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Лекция 4. Плавление нуклеиновых кислот. 

Как ведут себя НК в водных растворах? Как объяснить наблюдаемые физические и химические свойства НК на основании их упорядоченной вторичной структуры? Как происходит переход НК из одного состояния в другое? Без ответа на эти вопросы нельзя до конца понять, как НК выполняют важнейшую функция хранения передачи генетической информации. Полезно сопоставить общие проблемы изучения конформационных состояний и их изменений для белков, что мы немного знаем, с аналогичными проблемами для НК. Типичный по размеру белок значительно меньше типичной НК. Мол. масса всех НК измеряется миллионами дальтон, а эффективность большинства физических методов исследования падает при увеличении мол. массы объекта. Для многих белков существуют достаточно простые биологические тесты, позволяющие контролировать их биологическую активность, тогда как для НК таких тестов практически нет. НК не содержат специфических остатков, как белки, которые отличаются друг от друга по первичной последовательности. Поэтому, в отличие от белков, НК нельзя изучать по каким-то специфическим реакциям или физическим свойствам. Структура и функции белков очень разнообразны и это позволяет изучать их с помощью сравнительного анализа. Для НК есть всего несколько типов структур, которые могут существенно отличатся по нуклеотидному составу и последовательности, но иметь очень близкие по параметрам пространственные структуры и, значит, физические свойства. Но НК, тем не менее, имеют некоторые преимущества перед белками как объекты физических исследований. Т.к. у этих молекул 4 типа мономеров (или 5 - урацил - у РНК), спектр основных взаимодействий значительно уже, чем у белков. Т.е. большинство взаимодействий реализуется на уровне малых фрагментах НК - начиная с динуклеотидов. Исследуя такие небольшие фрагменты можно получить достаточно общие результаты, позволяющие судить о о свойствах более длинных полимерных фрагментов НК. Напротив, пептиды не могут служить адекватной моделью для белков и их нельзя использовать для изучения даже вторичной структуры белков, не говоря о более высоких структурных уровнях. Все биологически важные моменты для белков можно выяснить только на уровне третичной структуры, тогда как для НК многие вопросы решаются на уровне вторичной структуры, хотя это может быть и заблуждением. Так, у тРНК, несмотря на ее относительно малый размер, третичная структура столь же сложна, как и у белков, и столь же необходима для ее функционирования.

Удобными моделями для изучения физических свойств НК являются (как и в случае белков - полипептиды) гомополинуклеотиды и гетеронуклеотиды (синтетические) с известной последователь-ностью. Уже на уровне относительно небольших олигонуклеотидов можно определить упорядоченность их структур на основе, как правило, оптических свойств таких полимеров. Почему это возможно?  

Известно, что электронные переходы возбуждаются ультрафиолетовым светом, т.е. являются достаточно высокоэнергетическими. Соответственно спектры поглощения, характеризующие электронные переходы, можно наблюдать в УФ-области спектра, т.е. в диапазоне длин волн порядка 180-300 нм. Строение азотистых оснований таково, что они представлены как набором ( - электронов, образующих валентные связи в плоскости колец азотистых оснований, так и (-электроны – электроны, находящиеся на гибридизованных орбитах, но не образующих валентные связи. Такие электроны делокализованы между относительно близко расположенными группами атомов. (-электроны в основном, невозбужденном, состоянии занимают нижние (-орбиты  и под действием света переходят на более высокие незанятые (*- орбиты. Эти переходы называются (((* переходами. Они часто реализуются в биомолекулах. Не менее важны и другие переходы, которые осуществляются между не участвующими в химических связях электронов из неподеленных электронных пар (атомы азота. кислорода – показать на примерах азотистых оснований). Эти электроны занимают заполненные локализованные n – орбиты. Под действием света такие электроны могут перейти на незанятую (*-орбиту, т.е. произойдет n((* переход (в УФ-области спектра). Электронным переходам и соответствующим им полосам поглощения свойственна поляризация, которая определяется направлением вектора дипольного момента перехода. Это важно для полимерных молекул типа НК. Возникающие взаимодействия между соседними мономерными звеньями (и не только соседними) приводит, как правило, к взаимодействиям между дипольными моментами этих мономеров. При различном взаимном расположении диполей возможны различные типы сдвига характеристических полос поглощения. Любой атомной группе, обладающей дипольным моментом и имеющим электронные переходы, в зависимость от входящих в их состав атомов, соответствует и своя характеристическая полоса спектра – характеристическая полоса. В полимере такие полосы могут претерпевать сдвиги – голубой – если дипольные моменты расположены параллельно (это n((* переход ), и красный (низкочастотный), если они расположены коллинеарно (( () (это (((* переход). Это справедливо для системы одинаковых хромофоров. В случае параллельного расположения диполей разных хромофоров вместо смещения полос будет наблюдаться уменьшение поглощения – гипохромизм - в длинноволновых полосах поглощения, и увеличение поглощения – гиперхромизм – в коротковолновых полосах поглощения. Эти эффекты можно наблюдать уже для димеров НК – динуклеотидов. При этом гипохромный эффект в 10% наблюдается у длинноволновой полосы поглощения – 260нм. Впервые теория гипохромного эффекта – т.е. его количественное описание для полимеров была предложена Тиноко. В молекуле полимеров квант света, поглощенный мономерным звеном, может мигрировать вдоль всей мономерной цепочки, если эти звенья имеют регулярное, фиксированное положение. Т.е. идет распространение волны возбуждения – экситона. При этом в полимерах полосы поглощения, свойственные отдельным хромофорам, расщепляются на множество полос, образующих в результате новую экситонную полосу (т.н. давыдовское расщепление). 

Экспериментально и с помощью квантово-химических расчетов было установлено, что спектры поглощения НК и полинуклеотидов полностью обусловлены поглощением азотистых оснований, а точнее, n((* и (((* переходами. Основную роль играют невалентные взаимодействия между основаниями вдоль цепи – стэкинг-взаимодействия. Это диполь-дипольные и дисперсионные взаимодействия. При образовании неупорядоченной полинуклеотидной цепочки и затем после образования из нее упорядоченной вторичной структуры наблюдается гипохромный эффект полосы поглощения на (260 нм. Гипохромный эффект в НК обусловлен тем, что в азотистых основаниях дипольный момент (((* перехода поляризован в плоскости оснований. В двойной спирали НК основания расположены параллельно (или почти параллельно) вдоль цепочки. В противоположность менее выраженная на спектре полоса на 282 нм испытывает гиперхромный эффект, поскольку обусловлена n((* переходами, поляризованными в азотистых основаниях перпендикулярно плоскости оснований. Поэтому в двойной спирали ДНК n((* переходы ориентированы коллинеарно и длинноволновая полоса этих переходов должна испытывать гиперхромизм. Именно по изменению этих полос, а точнее, полосы 260 нм изучают многие свойства НК, прежде всего переходы типа порядок-беспорядок. Теперь вам в общих чертах понятно – почему.

Первые представления о тепловых переходах в НК были получены на гомополинуклеотидах. У таких соединений структура и стабильность постоянны по всей длине молекулы и эффекты, связанные с гетерогенностью (различным АТ- ГЦ- составом) отсутствуют. Кроме того, отдельные цепи двойной спирали являются простыми спиралями с однородным стэкинг-взаимодействием вдоль цепи, поэтому можно все внимание сконцентрировать на тех свойствах, которые связаны только с двухцепочечным комплексом. Одно из основных свойств двойной спирали - это устойчивость ее структуры по отношению к изменению внешних условий, а именно: температуры, рН среды и концентрации соли. Изменение пространственной структуры двойной спирали при изменении внешних условий называют плавлением. Кроме того, изучая процессы перехода, можно получить представления о тех условиях, при которых частично или полностью расплетаются комплементарные цепи ДНК, что является сутью биологического функционирования ДНК.

Плавление ДНК. Плавление ДНК - процесс перехода регулярной двойной спирали линейной молекулы ДНК в клубкообразное состояние. Переход спираль-клубок может быть вызван различными факторами, но, как правило, исследуется температурный переход. Наблюдение за переходом может осуществляться различными методами, так как он сопровождается изменением многих физических свойств ДНК, наиболее часто для количественных измерений степени перехода используется изменение поглощения света раствором ДНК в области длин волн ( = 250-270 нм. При переходе ДНК из спирального состояния в клубкообразное поглощение раствора A в этой области длин волн увеличивается на 30-40%, и для определения средней степени перехода (, т.е. доли звеньев, находящихся в клубкообразном состоянии, можно использовать соотношение: 

( = (A - Aсп)/(Aкл - Aсп) (1),

где через  Aсп и  Aкл обозначено поглощение ДНК в полностью спиральном и полностью клубкообразном состоянии, соответственно. Этот метод позволяет регистрировать ( с точностью, превышающей 0,1%. Плавление высокомолекулярной ДНК занимает интервал температур от 3 до 20о в зависимости от распределения AT- и GC-пар вдоль молекулы. В качестве простейшей характеристики плавления такой ДНК обычно используют температуру плавления Tm, которая определяется как температура, при которой половина звеньев молекулы находится в клубкообразном состоянии. 

Проанализируем еще раз силы, стабилизирующие конформацию двойной спирали ДНК. Пусть двойная спираль является при заданных условиях равновесной конформацией и свободная энергия по Гиббсу имеет минимальную величину. Для получения такого эффекта необходимо, чтобы уменьшение энтальпии при образовании упорядоченной структуры не только компенсировало, но и заметно превосходило бы противоположное по знаку изменение энтропийного члена -T(S, вызванное уменьшением энтропии при образовании упорядоченной конформаци. Т.е. чтобы скомпенсировать эффект увеличения порядка, атомы полимерных цепей должны взаимодействовать сильнее, чем это происходит в неупорядоченной системе. Об энергии внутримолекулярных взаимодействий мы и можем судить, измеряя изменение энтальпии, которое происходит при конформационном переходе типа порядок-беспорядок. Непосредственные результаты получают при калориметрических измерениях, когда раствор, содержащий макромолекулы в упорядоченной конформации, нагревают в адиабатических условиях, т.е. в отсутствии обмена теплом с внешней средой. Тепловой эффект таких процессов очень мал, поэтому такие эксперименты достаточно сложны. Таким образом, для ДНК со случайной последовательностью оснований и примерно одинаковым содержанием ГЦ и АТ-пар (это ДНК из тимуса теленка), температура перехода, или Т плавления составляет 860 и (Н=8.8 ккал/моль остатков, если рН 6 и концентрация соли 0.15 М Na+. Такой переход характеризуется, кроме энтальпии перехода и Т плавления, еще и интервалом плавления. Переход типа порядок-беспорядок в НК, так же как у белков, сходен по внешнему виду с фазовым переходом первого рода, но фактически является не фазовым, а кооперативным переходом с конечным, но не нулевым, интервалом перехода. Кооперативность связей в молекуле ДНК обеспечивается наличием Н-связей между комплементарными основаниями двух одиночных спиралей, стэкингом оснований вдоль спиралей и электростатическим отталкиванием отрицательно заряженных фосфатных групп. 

Вид кривых плавления, полученный из калориметрических или других экспериментов показывает, что кооперативные связи в макромолекуле частично разрушаются при повышении температуры, но до какого-то момента двойная спираль сохраняется. Т.е. кооперативный характер перехода НК из упорядоченной структуры в неупорядоченную протекает с образованием промежуточных состояний. При плавлении двойной спирали ДНК промежуточные состояния представляют собой петлеобразные частично расплетенные структуры. Тем не менее, конформационный переход спираль-клубок в целом термодинамически протекает как переход между двумя состояниями. Эта ситуация похожа на плавление белков с возникновением состояний типа "расплавленная глобула", но это состояние не оказывает влияния на ход кооперативного перехода в целом, который протекает по законам перехода между двумя макроскопическими состояниями.  В настоящее время теория кооперативных переходов, основанная на феноменологическом описании переходов с помощью статистической термодинамики разработана достаточно полно для различных типов полинуклеотидов. При рассмотрении переходов используется, как правило, различные варианты модели Изинга в варианте, разработанном Зиммом. Согласно этой модели для полинуклеотидов причиной кооперативности плавления ДНК являются межплоскостные взаимодействия пар оснований. Пусть (F - изменение свободной энергии при межплоскостной ассоциации  двух изолированных и связанных водородными связями пар оснований. Тогда кооперативность перехода можно характеризовать с помощью фактора кооперативности ( = exp(-(F/kT). В случае гомополинуклеотидов ширина интервала перехода связана с фактором кооперативности соотношением: 

(Т=(12,4RT2m/(H) (2/3,

т.е. интервал перехода пропорционален (2/3. Если полинуклеотидная цепь гетерогенна по составу, то ее плавление протекает неравномерно по длине, начинаясь с участков, богатых АТ-парами. При этом ширина интервала плавления будет увеличиваться.

Конформационный переход: статистико-механическое описание. Статистико-механическое описание конформационного перехода - описание конформационных переходов между различными формами ДНК методами статистической физики. В используемых моделях полагается, что каждая пара оснований может находиться лишь в одном из нескольких состояний. Эти состояния пар объединяют, в действительности, множество микросостояний, соответствующих различным конформационным и колебательным характеристикам пары (в особенности это относится к клубкообразному или раскрытому состоянию), а также различным ее взаимодействиям с молекулами растворителя. По существу, все микросостояния разбиваются на группы, и существенной оказывается лишь принадлежность пары к той или иной группе микросостояний. При таком подходе нельзя, естественно, претендовать на слишком подробное описание рассматриваемой системы, но благодаря этому описание получается достаточно простым. Важно, что микросостояния объединяются в такие группы, которые могут быть легко различимы физическими методами и, следовательно, предсказания теоретического анализа могут непосредственно проверяться в эксперименте. В качестве примера рассмотрим линейную молекулу ДНК, состоящую из N пар оснований, каждое звено которой может находиться в одном из двух состояний, 1 или 2, которые отвечают двум формам ДНК. Вся молекула может находиться в этом случае в одном из 2N состояний. Поскольку равновесие между этими состояниями определяется лишь разностью свободных энергий между ними, будем отсчитывать свободную энергию от свободной энергии молекулы, все звенья которой находятся в состоянии 1. Важнейшим параметром, определяющим равновесие в рассматриваемой цепочке, является изменение свободной энергии i-го звена (Fi при переходе его из состояния 1 в состояние 2. Говоря более строго, величина (Fi соответствует процессу, в котором при переходе i-го звена не меняется число границ между участками, звенья которых находятся в разных состояниях 

[image: image4.png]COCTOSHYE 1

COCTORHVE 2 COCTORHYE 1 COCTORHME 2

[[75=TT1 7777

(1) i

7 ~7) @ (i+7)





Рис. Процесс увеличения расплавленной области на одно звено.

Константу равновесия этого процесса, равную exp(-(Fi/RT), принято обозначать через si или роi в зависимости от того, какая форма выбирается за уровень отсчета свободной энергии. Величины -(Fi зависят от типа i-й пары, т.е. в общем случае различны для AT- и GC-пар. В ряде случаев следует учитывать зависимость (Fi и от типа соседних пар. Кроме того, значения -(Fi зависят от внешних условий в растворе (температура, состав растворителя и т.д.). Эта зависимость и приводит к сдвигу равновесия между формами. Вторым параметром является свободная энергия  Fj, связанная с образованием границы между участками, звенья которых находятся в разных состояниях. Образование границы или стыка разных форм в любом заданном месте цепочки всегда связано с увеличением свободной энергии, т.е. величина Fj всегда положительна. Обычно предполагается, что в интервале перехода между двумя формами ДНК величина Fj не меняется. Кроме того, полагается, что значение Fj не зависит от типа пар оснований, образующих стык. Эти допущения вполне правомерны, так как равновесие между состояниями 1 и 2 почти не сдвигается при небольших изменениях значения Fj. Однако сам факт, что образование стыка двух состояний ведет к увеличению свободной энергии цепочки, оказывает очень существенное влияние на переход. Именно этот факт обеспечивает кооперативность конформационного перехода. Величина, равная exp(-2Fj/RT), называется фактором кооперативности. Через эти два параметра, (Fi  и (Fj, можно выразить свободную энергию любого состояния рассматриваемой молекулы (в рамках этой простейшей модели). 

Статистико-механическое описание рассматриваемой системы осуществляется стандартным образом, путем вычисления полной статистической суммы Z по всем  2N состояниям (15): 
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Сумма по i в этом выражении соответствует суммированию по всем звеньям в состоянии 2, а через rk обозначено число участков из звеньев в состоянии 2. Слагаемое в статсумме, отвечающее определенному состоянию цепи, называется его статистическим весом. Через статсумму можно выразить любые статистические характеристики молекулы. Основой всех получаемых при этом соотношений является тот фундаментальный факт, что вероятность нахождения системы в i-м состоянии равна отношению статистического веса этого состояния к полной статсумме. Исходя из этого, вероятность нахождения i-го звена цепи в состоянии 2, pi, равна отношению суммы статистических весов состояний, в которых i-е звено находится в состоянии 2, к полной статсумме. Это отношение можно представить в виде (16): 
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Соответственно, среднее число звеньев в состоянии 2, <N>, определяется соотношением (17): 
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Таким образом, если известны параметры (Fi и (Fj и то, как меняются (Fi при изменении внешних условий, можно с помощью формул (15), (16), (17) получить полное описание рассматриваемого конформационного перехода. В общем случае нерегулярной последовательности пар оснований в ДНК расчеты могут быть выполнены лишь с применением компьютеров. При этом, как правило, расчеты основываются не на прямом переборе всех состояний цепи, а на значительно более эффективных алгоритмах, с математической точки зрения совершенно эквивалентных формулам (15), (16), (17). В ряде случаев, однако, расчеты могут быть значительно упрощены, если можно заранее указать набор основных состояний молекулы в рассматриваемой области внешних условий. Так, если имеется выделенный, однородный по последовательности оснований короткий участок, в котором рассматриваемый переход должен происходить значительно раньше, чем в других частях молекулы, для приближенного описания такого локального перехода оказывается возможным использовать модель, в которой учитываются лишь два возможных состояния этого участка и молекулы в целом (когда все звенья участка находятся в состояни 1 и когда все звенья участка находятся в состоянии 2). В этом случае все статистические характеристики перехода легко могут быть представлены в конечном виде. 

Для этого надо вспомнить, по аналогии с полипептидами, что вклад каждого состояния двух цепей в статсумму состоит из произведения следующих множителей:

1) 1 для состояния 0 пары звеньев; это означает, что свободная энергия такой пары принята за 0, Fсвоб= 0;

2) множитель   s=exp(-(F/kT)  для связанного состояния пары; s - константа равновесия  процесса увеличения спирального участка на одну пару мономеров за счет соседнего участка несвязанных единиц;

3) множитель  ( = u/V = exp(-(Fиниц/kT)  для первой пары мономерных единиц в состоянии 1. Здесь V - объем системы, u - объем, доступный для центра тяжести одной из связанных цепей при фиксированном центре тяжести второй цепи;

4) множитель (j = exp[-(Fj) иниц/kT]  для кольца из j несвязанных мономеров каждой цепи.

Константа s зависит от ионной силы раствора. Энергии Fиниц и (Fj)иниц определяют степень кооперативности. Если эти энергии равны нулю, то ( = 1, (j = 1 и кооперативность отсутствует. Наоборот, если Fиниц и (Fj) иниц намного больше kT, то ( = 0, (j = 0 и кооперативность полная. В этом случае s = 1, т.е. (F = (H - T(S =0, должен происходить резкий скачкообразный переход из состояния двойной спирали, в котором все пары оснований связаны (s ( 1, доля связанных оснований ( = 1) в состояние двух свободных клубков (s ( 1, ( = 0). Это кооперативный переход по типу "все или ничего". Реальные переходы отличаются от описанных крайних случаев.  
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В случае кольцевых ДНК статистическая сумма должна включать все состояния молекулы, которые имеют сравнимую свободную энергию с учетом энергии сверхспирализации. Иногда проще провести суммирование по всем состояниям или некоторой их группе, чем анализировать, какие состояния следует, а какие не следует учитывать. 

При заданном составе растворителя температура плавления линейно зависит от доли GC-пар в ДНК,  xGC: 

Тm = ТАТ + (ТGC - TAT)*xGC,
где через TAT и TGC обозначены температуры плавления молекул ДНК, состоящих только из AT- и только из GC-пар, соответственно.
Было также обнаружено, что кривая плавления ДНК, т.е. зависимость ( от T, обладает тонкой структурой, если длина ДНК не превышает нескольких десятков тысяч пар оснований. Особенно ярко эта тонкая структура проявляется на дифференциальной кривой плавления, т. е. зависимости d(()/dT от T. Пример такой дифференциальной кривой плавления приведен на Рис. Дифференциальные кривые плавления для фрагмента ДНК фага fd.

Конкретный профиль плавления, который отражают такие кривые, определяется последовательностью оснований в исследуемой ДНК. Эти пики на дифференциальных кривых плавления связаны с выплавлением в интервале в несколько десятых градуса отдельных участков молекулы с характерным размером в несколько сотен пар оснований. Открытие тонкой структуры кривых плавления и расшифровка длинных последовательностей ДНК позволили провести очень критичную проверку возможностей теоретического описания перехода спираль-клубок. Прямое сравнение теоретических и экспериментальных профилей плавления ДНК длиной до нескольких тысяч пар оснований показало, что статистико-механическая модель перехода хорошо описывает реальное плавление ДНК. 
