
Химия в интересах устойчивого развития 31 (2023) 665–670 665

УДК 543.429.23, 577.323.7

DOI: 10.15372/KhUR2023512

EDN: PYVGWD

Динамика комплементарных пар азотистых оснований  
додекамера Дрю–Дикерсона в милли-микросекундном  
временном масштабе по данным дисперсии  
ядерной спиновой релаксации R

1ρ иминопротонов

C. C. ОВЧЕРЕНКО1,2, Д. М. НАСОНОВ1,2, А. В. ШЕРНЮКОВ1, Е. Г. БАГРЯНСКАЯ1

1Новосибирский институт органической химии им. Н. Н. Ворожцова СО РАН,  
Новосибирск (Россия)

2Новосибирский государственный университет,  
Новосибирск (Россия)

E-mail: andreysh@nioch.nsc.ru 

Аннотация

Додекамер Дрю–Дикерсона (ДДД) относится к одним из известнейших дуплексов ДНК. Он достаточно 
хорошо изучен разными структурными методами и является эталоном для разработки новых эксперимен-
тальных методик и молекулярно-механических силовых полей. По этой причине информация о динамике 
ДДД в разных временных шкалах важна для построения более точных структурно-динамических моделей и 
проведения молекулярно-динамических расчетов длительных временных траекторий, позволяющих модели-
ровать реально протекающие процессы. В работе получена отсутствующая в литературе информация о дина-
мике пар оснований ДДД во временном милли-микросекундном масштабе с помощью метода дисперсии ядер-
ной спиновой релаксации (R

1ρ) иминопротонов. Показано, что для всех пар комплементарных оснований, 
кроме концевых и предконцевых, динамические процессы в диапазоне метода R

1ρ не наблюдаются вплоть до 
температуры 300 К, а находятся в более быстрой временной шкале. Для предконцевой GC-пары наблюдался 
выраженный эффект зависимости релаксации R

1ρ от приложенной напряженности поля спин-лока (spin lock), 
что позволило извлечь информацию о динамике закрытия пары, используя модель быстрого обмена с сильно 
отличающимися населенностями состояний. Эти данные дополняют информацию о динамике комплементар-
ных пар оснований, полученную ранее методом переноса намагниченности с воды за счет обмена, и делают 
картину наблюдаемых процессов в ДДД, связанных с процессом открытия-закрытия пар оснований в ДНК, 
более полной.
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ВВЕДЕНИЕ

Дуплексы дезоксирибонуклеиновой кислоты 
(ДНК), представляющие собой в большинстве 
случаев классическую двойную спираль, неста-
тичны и в их структурах протекают динамиче-
ские процессы в разных временных шкалах [1]. 
Так, например, хорошо известно, что в парах 
азотистых оснований на короткое время могут 

образовываться неканонические структуры или 
происходить конформационные изменения, свя-
занные с разрывом водородных связей. Одним 
из таких изменений является процесс открытия-
закрытия пар оснований (также называемый 
“дыхание” ДНК), который играет важную роль 
в распознавании повреждений ДНК фермента-
ми репарации – ДНК-гликозилазами. Так, не-
давно было предположено, что отличающаяся 
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динамика процесса открытия-закрытия в парах 
8-оксогуанина с цитозином и аденином может 
определять тип механизма раннего распозна-
вания ферментами Fpg/OGG1 и MutY/MUTYH 
этих повреждений [2]. Таким образом, динами-
ка пар оснований может оказывать влияние на 
жизненно важные процессы, неправильное осу-
ществление которых приводит к появлению му-
таций и, как следствие, к возникновению онко-
логических заболеваний [3, 4].

Метод ядерного магнитного резонанса (ЯМР) 
позволяет исследовать динамику биологических 
молекул с атомным разрешением в широкой вре-
менной шкале [5]. Обычно процессы, связанные 
с “дыханием” ДНК, изучают с помощью мето-
дик переноса намагниченности с протонов воды 
на иминопротоны за счет обмена. Как было по-
казано в эксперименте для концевых пар [6], 
этот процесс может протекать только в так на-
зываемом открытом состоянии, в котором водо-
родные связи между спаренными основаниями 
разрушены. Недавно было предложено изучение 
динамики оснований с помощью метода диспер-
сии релаксации иминопротонов во вращающейся 
системе координат [7, 8]. Преимущество данного 
метода заключается в относительно небольшой 
продолжительности эксперимента ЯМР и, в от-
личие от методики катализируемого протонного 
обмена, в отсутствии зависимости получаемых 
значений константы скорости закрытия пар ос-
нований от параметров процесса обмена с водой. 
Поскольку существует ограничение по мощно-
сти используемого спин-лока (spin lock), этим 
методом можно измерить динамику во времен-
ном милли-микросекундном масштабе.

Додекамер Дрю–Дикерсона (ДДД) относится 
к каноническим дуплексам ДНК, наиболее изу-
ченным разными структурными методами, в том 
числе с помощью ЯМР-спектроскопии [1, 9, 10]. 
По этой причине он является своеобразным эта-
лоном для новых структурных эксперименталь-
ных методик и для тестирования силовых по-
лей, применяемых в молекулярно-динамиче-
ском моделировании [11–17]. Динамика ДДД 
исследовалась ранее с помощью методов пере-
носа намагниченности с протонов молекул воды 
на иминопротоны за счет обмена [18–23], и было 
показано наличие процессов, связанных с “ды-
ханием” ДНК и дающих вклад в иминопротон-
ный обмен. Однако сведений о возможных ди-
намических процессах в милли-микросекундной 
шкале в литературе не найдено. Ввиду важности 
ДДД для развития экспериментальных и ком-
пьютерных структурных методов цель данной 

работы состоит в исследовании динамики пар 
оснований во временном милли-микросекунд-
ном масштабе с помощью метода дисперсии 
релаксации для иминопротонов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Приготовление образца

Самокомплементарный олигонуклеотид 
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12
-3′ растворяли 

для получения концентрации 1 мМ дуплекса 
ДНК (ДДД) в 550 мкл водного раствора, содер-
жащего 27.5 мкл D

2
O, 10 мМ натрий-фосфатно-

го буфера (рН 8.0), 50 мМ NaCl, 1 мМ Na
2
ЭДTA 

и 200 мкМ триметилсилилпропансульфоната 
натрия.

ЯМР-спектроскопия

Все эксперименты методом ЯМР-спектро-
скопии проводились на спектрометре Bruker 
Avance 600 МГц (США), оснащенном 5-мм Z-гра-
диентным инверсным датчиком тройного резо-
нанса {15N,13C}1H TXI. 

Отнесение сигналов в ЯМР-спектрах ДДД не 
отличалось от опубликованного ранее [23].

Измерение константы скорости обмена  
методом дисперсии ядерной  
спиновой релаксации 1H R

1ρ

Константу скорости обмена определяли из 
зависимости скорости продольной релаксации 
во вращающейся системе отсчета (R

1ρ) от мощ-
ности приложенного поля спин-лока (ω

1
) на ре-

зонансных частотах сигналов 1H иминопротонов. 
Для определения величин R

1ρ методом ЯМР при-
меняли импульсную последовательность, опи-
санную в работе [8]. Для каждого иминопротона 
была проведена серия экспериментов со значе-
ниями ω

1
/2π, Гц: 216, 305, 374, 483, 683, 837, 

966, 1183, 1527, 2160, 4830, 6830, 8365, 9660, 
10 800, 11 831. Длительность (Т) спин-лока со-
ставляла 20 мс. Величины R

1ρ измеряли для 
каждого значения ω

1
 по формуле:

R
1ρ =

2π
ln



I(T) 
 T I

0
где I(T) – интенсивность сигнала иминопротона 
при длительности спин-лока T = 20 мс, I

0
 – ин-

тенсивность сигнала иминопротона в отсутствие 
спин-лока (T = 0 мс). 

В случае быстрого обмена для системы двух 
состояний справедлива формула [24]:
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1
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1
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Ω
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i
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i
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)); р

А
 и р

В
 – на-

селенности состояний А и В; R
j
 = p

A
R

jA
 + p

B
R

jB
 

(j = 1, 2) – усредненные константы скоростей ре-
лаксации; Dω

АВ
 – разность резонансных частот 

А и В; k
ex
 = (k

AB
 + k

BA
) – константа скорости об-

мена; ω
e
 = (Ω + ω2

1
)1/2 – эффективное поле во 

вращающейся системе координат. 
Для системы двух состояний с выраженной 

асимметрией населенностей р
А
 >> р

В
 на резо-

нансной частоте состояния A (“on-resonance R
1ρ”) 

с учетом Ω
А
 = 0 и ω

е
 = (р

В
2Ω

В
2 + ω

1
2)1/2 формула (1) 

приобретает вид:

R
1ρ = R

2
 +

p
A
p

B
k

ex
(Dω

AB
)2

(2)
k2

ex
 + ω2

1
 + p

B
2Ω

B
2

При аппроксимации экспериментально по-
лученной зависимости R

1ρ(ω1
) уравнением (2) 

в качестве параметров извлекались величины 
f = p

A
p

B
(Dω

AB
)2 и k

ex
, а величина собственной 

скорости релаксации R
2
 для каждого имино-

протона оценивалась из ширины его линии на 
полувысоте в спектре и ее значение фиксирова-
лось. При апроксимации параметр p

B
2Ω

B
2 ввиду 

пренебрежительной малости в исследуемой си-
стеме по сравнению с k2

ex
 + ω2

1
 приравнивался 

к нулю. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее динамика процесса открытия-закры-
тия пар оснований для ДДД была изучена мето-
дом ЯМР с помощью методики переноса намаг-
ниченности с воды [23], применяя формализм 
катализируемого протонного обмена [25]. В этом 
случае для иминопротона предполагается нали-
чие двух состояний, отвечающих открытой и 
закрытой паре [26]. Считается, что обмен с во-
дой может происходить только в открытом со-
стоянии пары [6] и, ввиду редкости событий от-
крытия и малого времени жизни открытого со-
стояния, протекающие для разных пар процессы 
независимы и не влияют друг на друга [27]. При 
этом расположение нуклеотида в открытом со-
стоянии необязательно должно быть полностью 
внеспиральным. Так, было показано, что обмен 
с водой возможен уже при раскрытии пар на 
угол более 30° [28]. Варьированием концен-

трации внешнего протонного акцептора при 
благоприятных условиях процесса обмена с во-
дой можно получить зависимость, аппрокси-
мация которой позволит извлечь либо все (кон-
станты скоростей открытия и закрытия), либо 
некоторые параметры (константу равновесия 
или константу скорости открытия), связанные с 
процессом “дыхания” пар оснований ДНК. При 
этом время жизни открытого состояния гораздо 
меньше, чем закрытого, и непосредственно влия-
ет на параметры обмена с водой: чем оно боль-
ше (чем медленнее процесс закрытия), тем эф-
фективнее обмен с водой, что ограничивает воз-
можности метода переноса намагниченности с 
протонов воды на иминопротоны и измеряемую 
таким образом динамику пар. Из данных этого 
метода для ДДД [23] для всех пар оснований (кро-
ме концевых и предконцевых) времена жизни 
закрытых состояний при температуре 288 К ле-
жат в диапазоне нескольких десятков–сотен 
миллисекунд с соответствующими константами 
скоростей открытия в масштабе 101–102 с–1, а 
время жизни открытых состояний – в области 
нескольких десятков–сотен наносекунд, что со-
ответствует константам скоростей закрытия по-
рядка 106–107 c–1. При этом для предконцевой 
пары влияние концевых эффектов оказалось 
значимым и константы скоростей процесса от-
крытия-закрытия не были измерены, а было 
только лишь отмечено, что время жизни закры-
того состояния в этом случае менее 5 мс.

С помощью методов, изучающих дисперсию 
ядерной спиновой релаксации, можно исследо-
вать динамику молекул в милли-микросекунд-
ном временном диапазоне, важном для струк-
турной биологии, так как многие функциональ-
но значимые процессы, такие как связывание 
лигандов с белками или конформационные из-
менения в процессе ферментативного катализа, 
лежат в этой шкале [5]. Недавно было пред-
ложено изучать динамику оснований ДНК с 
помощью метода дисперсии ядерной спиновой 
релаксации R

1ρ иминопротонов [7, 8]. Наблюде-
ние зависимости измеренного значения R

1ρ от 
мощности приложенного поля спин-лока одно-
значно свидетельствует о наличии динамиче-
ских процессов, протекающих в исследуемом 
временном диапазоне. Аппроксимация получен-
ной зависимости подходящей кинетической мо-
делью в благоприятном случае позволяет из-
влечь все параметры, относящиеся к обмену, в 
том числе населенности состояний и разность 
их химических сдвигов [5, 29].
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Результаты экспериментов R
1ρ для иминопро-

тонов ДДД приведены на рис. 1. В исследуе-
мом температурном интервале для предконце-
вой пары G

2
C

11
 наблюдалась выраженная за-

висимость R
1ρ иминопротона от мощности поля 

спин-лока. Для остальных пар явная зависи-
мость отсутствовала, за исключением ситуации 
при повышенной температуре 304 К, где за-
метна небольшая направленность для пар A

6
T

7
 

и A
5
T

8
. Следовательно, в исследуемом темпе-

ратурном интервале для всех наблюдаемых в 
ЯМР пар, кроме предконцевой, динамические 
процессы, влияющие на R

1ρ, происходят в более 
быстрой временной шкале, и их константы ско-
рости можно оценить снизу как k

ex
 > 105 c–1 (эта 

оценка получена моделированием наблюдае-
мой картины при варьировании k

ex
 с параме-

трами, полученными далее для предконцевой 
пары G

2
C

11
).

В модели неравнозаселенного двухпозицион-
ного быстрого обмена с основным состоянием А 
метод дисперсии ядерной спиновой релаксации 
R

1ρ позволяет измерить константу скорости об-
мена k

ex
 = k

AB
 + k

BA
 между двумя состояниями, 

переходящими друг в друга с константами ско-
ростей k

AB
 и k

BA
 [29]. В случае неконцевых пар 

в отсутствие внешнего протонного акцептора 
скоростью обмена с протонами воды можно пре-
небречь. Учитывая намного более долгое вре-
мя жизни основного (закрытого) состояния, на-
блюдаемая константа скорости обмена с учетом 
k

cl
 >> k

op
 будет рассчитываться как k

ex
 = k

cl
, 

где k
op

 и k
cl
 – константы скорости открытия и 

закрытия соответственно. Таким образом, мож-
но перенести оценку снизу для константы ско-
рости обмена k

ex
 на константу скорости закрытия 

k
cl
 > 105 c–1 для всех пар ДДД, кроме концевой 

и предконцевой, в исследуемом температурном 
интервале. Это хорошо согласуется с измеренны-
ми методом переноса намагниченности с воды 
за счет обмена константами скоростей закры-
тия для этих пар [23]: k

cl
 ≈ 106–107 c–1 (288 К). 

Аппроксимация данных для предконцевой 
пары GC (см. рис. 1) позволила определить зна-
чения константы скорости обмена k

ex
 в зависи-

мости от температуры (табл. 1). Наблюдаемое 
уменьшение константы скорости обмена с ростом 
температуры согласуется с поведением констан-

Рис. 1. Зависимости констант скоростей продольной релаксации во вращающейся системе отсчета (R
1ρ) от мощности 

приложенного спин-лока (ω
1
) и температуры для иминопротонов дуплекса ДДД и их аппроксимация уравнением (2) для 

предконцевой пары G
2
C

11
.

ТАБЛИЦА 1
Зависимость наблюдаемой константы обмена (k

ex
)  

и соответствующего времени жизни (τ)  
от температуры (Т) для пары G

2
C

11

T, К k
ex

, 104 c–1 τ, мкс

289.5 2.82±0.32 35

294.0 1.86±0.14 53

299.0 1.08±0.09 93

304.0 0.68±0.05 147
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ты скорости закрытия в ДНК-дуплексах [30], 
что соответствует увеличению времени жизни 
открытого состояния [31]. Изменение величины 
наблюдаемой константы обмена от температуры 
отлично описывается “антиаррениусовской” за-
висимостью (рис. 2) и свидетельствует о неодно-
стадийном процессе.

Поскольку результаты метода R
1ρ для ДДД 

хорошо согласуются с результатами, полученны-
ми методом переноса намагниченности с воды [23], 
можно предположить, что наблюдаемый процесс 
для предконцевой пары также относится к “ды-
ханию” ДНК, что подтверждается “антиаррениу-
совской” зависимостью его скорости обмена от 
температуры. Таким образом, время жизни от-
крытого состояния предконцевой пары G

2
C

11
 (см. 

табл. 1) на два порядка превышает времена жиз-
ни отрытых состояний остальных пар, распо-
ложенных дальше от концов дуплекса. Такое 
длительное время жизни отрытого состояния 
позволяет иминопротону гораздо эффективнее 
обмениваться с водой в присутствии катализа-
тора обмена, чем и объясняется невозможность 
определения параметров процесса с помощью 
методики катализируемого протонного обмена.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты метода дисперсии ядерной спи-
новой релаксации R

1ρ для иминопротонов доде-
камера Дрю–Дикерсона показали, что динами-
ческие процессы с характерными временами 
в милли-микросекундном масштабе не наблю-
даются для всех комплементарных пар основа-
ний, кроме предконцевых и концевых, вплоть 
до температуры 300 К. При этом динамика 
предконцевой G

2
C

11
 пары сильно отличается, 

что приводит к выраженной зависимости зна-
чений релаксации R

1ρ от мощности поля спин-
лока. Учитывая корреляцию полученных дан-
ных с данными метода, основанного на переносе 
намагниченности с воды за счет обмена [23], 
можно предположить, что измеренные констан-
ты скорости k

ex
 для этой пары соответствуют 

константам k
cl
 для модели открытия-закрытия, 

что определяет время жизни открытого состоя-
ния порядка сотни микросекунд.

Таким образом, наши данные дополняют ин-
формацию о динамике комплементарных пар 
оснований, полученную ранее, и делают карти-
ну наблюдаемых процессов в ДДД, связанных с 
процессом открытия-закрытия пар оснований в 
ДНК, более полной.

Исследование выполнено за счет гранта Россий-
ского научного фонда ¹ 21-14-00219, https://rscf.ru/
project/21-14-00219/.
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