Про взаємодію С, dC, m5dC з нейтральною 
карбоксильною групою свідчить батохромний зсув 
на 1—3 нм обох смуг УФ поглинання, гіпохромізм 
короткохвильової та гіперхромізм довгохвильової 
смуг (рис. З, табл. 2) . Менша інтенсивність ДС у 
порівнянні з Cyt, m 5Cyt, nVCyt та m 2

, , 5 Cyt вказує 
на меншу стабільність комплексів, утворюваних 
нуклеозидами з нейтральною карбоксильною гру
пою. Як і у випадку з nVCyt та m 2

1 , 5 Cyt, єдина 
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реальна структура комплексу відповідає схемі 1 на 
рис. 2. До речі саме за такою схемою нейтральна 
карбоксильна група бічного радикалу Glu-119 ак
тивного центра метилтрансферази Hhal взаємодіє з 
Cyt2 ДНК [76]. 

З карбоксилат-іоном взаємодії згаданих нукле
озидів Cyt не вдалося зареєструвати методом УФ 
спектроскопії, хоча невеликі слабопольні зсуви сиг
налів протонів С6Н (С — 0,028, dC — 0,019, 
m5dC —0,024 м. ч. [71]) вказують на утворення 
слабких водневих зв'язків за їхньої участі. 

З-Метилцитозин. Ця мінорна основа цікава 
тим, що входить до складу деяких тРНК та рРНК 
[1 ]. УФ спектр m 3Cyt містить інтенсивну смугу 
280 нм (у близькому до нейтрального водному 
розчині 276 нм) та слабке плече —310 нм (рис 4, 
я, б; табл. 1, 2) . За це плече, ймовірно, відповідає 
невелика кількість депротонованих молекул, які 
відновлюються до нейтральних при додаванні лі
гандів з нейтральною карбоксильною групою (табл. 
2; рис. 4, а). 

У присутності лігандів з депротонованою кар
боксильною групою УФ спектр m 3Cyt зазнає кар
динальних змін. Смуга 280 нм зміщується на 27 нм 
у бік довгих хвиль, її інтенсивність значно підви
щується (рис. 4, б; табл. 2) . Характер змін у 
спектрі УФ поглинання m 3Cyt, викликаний взає
модією з карбоксилат-іоном, подібний до змін УФ 
спектра його водного розчину при переході до 
лужних рН (табл. 1). 

Очевидно, карбоксилат-іон при взаємодії де-
протонує іміногрупу N1H, оскільки з літератури 
відомо, що депротонування аміногрупи ш 3С супро
воджується протилежними змінами в УФ спект
рі — гіпсохромним зсувом на 8 нм та гіпохро-
мізмом смуги УФ поглинання [65]. На суттєву 
роль в утворенні комплексу перенесення протона 
від основи на карбоксилат-іон вказують також 
значні зміни у спектрі ЯМР на ядрах *Н: зникнен
ня сигналу протона N1H та сильнопольний зсув 
сигналів протонів С5Н, С6Н, СН 3 на 0,507; 0,133; 
0,070 м. ч. відповідно [71 ]. У роботі [65] показано, 
що у водних розчинах при лужних рН m 3Cyt 
втрачає протон N1H (а т 3 С — один протон аміно
групи, яка переходить в іміногрупу). Виходячи з 
цього можна припустити, що в безводному ДМСО 
відбувається перенесення глікозидного протона 
m3Cyt на карбоксилат-іон. 

Ізоцитозин. Як згадувалося вище, цей аналог 
Cyt зустрічається у деяких тРНК, має цікаві біоло
гічні та терапевтичні властивості. У спектрі isoCyt 
присутня одна інтенсивна смуга 292 нм. При дода
ванні лігандів з нейтральною карбоксильною гру
пою відбуваються невеликі зміни в спектрі isoCyt 

260 280 ,300 Л,нм 
"З 

Р и с 4. УФ спектри поглинання у безводному ДМСО: а — га Cyt 
(У), його суміш з ac-Asp (2 ) , ДС ( і ) ; б — m Cyt (У), його суміш 
з NaAc (2 ) , ДС ( І ) ; в — isoCyt (У), його суміш з ac-Asp (2 ) , ДС 
(5); г — isoCyt (У), його суміш з NaAc (2 ) , ДС (3) 

(рис 4, в; табл. 1, 2 ) , що вказують на слабку 
взаємодію. Значний гіпохромний ефект спостеріга
ється у присутності лігандів з депротонованою 
карбоксильною групою (рис. 4, г; табл. 2) . Виходя
чи з подібності фрагмента isoCyt N1H-C2(NH 2 )-
N3H-C4=0 до відповідного фрагмента Gua N3H-
C2(NH 2 ) -N1H-C6=0 слушно припустити, що і ха
рактер їхньої взаємодії з карбоксилат-іоном 
однаковий [77, 78] (рис 2, схема 4). Отже, порів
нюючи дані для isoCyt і Cyt, можна зробити 
висновок: зміна взаєморозташування карбонільної 
та аміногрупи призводить до зміни специфічності 
взаємодії з нейтральною та депротонованою гру
пою. Як і Gua, isoCyt специфічно впізнається 
карбоксилат-іоном. 

6-Азацитидин. УФ спектр поглинання 6-azaC, 
цікавого з огляду на терапевтичну дію цього ана
лога С, відрізняється від спектрів С і Cyt від
сутністю високочастотної смуги (або її плеча) і 
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Таблиця З 
Характеристики УФ спектрів та значення рН урацилу, уридину, тиміну, тимідину, їхніх похідних та аналогів 

У Н 2 0 [1 , 16] У ДМСО (наші дані) 
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Закінчення табл. З 
У Н 2 0 [ І , 16] У ДМСО (наш дані) 

Сполука рКа рКЬ рН Атах. 
нм 

е - І О - 3 рн Ага ах. 
нм 

D 
Сполука Атах. нм D 

crD^Ura 

s*Ura+NaAc 

chx Ura+ac-Asp 

chx'Ura 

chx !Ura+NaAc 

296 

264 

334 

268 

268 

268 

1,393 

1,118 

1,575 

1,107 

1,095 

1,090 

Рис. 5. УФ спектри поглинання у безводному ДМСО: а — 
6-azaC (7) , його суміш з f-Asp (2) , ДС (3); б — 6-azaC (7) , його 
суміш з NaAc (2) , ДС (3) 

містить лише одну широку смугу з максимумом 
270 нм (рис 5, а; табл. 1, 2) . Спектральні прояви 
взаємодії з нейтральною карбоксильною групою 
набагато менші, ніж у випадках канонічних основ 
та нуклеозидів і зводяться до незначного гіпо-
хромізму (рис 5, а; табл. 2) . Присутність ліганда з 
депротонованою карбоксильною групою спричиняє 
невеликий гіперхромізм (рис 5, б; табл. 2) . Ці дані 
узгоджуються з результатами вивчення взаємодії 
6-azaCyt з двома формами карбоксильної групи 
методом ЯМР на ядрах ! Н [25, 26] . 

Урацил. Як видно з табл. З, 4 та рис 6, а, УФ 
спектр поглинання Ura складається з однієї ін
тенсивної смуги з максимумом 261 нм (у нейтраль
ному водному розчині 260 нм) (рис 6, а; табл. З, 
4) . У спектрі суміші Ura з NaAc спостерігаються 
суттєві зміни: батохромний зсув на 1 нм і значний 
гіпохромізм смуги 261 нм та поява інтенсивного 
плеча з чітким максимумом 295 нм. Характер 
спектральних проявів взаємодії Ura з карбоксилат-
іоном корелює зі змінами в УФ спектрі його 
водного розчину при переході до високих значень 
рН (табл. 3) і вказує на те, що значна частина 

Рис. 6. УФ спектри поглинання у безводному ДМСО: а — Ura 
(7) , його суміш з NaAc ( 2 ) . ДС (3); б — m 3Ura (7 ) , його суміш 
з NaAc (2 ) , ДС ( І ) ; в — m f Ura (7 ) , його суміш з NaAc (2 ) , ДС 
( і ) ; г — m 2

1 , 3 U r a 

молекул основи знаходиться у депротонованому 
стані. Цей висновок підтримується даними ЯМР 
[71] (відсутність сигналів обох імінопротонів Ura). 
За допомогою УФ спектроскопії у безводному 
ДМСО не вдалося зареєструвати взаємодії Ura з 
нейтральною карбоксильною групою амінокислот, 
хоча в модельних кристалах [79, 80] такі взаємодії 
зафіксовано. Так, наприклад, встановлено, що кар
боксильна група оцтової кислоти утворює зв'язки з 
m 6Ura із залученням груп С 4 = 0 та N3H молекул 
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Таблиця 4 
Зміни смуг УФ поглинання урацилу, тиміну, їхніх метилпохідних та аналогів у присутності нейтральної та депротонованої 
карбоксильної аміногрупи кислот 

267 

( -0 ,018) 

267 

( -0 ,025) 

292,5 

( -1 ,151) 

334 

(+1,483) 

275 

( -0 ,012) 
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основи, які утворюють димери через водневі зв'яз
ки N1H.. .OC2 [80]. 

З-Метилурсщил. Метилзаміщення іміногрупи 
N3H в m 3Ura викликає гіпсохромне зміщення УФ 
смуги поглинання на 1 нм та помітний гіпохромний 
ефект (табл. З, 4; рис. 6, б). Крім основної смуги 
260 нм, спостерігається слабке плече 295 нм. У 
присутності NaAc УФ спектр m 3Ura зазнає змін 
дещо більших, ніж у випадку незаміщеної основи: 
виразний гіпохромний ефект смуги 260 нм та 
трансформація плеча 295 нм у смугу, інтенсивність 
якої наближається до інтенсивності основної смуги. 
Напрям зміщення УФ поглинання m 3Ura при взає
модії з карбоксилат-іоном відповідає напрямові змі
щення УФ смуги поглинання m 3Ura у водному 
розчині при переході від нейтральних до лужних 
рН (табл. 3) , що вказує на депротонування основи 
карбоксилат-іоном. Зникнення сигналу протона 
N1H у спектрі ЯМР за присутності NaAc засвідчує 
те, що, як і у випадку Ura [71], взаємодія з 
карбоксилат-іоном відбувається із значним внеском 
перенесення протона від основи на карбоксилат-
іон, імовірно, за схемою 6 (рис. 2) . 

Присутність ac-Asp спричинює невелике збіль
шення інтенсивності смуги 260 нм та зникнення 
плеча 295 нм, яке, скоріш за все, зумовлене 
невеликою частиною депротонованих молекул 
m 3Ura у безводному ДМСО, які при додаванні 
ac-Asp відновлюються до нейтральних за рахунок 
протонів карбоксильних груп. 

1-М етилурацил та 1,3-диметилурацил. Замі
щення 1-го положення в m'Ura і m 2

, , 3 Ura (на 
відміну від m 3Ura) дає відчутний батохромний зсув 
6 нм смуг УФ поглинання відносно смуги Ura 
261 нм (рис. 6, б, г; табл. З, 4) і призводить до 
різкого зниження спектральних проявів взаємодії 
m'Ura з NaAc (незначний гіперхромізм смуги 267 
нм) та відсутності будь-якої взаємодії у випадку 
m 2

I , 3 Ura. Слабкий водневий зв'язок карбоксилат-
іона з m'Ura (слабопольний зсув у спектрі ЯМР 
сигналу протона N3H на 0,030 м. ч.) [71] узгод
жується з нашими даними. Стрімке зниження ком-
плексотвірної здатності m !Ura з карбоксилат-іоном, 
можливо, пов'язане з успішною конкуренцією з 
боку автоасоціації молекул m'Ura через групи N3H 
та С = 0 [80]. Низькопольний зсув сигналу протона 
N3H m/Ura в спектрі ЯМР на 0,190 м. ч. у 
порівнянні з Ura [71 ] може розглядатися як аргу
мент на користь утворення самоасоціатів m'Ura в 
ДМСО. 

З нейтральною карбоксильною групою m'Ura 
та m 2

I , 3 Ura не взаємодіють (табл. 2) . 
1-Циклогексаурацил. При заміщенні 1-го поло

ження піримідинового кільця об'ємним радикалом 

в chx'Ura смуга УФ поглинання зміщується до 
значення 268 нм (рис 7, а, б; табл. З, 4) . Не
сподіваним є факт практично однаково малої вели
чини спектральних проявів взаємодії chx'Ura з 
обома формами карбоксильної групи (табл. 4) . 
Карбоксилат-іон викликає невеликий гіпохромізм 
УФ поглинання chx*Ura, а нейтральна карбоксиль
на група призводить до незначного гіперхромізму. 
Малі слабопольні зсуви у спектрах ЯМР сигналів 
протонів N3H—0,011 та 0,044 м. ч. при взаємодії з 
ac-Asp та Na-Ac відповідно, за даними роботи [71 ], 
не протирічать цьому результатові. Ймовірно, 
об'ємне циклогексанове кільце знижує локальне 
значення є настільки, що стає можливим комплек-
соутворення з нейтральною карбоксильною групою. 

Уридин та дезоксиуридин. Для УФ спектрів 
обох нуклеозидів U і dU характерна одна смуга 
263 нм, зміщена на 2 нм у бік довгих хвиль 
відносно смуги Ura (рис. 7, а, в; табл. З, 4) . Про 
взаємодію U з нейтральною карбоксильною групою 
свідчить незначний гіперхромізм УФ поглинання 
(табл. 4) . Присутність карбоксилат-іона також вик
ликає невеликий ДС УФ поглинання (табл. 4) . 
Вдвічі більший (порівняно до U в суміші з ac-Asp) 
гіперхромізм спостерігається для смуги поглинання 
dU в суміші з ac-Asp (рис 8, в), a NaAc практично 
не збурює УФ поглинання dU. Слід зазначити, що 
ці результати не узгоджуються з даними дослід
ження ЯМР [71] , які свідчать про досить сильну 
взаємодію обох нуклеозидів урацилу з карбокси
лат-іоном. Останнє підтверджується зникненням 
сигналу протона N3H при додаванні NaAc до їхніх 
розчинів у безводному ДМСО. А взаємодії з нейт
ральною карбоксильною групою метод ЯМР не 
фіксує. Така розбіжність між даними двох методів 
може бути наслідком того, що втягнення N3H 
протона у Н-зв'язок мало впливає на електронну 
структуру хромофора, яким є тг-електронна систе
ма піримідинового кільця. Зазначимо, що ана
логічний ефект спостерігався і у випадку взаємодії 
m9Gua з карбоксилат-іоном: при значних її проявах 
у спектрі ЯМР в спектрі УФ поглинання реєстру
валися незначні зміни [81] . 

2-Тіоурацил. Цей аналог Ura, що має цікаві 
біологічні, фізико-хімічні та терапевтичні власти
вості, чітко відрізняється за спектральними харак
теристиками від канонічної основи та її похідних. 
Так, в УФ спектрі s 2Ura присутні дві смуги погли
нання 270 та 295 нм (табл. 4; рис. 9, а, б). При 
додаванні ac-Asp для першої смуги фіксується не
великий гіперхромізм, а для другої (такої самої 
величини) — гіпохромізм. Присутність NaAc ради
кально змінює УФ спектр s 2Ura: перша смуга 
зміщується в бік коротких хвиль на 6 нм до 
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Рис. 7. У Ф спектри поглинання у безводному ДМСО: а — 
chx ! Ura (7) , його суміш з NaAc (2 ) , ДС (3); б — chx ! Ura (7) , 
його суміш з ac-Asp (2 ) , ДС (3) 

значення 264 нм, друга зазнає гігантського батох
ромного зсуву на 39 нм до значення 334 нм. 
Останнє вказує на те, що карбоксилат-іон, спе
цифічно взаємодіючи з s 2Ura, кардинально змінює 
його електронну структуру. Ймовірно, саме ця 
властивість і зумовлює його специфічну роль як 
мінорної основи. 

Тимін. В УФ спектрі Thy (m 5Ura) смуга погли
нання 266 нм зміщена на 5 нм у бік довгих хвиль 
в порівнянні з Ura (рис 10, а; табл. З, 4) . Подібний 
ефект метилювання 5-го положення піримідинового 
циклу спостерігався і для 5-метилпохідних Cyt 
(див. вище). Як і у випадку Ura, в спектрі суміші 
Thy з NaAc відбуваються істотні зміни: інтен
сивність смуги 266 нм суттєво зменшується та 
виникає досить інтенсивне плече з чітким макси
мумом 304 нм. При цьому спектральні прояви 
взаємодії Thy з карбоксилат-іоном за характером 
такі ж, як і для Ura, але вдвічі менші за величиною 
(табл. 4) . Базуючися на тому, що в спектрах 
водних розчинів Thy при переході від нейтральних 
до лужних рН також має місце значний батохром
ний ефект (табл. 3) , можна стверджувати, що 
значна частина молекул Thy депротонована в ком
плексі з карбоксилат-іоном. Така інтерпретація 
підтримується і зникненням у спектрі ЯМР сиг
налів обох імінопротонів Thy в присутності карбо-
ксилат-іона [71 ]. З нейтральною карбоксильною 
групою не зареєстровано жодних ознак взаємодії. 

1-Метилтимін. Метилювання положення N1 в 
Thy спричинює батохромний зсув смуги 266 нм до 
273 нм, виразний гіперхромний ефект (рис 10, б; 
табл. З, 4) та стрімке падіння комплексотвірної 
здатності з карбоксилат-іоном (рис. 10, б; табл. 4) . 

міш з ac-Asp (2) , ДС 
-0,2 J (3) 

Взаємодія rr^Thy з NaAc проявляється також у 
невеликому гіперхромізмі. Невеликий слабополь-
ний зсув сигналу протона N3H на 0,019 м. ч. у 
присутності NaAc [71 ] узгоджується з цим резуль
татом. Вірогідно, як і для m'Ura, зв'язування 
nVThy з карбоксилат-іоном утруднюється конку
рентним утворенням самоасоціатів через два зв'яз
ки за участі груп N3H та С4=0. Димери, утворені 
такими зв'язками, знайдено в кристалах m'Thy 
методом нейтронної кристалографії [82]. Як свід
чення самоасоціації m !Thy в ДМСО можна розгля
дати також слабопольний зсув сигналу імінопро-
тона N3H у спектрі ЯМР m'Thy на 0,235 м. ч. 
відносно Thy [71 ]. Не встановлено жодних ознак 
взаємодії m !Thy з ac-Asp. 
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Рис. 9. УФ спектри поглинання у безводному ДМСО: а — s Ura 
(7) , його суміш з ac-Asp (2 ) , ДС (3); б— s 2 Ura (7) , його суміш 
з NaAc (2) , ДС (5) 

260 280 300 Я , нм 

Рис. 10. УФ спектри поглинання у безводному ДМСО: а — Thy 
(7) , його суміш з NaAc (2) , ДС (3); б — n^Thy (7) , його суміш 
з NaAc (2) , ДС ( І ) ; в — Т (7 ) , його суміш з NaAc (2) , ДС (5); 
г — rT (7) , його суміш з NaAc (2) , ДС (3) 

Тимідин та риботимідин. УФ спектри Т і гТ 
містять смугу поглинання 267 нм практично одна
кової інтенсивності (рис. 10, в, г; табл. З, 4) . 
Взаємодія з NaAc характеризується невеликим 
гіпохромізмом в обох випадках. Проте, як і для U 
та dU, зникнення сигналів протонів N3H у спект
рах ЯМР Т і гТ за присутності NaAc свідчить про 
сильну взаємодію з карбоксилат-іоном, імовірно; з 
перенесенням протона N3H на депротоновану кар
боксильну групу. 

Методом УФ спектроскопії не зареєстровано 
взаємодії Т і гТ з нейтральною карбоксильною 
групою, хоча в роботі [83 ] методом рентгенострук-
турного аналізу показано, що в кристалах Thy 
зв'язується з нейтральною карбоксильною групою 
двома водневими зв'язками через N3H та С4=0 . 

Висновки. У зневодненому ДМСО досліджено 
УФ спектри низки піримідинових нуклеотидних 
основ, нуклеозидів, їхніх похідних та аналогів. 
Простежено зміну УФ спектрів під впливом 
заміщення та взаємодії з нейтральною і депротоно-
ваною карбоксильною групою амінокислот. 

Зафіксовано у зневодненому ДМСО утворення 
специфічних комплексів між нейтральною карбо
ксильною групою амінокислот та Cyt, m 5Cyt, 
m'Cyt, m 2

, , 5 Cyt, С, dC, m 5dC. Для m 3Cyt та isoCyt 
спостерігається обернення специфічності щодо двох 
форм карбоксильної групи: для них характерна 
специфічна взаємодія з карбоксилат-іоном. Усім 
сполукам урацилового та тимінового ряду Ura, 
m 3Ura, m'Ura, chx'Ura, s 2Ura, Thy, m'Thy, U, T, 
rT (m 5U) притаманна властивість утворювати спе
цифічні комплекси з депротонованою карбоксиль
ною групою. 

Крім того, встановлено, що chx ! Ura, s 2Ura та 
dU утворюють слабкі комплекси з нейтральною 
карбоксильною групою. Для неканонічного нуклео-
зиду dU взаємодії з карбоксилат-іоном взагалі не 
зафіксовано. 

Зроблено висновок про значний внесок перене
сення протона від нейтральної карбоксильної групи 
до основи в комплексах з Cyt, m 5Cyt, m lCyt і 
nb U 5 Cyt. І, навпаки, в комплексах Ura, Thy, 
m Cyt, s 2Ura з карбоксилат-іоном протон перено
ситься від основи до карбоксилат-іона. 

Метилювання першого положення піриміди
нового циклу викликає батохромний зсув максиму
му поглинання на 8—5 нм. Метилювання п'ятого 
положення Cyt дає батохромний ефект 12—9 нм, а 
Ura — 5 нм. Спираючись на уявлення про коре
ляцію між величиною батохромного ефекту та 
здатністю основи до стекінг-взаємодії, можна 
стверджувати, що метилювання Cyt у ДНК зміц
нює подвійну спіраль не лише через зміцнення 
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водневих зв'язків у парах GC, а й через підсилення 
вертикальних взаємодій. 

Порівняння УФ спектрів комплексів Cyt з 
m5Cyt та nVCyt з m 2

1 , 5 Cyt демонструє підсилення 
взаємодії з нейтральною карбоксильною групою 
через метилювання п'ятого положення циклу. Зі
ставлення спектрів комплексів Ura з Thy (m 5Ura) 
свідчить про ослаблення взаємодії з карбоксилат-
іоном при заміщенні п'ятого положення. Замі
щення першого положення піримідинового циклу в 
усіх випадках супроводжується значним падінням 
комплексотворної властивості. 

Зроблено припущення щодо локального змен
шення полярності оточення chx 1 Ura в розчині за 
рахунок об'ємного аліфатичного замісника, що 
призводить до появи здатності утворювати слабкий 
комплекс з нейтральною карбоксильною групою. 

Виходячи з меншої здатності m^Ura взаємоді
яти з карбоксилат-іоном у порівнянні з m 3Ura 
зроблено висновок про те, що в розчині ДМСО 
немає коалесценції кислотностей імінопротонів 
N1H та N3H, як це було встановлено для водного 
оточення [56]. Автори цитованої роботи у зв'язку 
з отриманими результатами вважають водне ото
чення далеким від фізіологічних умов біохімічних 
реакцій, оскільки глікозидна група N1H Ura по
винна бути набагато кислішою, ніж група N3H 
(що, за даними [56] , справедливо для газової 
фази), для того, щоб утворювався нормальний 
нуклеозид. Приєднуючися до цієї думки, зауважи
мо, що (хоча в літературі багато йдеться про роль 
водного оточення в білково-нуклеїнових взаємодіях 
[84 ]) відомі й інші погляди. Так, наприклад, ще в 
1975 році було сформовано уявлення про те, що 
біохімічні реакції в активних центрах ферментів 
відбуваються в оточенні з діелектричною проник
ністю порядку кількох одиниць [85 ]. Автори більш 
пізньої роботи [86 ] висловилися ще радикальніше: 
для того, щоб субстрат поглинувся активним цент
ром ферменту, потрібно «вичавити» з нього моле
кули води. В роботі [87] запропоновано модель 
точності полімерази ДНК, в якій різниця вільної 
енергії AAG (енергії взаємодії як через стекінг, так 
і, особливо, через водневі зв'язки) між правильно і 
неправильно спареними нуклеотидами зростає в 
активному центрі ферменту внаслідок видалення з 
нього молекул води, що відновлює внутрішню при
таманну основам здатність спарюватися через вод
неві зв'язки та стекінг, дуже занижену водним 
оточенням. Експериментально показано, що в ак
тивному центрі полімерази енергетична дискримі
нація між правильними і неправильними парами 
основ виявилася значно більшою (в 10 разів), ніж 
у водному оточенні [88 ]. Вичерпний аналіз рентге-

ноструктурних даних для 109 співкристалізатів ти
пу білок—ДНК у недавній роботі [89 ] свідчить про 
те, що в цих комплексах менше ніж 2 % молекул 
«кристалічної» води безпосередньо зв'язують біопо-
лімери через водневі зв'язки. 

А. V. Stepanyugin, І. М. Kolomiets', A. L. Potyahaylo, 
S. P. Samijlenko, D. M. Hovorun 

UV spectra of pyrimidine bases and nucleosides in the context of 
methylsubstitution and interaction with amino acid carboxylic group 

Summary 

UV spectra of pyrimidine nucleotide bases, nucleosides, a number of 
tlwir derivatives and analogues were investigated in anhydrous 
DMSO. Effects of interaction with neutral and deprotonated car
boxylic group of amino acids on the UV spectra were traced. It was 
established that methylation of pyrimidine bases at the positions 1 
and 5 leads to the 5—12 nm bathochromic shift of the absorption 
bands. The majority of the Cyt derivatives excluding m Cyt and 
isoCyt were shown to interact specifically with neutral carboxylic 
group. Interactions with deprotonated carboxylic group is2 charac
teristic of Ura, Thy and their derivatives, except chx Ura, s Ura and 
dU. The conclusion was drawn that substitution at the positions 1 
and 5 is accompanied by a decrease of a complex formation ability 
with the both forms of carboxylic groups, but substitution at the 
position 5 strengthens interaction with neutral carboxylic group but 
decreases interaction with carboxylate-ion. Biological significance of 
the results obtained is discussed. 

А. В. Степанюгин, И. H. Коломиец, А. Л. Лотягайло, 
С. А. Самойленко, Д. Н. Говорун 

Ультрафиолетовые спектры пиримидиновых оснований и 
нуклеозидов в контексте метилзамещения и взаимодействия 
с карбоксильной группой аминокислот 

Резюме 

В безводном ДМСО исследованы УФ спектры пиримидиновых 
нуклеотидных оснований, нуклеозидов, ряда их производных и 
аналогов. Прослежено влияние на УФ спектры взаимодействия 
с нейтральной и депротонированной формами карбоксильной 
группы аминокислот Установлено, что метилирование 1-го и 
5-го положениий пиримидиновых оснований вызывает бато-
хромный сдвиг максимума полосы поглощения от 5 до 12 нм. 
Показано, что Cyt и большинство его производных специфиче
ски взаимодействуют с нейтральной карбоксильной группой, 
за исключением т Cyt и isoCyt. Для Ura, Thy и их производных 
характерно взаимодействие только с Депротонированной кар
боксильной группой, кроме chx Ura, s Ura и dU. Сделан вывод 
о том, что замещение 1-го положения пиримидиновых основа
ний во всех случаях сопровождается снижением комплексооб-
разующей способности с обеими формами карбоксильной груп
пы, а замещение 5-го положения усиливает взаимодействие с 
нейтральной карбоксильной группой и ослабляет взаимодейст
вие с карбоксилат-ионом. Обсуждается биологическая значи
мость полученных результатов. 
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