
Т о м  XX

А К У С Т И Ч Е С К И Й  Ж У Р Н А Л
19  7 4 В ы п. 5

УДК 534.286

ИЗУЧЕНИЕ РЕЛАКСАЦИОННЫХ ПРОЦЕССОВ 
В ВОДНЫХ РАСТВОРАХ НУКЛЕОЗИДОВ 

МЕТОДОМ УЛЬТРАЗВУКОВОЙ СПЕКТРОСКОПИИ

Ф. И . Б р аги н ск ая

Изучено поглощение ультразвуковых (УЗ) волн в водных растворах 
пуриновых и пиримидиновых нуклеозидов с помощью импульсной УЗ 
установки в диапазоне частот 12—84 Мгц. Отмечены релаксационные про­
цессы в растворах пуриновых нуклеозидов и вычислены акустические 
параметры релаксации дли иих.

Высказано предположение, что возможным механизмом, лежащим в ос­
нове релаксационного эффекта в водных растворах пуриновых нуклеози­
дов, является нарушение УЗ волной равновесия между сип- и анти-кон­
формацией молекул; рассчитано время релаксации и другие кинетические 
константы этого процесса.

В последние годы метод ультразвуковой (УЗ) спектроскопии использу­
ется для изучения гидродинамических свойств и кинетики таких биологи­
чески важных макромолекул, как нуклеиновые кислоты [1—3] и бел­
ки [4]. Изучение ультраакустических свойств биомакромолекул важно, 
с одной стороны, для понимания молекулярных механизмов процесса по­
глощения УЗ воли в связи с возрастающим применением ультразвука 
в диагностике и клинической медицине. С другой стороны, УЗ абсорбци­
онная измерительная техника позволяет изучать термодинамические и ки­
нетические характеристики быстрых коиформациопных переходов биомак­
ромолекул, время которых сравнимо с периодом УЗ колебаний (10-у— 
10~5 сек ). Получаемые с помощью ультраакустических измерений кинети­
ческие характеристики ряда биохимических реакций (денатурации белков 
и нуклеиновых кислот, их гидролитических превращений, переходов спи­
раль — клубок и т. д.) могут быть существенны для выяснения механизма 
функционирования этих биополимеров.

Полученные в работах [1—3] УЗ абсорбционные спектры для водных 
растворов нуклеиновых кислот (ДНК и РНК) в мегагерцевой области ча­
стот указывают на наличие нескольких релаксационных процессов, в этих 
работах отмечена также определенная и закономерная корреляция между 
изученными копформациопными переходами и изменением УЗ абсорбци­
онных спектрограмм [2, 3]. Поскольку некоторые аспекты структурных 
превращений нуклеиновых кислот могут быть существенны для понима­
ния конформациоипых изменений их низкомолекулярных производных 
(и наоборот), рассмотрим основные представления об относительном вкла­
де тех или иных процессов в релаксационное поглощение ультразвука 
в водных растворах нуклеиновых кислот и их производных.

Механизм поглощения УЗ волн в водных растворах нуклеиновых кис­
лот в основном может быть обусловлен следующими факторами: вязкоэла­
стическая релаксация (поглощение звука, обусловленное сдвиговой вяз­
костью, как известно, дается классической формулой Стокса); реакция 
переноса протона в карбоксильных и аминогруппах азотистых оснований
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нуклеиновых кислот; переход спираль — клубок (в результате полпой теп­
ловой денатурации ДНК макромолекула ее, имеющая вначале форму жест­
кой спирали, приобретает форму беспорядочного клубка); взаимодействие 
акустической волны с гидратным слоем макромолекулы (при этом харак­
тер пертурбации УЗ волной равновесия раствор — растворитель может су­
щественно изменяться в результате конформационных переходов биополи­
мера). Поглощение ультразвука в нуклеиновых кислотах может быть свя­
зано с одним из возможных механизмов, с несколькими механизмами или 
со всеми сразу в зависимости от физико-химических условий.

Что касается мономолекулярпых производных нуклеиновых кислот,
в частности, пуклеозидов и нуклеотидов, то для них существенный вклад 
в поглощение могут давать реакции образования межмолекулярных водо­
родных связей [5], «стэкипг»-взаимодействие планарных колец азотистых 
оснований [б], а также ионизация и гидратация карбоксильных, гидро­
ксильных, фосфатных н аминогрупп. Известно, что в зависимости от вза­
имного расположения рибозы и основания в молекуле иуклеозида может 
происходить процесс взаимного перехода син-аити конформации гликозид- 
ной связи [7, 8 ]. Поскольку установлено, что временные константы реак­
ций образования водородных связей [5 ], а также временные копстапты 
взаимных переходов ряда вращательных изомеров органических соедине­
ний [9] имеют величину порядка 40-8—10“9 сек ; при постановке настояще­
го исследования учитывалась возможность выявления релаксационных 
процессов, связанных со структурными переходами мононуклеозидов 
в изученной мегагерцевой области УЗ спектра поглощения их водных 
растворов.

Исследование проводилось с помощью импульсной УЗ установки, как 
и ранее в работах [2, 3 ]. Установка работает по принципу переменного 
акустического пути с использованием двух кварцевых преобразователей, 
в диапазоне частот 12—84 Мгщ погрепгпость измерений составляет ± 3% . 
Измерялось поглощение ультразвука в водных растворах пуриновых 
пуклеозидов (адеиозип, гуапозин); пиримидиновых нуклеозидов (уридин, 
цитидиы); адепозин-б'-мопофосфорноп кислоты (АМФ); рибозы и рибозо- 
моиофосфата (РМФ). При измерениях использовались серийно изготавли­
ваемые препараты этих веществ отечественного производства и производ­
ства венгерской фирмы «Реапал».
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Приведем формулы некоторых пуриновых и пиримидиновых нуклеози- 
дов и их вращательных изомеров (сии- и анти-конформация). Считается* 
что пиримидиновые нуклеозиды существуют преимущественно в анти-коп- 
формации [7].

Для описания релаксационного процесса и определения частоты релак­
сации (/р) в исследованиях применялась эмпирическая формула:

И) (а  ,/f) = -------------- +  В,
1+(///р У  .

где а  — определенный экспериментально коэффициент поглощения ультра­
звука, / — соответствующая частота, А — релаксационная константа, зави­
сящая от равновесного состояния системы и В — параметр, характеризую­
щий предельные значения (а//2), достигаемые па высоких частотах, и оп­
ределяемый непосредственно из экспериментальных кривых частотной за­
висимости а//2. Величина А вычислялась из соотношения \х̂ кс= А с/2 л  [9 ],

где с —скорость распространения ультразвука, a |Wc — максимальное зна­
чение произведения коэффициента поглощения ультразвука на длину вол­
ны, соответствующее частоте релаксации, т. е. (сЛ )р. После нахождения из 
эксперимента значений А, В  и времени релаксации т,, строились расчет­
ные кривые зависимости а//2 от / по данным параметрам.

На фиг. I приведены частотные зависимости величины ос//2 при темпе­
ратуре 20° С для водных растворов пиримидиновых пуклеозидов (кри­
вая 1 нити дин, концентрация 0,1 М, pH 6; кривая 2 — уридшг, концен­
трация 0,09 М, pH 7) и пуринового нуклеозида (кривая 3 — гуанозин, кон­
центрация 0,025 Л/, pH 5). Там же дана частотная зависимость a  I f  для 
воды (пунктирная линия). На фиг. 2 представлены частотные зависимости 
релаксационной части поглощения (а//2—/?) в водных растворах пурино­
вых пуклеозидов (кривая ./-аденозин, 0,055 М, pH 7; кривая 2 — гуано­
зин 0,025 Л/, pH 5 при температуре 20° С). Из приводимых графиков вид- 
по, что в растворах пиримидиновых пуклеозидов в исследованном диапазо­
не частот релаксационный эффект не наблюдается, при этом поглощение 
ультразвука в цитндине значительно ниже, чем в других пуклеозидах, 
и близко к поглощению в воде.

Хотя поглощение ультразвука в уридиие выше, чем в цитидине, и 
а  / у2 нелинейно уменьшается с частотой, что свидетельствует о паличии 
структурной релаксации (фиг. 1, кривая 2 ), характеристическая частота- 
наблюдается, по-видимому, за пределами исследованного диапазона частот 
в отличие от пуриновых пуклеозидов. Как видно из фиг. I и 2, кривые ча-
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стотпых зависимостей а//2 для растворов аденозина и гуанозипа могут 
быть удовлетворительно описаны приведенным выше уравнением (1) для 
одиночного релаксационного процесса. В таблице даны значения парамет­
ров уравнения (1) А и В  и времени релаксации тр для двух изученных 
пуриновых нуклеозидов при температуре 20° С.

Из приведенных на фиг. 1 и 2 и в таблице результатов видно, что ре­
лаксационные УЗ спектры обнаруживаются в растворах пуриновых ну­
клеозидов, в то время как в пиримидиновых пуклеозидах в изученном диа­
пазоне частот этот эффект не наблюда­
ется. Были проведены дополнительные 
исследования по измерению поглоще­
ния ультразвука в составных компонен­
тах нуклеозида (пурия и рибоза), а 
также в мононуклеотиде (АМФ) и ри- 
бозомонофосфате для того, чтобы иметь 
возможность судить о вкладе тех или 
иных групп в избыточное поглощение.
На фиг. 3 приведены результаты изме­
рения поглощения ультразвука в вод­
ных растворах адешша с концентра­
цией 0,055 М pH 6 (значки 1) рибозы с 
концентрацией 0,055 Л/, pH 6 (знач­
ки 2), АМФ с концентрацией 0,055 Л/, 
pH 7 (значки <?), неорганического фос­
фата с концентрацией 0,06 М, pH 7
(значки 4) и рпбозомоиофосфата РМФ с концентрацией 0,05 М, pH 7 
(значки 5). Видно, что в растворах исследованных соединений, за исклю­
чением АМФ, не наблюдается УЗ релаксация, причем поглощение в аде- 
нине рибозо н фосфате весьма близко к поглощению в воде (а  / f  состав­
ляет для воды при 20° С 25±0,7Х 10'7 см~хсек2\ на фпг. 3 поглощение в 
воде отмечепо пунктиром); значение a  I f  для водного раствора РМФ 
выше, чем для воды на 8 —10Х10'7 см~'сек2, но и в этом случае нет релак­
сационного процесса в изученном диапазоне УЗ частот. Интересно отме­

Нуклеозид А ■ 1017 СД1- '  сек- 2М 017 см-1 сек2 -рХ10® сек

Аденозин
pH 7 

Гуанозип
6,5 25,5 4,6

pH 5 9,5 , 26,4 5,5

тить, что нуклеозидмонофосфат (АМФ) значительно в большей степени 
поглощает УЗ энергию, чем соответствующий нуклеозид аденозин 
(сравниваются одинаковые молярные концентрации), но при этом его ре­
лаксационная кривая в изученном диапазоне частот не описывается урав­
нением, учитывающим одиночное время релаксации.

Рассматривая вклад возможных механизмов в наблюдаемую УЗ релак­
сацию в растворах пуриновых мопопуклеозидов, мы исходили из следую­
щего. Поскольку зависимости времени релаксации от концентрации аде­
нозина в исследованной области концентраций (от 0,02 до 0,06 М) прак­
тически не наблюдалось, мы предположили, что механизм, лежащий в ос­
нове обнаруженного релаксационного процесса, является внутримолеку­
лярным. Незначительность вклада межмолскулярных связей в поглощение 
ультразвука подтверждается также результатами экспериментов, прове­
денных при низкой концентрации нуклеозидов, т. е. в отсутствие процес­
сов самоассоциации. Отметим, что результаты измерений в растворах зна­

д /

703



чительно более высокой концентрации нуклеозидов могли бы представить 
интерес для исследования роли «стокинг»-взаимодепствня планарных ко­
лец, однако, провести такие измерения было невозможно ввиду низкой 
растворимости этих веществ.

Чтобы исключить влияние реакций ионизации азотистых оснований 
или рибозного участка молекулы иуклеозида на поглощение ультразвука, 
измерения проводились при значениях pH, близких к нейтральному, с 
целью отдаления от области значений pH соответствующих ионизации 
этих групп. Однако эта предосторожность была, по-видимому, излишней, 
так как измерения показали, что УЗ абсорбционные спектрограммы в 
водных растворах аденозина при pH 7 и 3,4 почти идентичны, что исклю­
чает возможность вклада реакций ионизации в поглощение. Наличие вяз- 
коэластической релаксации также приходится исключить, так как по ве­
личине вязкости и плотности изученные растворы нуклеозидов близки к 
воде; вычисление стоксовского (классического) значения a /  f  для адено­
зина при 20° С дало величину около 10X10 -7 слг'сек 2, что в 2,,5 раза мень­
ше значения а//2 для воды. Мы не исключали также и такой вероятный 
механизм физико-химических релаксационных процессов для биооргани- 
ческих молекул, как взаимодействие УЗ волны с глдратным слоем вокруг 
молекулы, т. е. нарушение УЗ волной равновесия взаимодействия раствор- 
растворитель [ I ] .  И изученных водных растворах нуклеозидов процесс 
сольватации, по-видимому, не мог быть определяющим для механизма ре­
лаксации, так как, во-первых, избыточное поглощение ультразвука почти 
не обнаруживается в растворах рибозы и аденина отдельно, а, во-вторых, 
релаксационный эффект не наблюдается в водных растворах изученных 
пиримидиновых нуклеозидов, обладающих близкими величинами гидра­
тации.

Таким образом, для расшифровки природы релаксационного процесса 
в иуклеозидах мы исключили ряд существенных механизмов УЗ релакса­
ции биологических жидкостей и перешли к рассмотрению корреляции 
между экспериментально установленным релаксационным эффектом и 
коиформациоыным состоянием молекул исследуемых соединений. Приняв 
во внимание, что существуют две возможные ориентации рибозы относи­
тельно глпкозидной связи в молекулах нуклеозидов (сип- и антиконфор- 
мация); что пиримидиновые нуклеозпды существуют преимущественно в 
антиконформации, [71 и в их растворах релаксационный эффект не наблю­
дается; что известные случаи релаксации в сложных органических эфи­
рах, обусловленные нарушением равновесия между поворотными изомера­
ми при прохождении УЗ волны через исследуемый раствор имеют времена 
релаксации того же порядка, что и наблюдавшиеся и данной работе, т. е. 
10-8—10“э сек, мы предположили, что наблюдаемая релаксация в водных 
растворах пуриновых нуклеозидов, может, по-видимому, быть обусловле­
на нарушением равновесия реакции енн-антиперехода в глпкозидной свя­
зи молекулы.

Исходя из этого предположения и используя рассчитанные параметры 
предполагаемого релаксационного процесса, мы вычислили некоторые ки­
нетические характеристики для аденозина. Константу равновесия (К ), т. е. 
отношение констант скоростей обратной реакции и прямой, мы рассчита­
ли по формуле [10]:

( Д П 2 С К  от
2c$RT  (1-КйГ)2 1+(о2т2 ’

где Д а — измеренное избыточное поглощение ультразвука; AV° — измене­
ние объема системы на моль реакции; С — молялыгая концентрация на 
единицу объема раствора, с — скорость распространения УЗ волн, р — сжи­
маемость растворителя, т — время релаксации, о> — угловая частота, 
Т — абсолютная температура. Вычисленное значение К  составило 3,3X10 " ‘.
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В случае мопомолекулярного процесса величина, обратная времени релак­
сации, равна сумме констант скоростей прямой — к ,2 и обратной — k 2i ре­
акций [11]: 1/т=/с12+&21.

Зная т и К , можно отдельно рассчитать к {2 и k 2i, используя выражения 
k 2i= K /r ( i+ K )  и /с12= 1/ т(1+ Х ).

Для водного раствора аденозина (pH 7, температура 20° С) рассчитан­
ные значения к  составили: к 12= 1,7Х108 сек~{ и &2i=5,5X107 сек~{. По- 
скольку константы скоростей реакций не равны между собой, две конфор­
мации аденозина существуют, по-видимому, не с одинаковой вероятно­
стью, и одна из них является преобладающей. В работе, посвященной рас­
чету конформации нуклеозидов по значениям угла поворота вокруг глико- 
зидной связи [12], было установлено, что антиконформация более выгод­
на для взаимного расположения рибозы и основания в нуклеозидах.

Таким образом, на основе экспериментального исследования сделано 
предположение, что возможным механизмом, ответственным за релаксаци­
онные процессы в водных растворах пуриновых нуклеозидов, является на­
рушение УЗ волной равновесия между сип- и антиконформацией их мо­
лекул.

В заключение приношу искреннюю благодарность профессору
К. Е. Кругляковой за внимание и интерес к работе.
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