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ВВЕДЕНИЕ 

 

Редокс-активные молекулярные системы являются одними из наиболее 

перспективных систем для разработки противоопухолевых агентов. 

Значительное внимание уделяется подходу, в идее которого 

заключается контролируемая деструкция молекулы ДНК метиленхинонами. 

Их способность фотоиндуцированного окисление позволяет проводить 

фотодинамическую терапию опухолевых заболеваний. 

Способность метиленхинонов обратимо и необратимо алкинировать 

молекулу ДНК изучена и задокументирована. Однако хорошие результаты в 

данной области не отменяют того факта, что в данном методе существуют 

серьезные недостатки: большая реакционная способность, низкая 

селективность и высокая токсичность данных соединений. 

На данный момент с целью увеличения противоопухолевой активности 

разрабатываются методы синтеза фосфорсодержащих соединений, в 

структуру которых входят функциональные группы потенциально способных 

к взаимодействию с молекулой ДНК. 

Для контроля и анализа прохождения химической реакции можно 

применить методы ядерного магнитного резонанса высокого разрешения. 

Данные методы позволяют определить центры связывания агента с 

олигонуклеотидом. Таким образом, целью данной работы является 

установление трехмерной структуры олигонуклеотида методами ядерного 

магнитного резонанса высокого разрешения, являющегося модельной 

системой для последующего рассмотрения характера взаимодействия 

олигонуклеотида и функциональных групп, которые являются 

потенциальными кандидатами для внедрения в структуру «гибридных» 

соединений, обладающих кооперативным противоопухолевым действием. 

Для реализации поставленной цели были поставлены и выполнены 

следующие задачи: 
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1) Запись гомо- и гетероядерных спектров олигонуклеотида 5’- CGC- 

ATG-CTA-CGC-3’; 

2) расшифровка спектров олигонуклеотида в ПО «Sparky NMR»; 

3) моделирование трехмерной конформационной структуры 

олигонуклеотида в ПО «CYANA». 
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ГЛАВА I. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

 

1.  Основные принципы ЯМР 

 

Свойство ядерного спина (I) является фундаментальным для явления 

ядерного магнитного резонанса (ЯМР). Ядерный спин I может иметь 

значения, кратные 1/2, например, 1/2, 1, 3/2, 2 и т.д. Значения ядерного спина 

зависят от точной ядерной конфигурации протонов и нейтронов. В связи с 

тем, что существуют ЯМР-неактивные (или ЯМР-молчащие) ядра со спином 

I = 0 в силу отсутствия у них магнитного момента (𝜇), данные ядра не 

участвуют в явлении ЯМР. Список наиболее часто используемых в ЯМР 

спин-активных ядер приведен в таблице 1 [1]. 

Таблица 1 

Список распространенных ядер, используемых в спектроскопии ЯМР 

Ядро Спин (I) Природное содержание (%) 

1
Н 1/2 99,99 

2
Н 1 0,01 

13
С 1/2 1,11 

15
N 1/2 0,37 

19
F 1/2 100 

31
P 1/2 100 

 

Взаимодействие ядерного магнитного момента (𝜇) с внешним 

магнитным полем (B0) приводит к расщеплению энергии спиновых 

состояний. При отсутствии магнитного поля существует несколько спиновых 

состояний, но они оказываются вырожденными, т.е. все возможные 

состояния ядерного спина имеют одинаковую энергию. Когда вводится 

магнитное поле, вырожденное состояние расщепляется на отдельные 

энергетические состояния. Число энергетических состояний определяется 
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правилом 2I + 1. В случае ядер со спином 1/2 существует два энергетических 

состояния: низкоэнергетическое (α) и высокоэнергетическое (β). Спиновые 

населенности данных состояний определяются распределением Больцмана: 

  

  
   

  

  . 
(

1) 

Здесь    и    населенности низкоэнергетического и 

высокоэнергетического состояния соответственно,    – разность энергий 

высокоэнергетического и низкоэнергетического состояний,   – постоянная 

Больцмана, Т – температура системы. 

При тепловом равновесии распределение Больцмана показывает, что 

существует небольшой избыток спинов в низкоэнергетическом состоянии 

( ). Избыток населенности в данном -состоянии определяет переход спинов 

в высокоэнергетическое 𝛽-состояние. Переходы происходят при облучении, 

обычно достигаемом с помощью радиочастотного (РЧ) импульса B1, который 

точно соответствует разности энергий высокоэнергетического и 

низкоэнергетического состояний. Это состояние известно как резонансное, а 

частота, на которой подается радиочастотный импульс, называется частотой 

Лармора (𝜈). На данной частоте состояния поглощают энергию. Частота 

Лармора прямо пропорциональна гиромагнитному отношении (𝛾), а также 

напряженности внешнего магнитного поля (B0): 

𝜈  
 

  
  . (2) 

Поглощающаяся энергия регистрируется в качестве сигнала с 

интенсивностью пропорциональной разности населенностей: Nα - Nβ. 

Разность энергий высокоэнергетического и низкоэнергетического состояний 

различен для каждого типа ядер, поэтому для каждого из них требуется своя 

резонансная частота. 

Гиромагнитное отношение (𝛾) — это константа пропорциональности, 

отличающаяся для каждого ядра и являющаяся при этом мерой силы 

ядерного магнитного момента. Поэтому от значение гиромагнитного 
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отношения напрямую влияет на чувствительность обнаружения сигнала в 

ходе ЯМР-эксперимента. Чем больше значение 𝛾, тем более чувствительным 

является ядро, тем легче его наблюдать. Сила внешнего магнитного поля (B0) 

также влияет на чувствительность, так как увеличивает разность 

населенностей между спиновыми состояниями в соответствии с 

распределением Больцмана. Поэтому большее количество спинов будет 

находиться в состоянии с более низкой энергией, что увеличивает 

вероятность поглощения [1]. 

 

2.  Экспериментальные параметры ЯМР 

 

2.1. Химический сдвиг 

 

Химический сдвиг (𝛿) определяет положение всех сигналов ЯМР при 

рассмотрении молекулы с разными функциональными группами, а также 

связями протонов, соответствующих данным протонам. Так как любой 

протон имеет уникальное электронное окружение сигналы ядерного 

магнитного резонанса распространяются в некотором диапазоне частот. 

Следовательно, при помещении каждого из них во внешнее магнитное поле 

(B0), они экранируются в различной степени. 

Используется относительная спектральная шкала, в которой измеряется 

разница в частотах (Δ𝜈) между образцом (𝜈) и эталонным соединением (𝜈эт), в 

качестве которого обычно используется тетраметилсилан. Поскольку Δ𝜈 

зависит от B0, определяют безразмерную величину 𝛿 – химический сдвиг, как 

показано в уравнении (1.3), где 𝜈0 в знаменателе - частота спектрометра. 

Коэффициент 10
6
 в числителе используется для упрощения численных 

значений, поэтому значения 𝛿 всегда выражаются в частях на миллион: 
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𝛿  
𝜈  𝜈  
𝜈 

     

 

(

3) 

2.2. Линейный интеграл 

 

Так как интенсивность резонансных сигналов различна, и площади под 

их пиками могут быть проинтегрированы для получения относительного 

количества протонов, дающих каждый сигнал. Эта информация необходима 

при интерпретации одномерных спектров ЯМР протонов небольших 

органических соединений, а также при количественном анализе смесей. 

Помимо этого, в двумерном ЯМР-спектре, основанном на ядерном эффекте 

Оверхаузера (ЯЭО) – 
1
Н-

1
Н-NOESY кросс-пики интегрируются для 

извлечения экспериментальных ограничений по расстоянию, являющихся 

одним из определяющих параметров необходимых для определения 

структуры исследуемого объекта [2]. 

 

2.3. Спин-спиновое взаимодействие 

 

В результате взаимодействия связанных спинов спиновой системы и 

ядерных магнитных моментов возникает так называемое спин-спиновое 

взаимодействие или скалярная связь. Если два ядра связаны, то наблюдается 

расщепление сигнала. Расстояние между пиками определяется константой 

взаимодействия J, которая выражается в герцах (Гц). Наиболее 

распространенной и информативным взаимодействием является вицинальная 

(трехсвязная) протон-протонная связь: 
3
JH-H. 

Константа вицинального взаимодействия зависит от двугранного угла 

между связанными протонами и описывается уравнением Карплюса: 

                 , (

4) 
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где J - константа связи,   – двугранный угол, а X, Y и Z - величины, 

зависящие от типа связи и от заместителей [3]. 

 

2.4. Продольная и поперечная релаксация 

 

Разность населенностей между   и 𝛽 спиновыми состояниями 

соответствует объемной намагниченности. При тепловом равновесии 

прецессия ядер происходит вдоль направления внешнего магнитного поля, 

B0, и объемная намагниченность в этом направлении обозначается M0. Ядра, 

которые выравниваются с внешним магнитным полем, условно называются 

«осью Z». Поэтому намагниченность по оси Z (Mz) фактически равна M0 [4]. 

В импульсном методе ЯМР для одновременного возбуждения всех ядер 

применяется радиочастотный импульс, состоящий из диапазона частот и 

обычно имеющий длительность несколько мкс. При приложении импульса 

90∘x вдоль оси X намагниченность поворачивается вдоль оси Y, и больше 

ядер оказывается в состоянии с более высокой энергией. Энергия, 

поглощенная импульсом, должна быть потеряна решеткой (окружающими 

молекулами). Время, которое необходимо для того, чтобы намагниченность 

вернулась к равновесию, то есть возвращение ее вдоль оси Z, называется 

временем продольной релаксации (T1) известной так же, как время спин-

решеточной релаксации (рис. 1 а). 

 



11 

 

 

Рисунок 1 – Векторная диаграмма, показывающая: (a) продольную релаксацию; (б) 

поперечную релаксацию 

Помимо продольной релаксации существует и поперечная (спин-

спиновая) релаксация, описывающая процесс затухания намагниченности в 

плоскости XY. В процессе поперечной релаксации объемная 

намагниченность поворачивается в плоскость XY, где некоторые спины 

испытывают большее магнитное поле, и эти спины начинают двигаться 

быстрее, чем ларморовская частота. Это приводит к тому, что спины 

расходятся вдоль плоскости XY до тех пор, пока не исчезнет чистая 

намагниченность. Время, необходимое для возвращения намагниченности к 

равновесию в этом случае, называется временем поперечной (или спин-

спиновой) релаксации (T2) (рис. 1 б). 

Время продольной релаксации T1 будет больше или равно времени 

поперечной релаксации T2 в связи с тем, что равновесие вдоль оси Z не 

может быть достигнуто до тех пор, пока по оси Y намагниченность не будет 

удалена целиком. 

На практике значимость времени поперечной релаксации заключается 

в том, что ширина резонансной линии зависит от времени релаксации T2: чем 

меньше ширина линии, тем больше время релаксации T2 и, соответственно, 

наоборот. Важность ширины резонансного сигнала в спектроскопии ЯМР 

заключена в том, что по мере уменьшения ширины линии возрастает 
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разрешение, а это, следовательно, упрощает процесс полного и точного 

определения резонансных сигналов. Обычно ширина линии резонансного 

сигнала определяется как половина высоты пика (Δ𝜈1/2). Поэтому в ЯМР-

спектроскопии высокого разрешения для получения хорошо разрешенных 

пиков она должна быть как можно меньше [1]. 

 

2.5. Ядерный эффект Оверхаузера (ЯЭО) 

 

Ядерный эффект Оверхаузера (ЯЭО) — это дипольный эффект, 

возникающий в результате «перекрестной релаксации» между ядерными 

спинами, находящимися в трехмерном пространстве в непосредственной 

близости друг от друга. Эффект приводит к увеличению интенсивности 

одного протона, например, Hx, после облучения соседнего протона HA (рис. 

2) [1]. 

 

 

Рисунок 2 – Эффект ЯЭО, наблюдаемый в двухспиновой системе, AX, диаграмма 

энергетических уровней 
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Рассмотрим гомоядерную двухспиновую систему (AX). В данном случае 

предполагается, что оба спина не скалярно связаны друг с другом, то есть и A, 

и X будут давать по синглетному пику. На рисунке 2 показаны три стадии, 

приводящие к эффекту ЯЭО: равновесие, насыщение и релаксация. При 

равновесии (рис. 2, вверху слева) дипольная связь между двумя ядерными 

спинами A и X, каждый из которых имеет спиновые состояния α и β, приводит 

к образованию четырех энергетических состояний со спиновыми 

населенностями N1 - N4. N1 соответствует низкоэнергетическому состоянию αα 

(↑↑) с наибольшим числом спинов, а N4 - высокоэнергетическому состоянию 

ββ (↓↓) с наименьшим числом спинов. N2 и N3 соответствуют промежуточным 

энергетическим состояниям αβ (↑↓) и βα (↓↑), соответственно. Причем 

заселенность спинов N2 несколько выше, чем N3, из-за различия ларморовских 

частот A и X. Энергии перехода спинов ядер A из N1 (αα) в N3 (βα) и N2 (αβ) в 

N4 (ββ) равны, и точно так же они равны для спинов ядер X из N1 (αα) в N2 (αβ) 

и N3 (βα) в N4 (ββ), что приводит к появлению двух сигналов A и X. 

Чтобы наблюдать NOE, один из сигналов, например, сигнал, 

обусловленный A, облучается непрерывно (насыщение) (рис. 2, вверху 

справа), что делает заселенность спинов равной между N1 и N3, а также 

между N2 и N4 (рис. 2, внизу справа). Поэтому переход спинов, 

обусловленных A, больше невозможен, а значит, нет и сигнала, 

обусловленного A. Эффект насыщения не влияет на переходы N1 - N2 или N3 

- N4, обусловленные спинами X (рис. 2, справа внизу). После возмущения 

происходит перераспределение населенностей между четырьмя состояниями, 

от N1′ до N4′ (рис. 2, слева внизу). Сравнивая различие населенностей до и 

после насыщения, можно заметить, что N1′ <N1 и N4′> N4, что означает, что 

отношение N1′/N4′ меньше равновесного отношения N1/N4. 

Система пытается восстановить равновесие с помощью процессов 

релаксации W1 (одиночный квант), W2 (двойной квант) и W0 (нулевой квант) 

(рис. 2, слева внизу). Из этих процессов W2 и W0 являются доминирующими 

путями диполь-дипольной релаксации и тесно связаны с эффектом ЯЭО. 
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Релаксация W2 увеличивает разность населенностей между N1′ и N2′ и N3′ и 

N4′, что приводит к увеличению интенсивности сигнала X-переходов. В то же 

время релаксация W0 уменьшает разницу в населенности между N1′ и N2′ и N3′ 

и N4′, что приводит к уменьшению интенсивности сигнала тех же X-

переходов. Таким образом, в зависимости от величины релаксации W2 и W0 

интенсивность сигнала может либо увеличиваться (положительный ЯЭО), 

либо уменьшаться (отрицательный ЯЭО), соответственно. 

Поскольку дипольное взаимодействие наблюдается в виде 

взаимодействия «сквозь пространство», оно дает информацию об трехмерной 

структуре молекулы так как зависит от расстояния. Данные диполярные 

связи обнаруживаются при условии, что расстояние между 

взаимодействующими ядрами меньше 5 ангстрем (Å). При значениях 

расстояния между двумя взаимодействующими ядрами больше 5 Å сигнал 

ЯЭО становится слишком мал для регистрации. 

На сигнал ЯЭО помимо значения расстояния, влияет еще и время 

корреляции (𝜏c). Время корреляции — это время, которое необходимое 

молекуле для того, чтобы совершить поворот на 1 радиан. И поскольку 

скорость вращения молекулы зависит от ее размеров, это напрямую влияет 

на интенсивность и знак наблюдаемых ЯЭО сигналов [5]. 

 

2.6. Скоростные процессы ЯМР 

 

На ширину пиков, а также на ширину резонансных сигналов в 

спектроскопии ЯМР, влияют процессы химического обмена. Данное явление 

может быть применено с целью исследования динамики данной системы. В 

ситуации, когда молекула в равновесном состоянии принимает две 

конформации А и В, для каждой из конформаций будет обнаруживаться 

собственный набор резонансных сигналов 𝜈A и 𝜈B (рис. 3). 
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Рисунок 3 – Различия ширины линии и интенсивности пиков для медленных, средних и 

быстрых процессов ЯМР-обмена двух конформаций А и В при равновесном состоянии 

На химический сдвиг ядра помимо его химического окружения 

оказывает влияние и скорость взаимопревращений kA и kB между А и В 

соответственно. В связи с тем, что в равновесии конформационные 

превращения происходят внутри одной и той же молекулы, скорости 

взаимопревращений не будут зависеть от концентрации. 

Для каждой из конформаций будет наблюдаться отдельный пик в тех 

системах, где относительно небольшая скорость взаимопревращений (рис. 3). 

От молярной концентрации каждой конформации А и В будет зависеть 

относительная интенсивность каждого пика. В медленных обменных 

процессах Δ𝜈 намного больше kA и kB, где Δ𝜈 – разность химических сдвигов 

при конформациях А и В, которая измеряется в герцах (Гц). 

По мере того, как будет увеличиваться скорость взаимопревращений, 

будет достигнуто такое значение, когда kA и kB будут принимать значение 

приблизительно равное Δ𝜈. Данное состояние носит название промежуточного 

обмена. В данном состоянии из-за частичного усреднения двух химических 

сдвигов будет наблюдаться уширение двух пиков каждой конформации (рис. 

3). 
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В системах, в которых происходит быстрый обмен, kA и kB гораздо 

больше Δ𝜈. В результате усреднения влияния различных химических 

сдвигов, обнаруживается один пик, который соответствует двум 

конформациям (рис. 3). Положение данного единого пика будет зависеть от 

соотношения концентрации при равновесном состоянии двух конформаций 

[6]. 

 

3.  Многомерная ЯМР-спектроскопия 

 

3.1. Одномерный ЯМР (1D ЯМР) 

 

Одномерный (1D) ЯМР — это эксперимент, состоящий из двух этапов, 

где в качестве первого выступает подготовка, а в качестве второго – 

детектирование. Во время первого этапа происходит возмущение 

радиочастотным импульсом или набором импульсов объемной 

намагниченности образца в зависимости от типа проводимого эксперимента 

перед обнаружением. Во время обнаружения затухающая намагниченность, 

называемая затуханием свободной индукции (ССИ), регистрируется в виде 

функции одной временной переменной t2. Впоследствии ССИ преобразуется 

Фурье-преобразованием из временной области (t2) в частотную (F2) для 

получения одномерного спектра [3]. 

 

3.2. Двумерный ЯМР (2D ЯМР) 

 

В случае двумерного ЯМР ССИ обнаруживается и регистрируется в 

виде функции от временных переменных, t1 и t2 (рис. 4). В связи с этим 

возникает две оси химического сдвига. Важным преимуществом двумерных 

экспериментов является то, что они позволяют разрешить перекрывающиеся 

сигналы во втором измерении. Помимо этого, возникает возможность 
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получения дополнительной информации, неочевидной в аналогичном 

одномерном спектре, о связях внутри исследуемой молекулы. 

 

 

Рисунок 4 – Схематическая последовательность импульсов двумерного ЯМР-

эксперимента 

 

Любой двумерный ЯМР-эксперимент включает в себя четыре этапа: 

подготовка, эволюция, смешивание и детектирование (рис. 4). Это 

стандартный формат для всех двумерных ЯМР-спектров. На первом этапе, 

исходя из вида ЯМР-эксперимента, происходит возбуждение спинов 

радиочастотными импульсами (РЧ). На следующем этапе – эволюции, 

намагниченность эволюционирует с течением времени. Этот этап является 

основным этапом, во время которого генерируется второе измерение. После 

следует этап смешивания, состоящий из одного или серии импульсов, или 

просто из задержки определенной длительности для кросс-релаксации, 

диффузии и т. д. Важность этапа смешивания заключается в том, что во 

время данного этапа происходит определение типа корреляции, приводящая 

к появлению кросс-пиков, так как происходит перенос намагниченности от 

одного спина или когерентности к другому. 

Изначально запись данных записывается при t1 = 0, при этом 

происходит регистрация генерируемого спада свободной индукции. Далее 

после возвращения системы в равновесное состояние процесс повторяется 

при t1 = t1 + Δt, где Δt - добавочное время. Данный процесс повторяется 

многократно для получения большего количества информации. При этом 

добавочное время с каждым новым повторением увеличивается. 

Регистрируемый сигнал спада свободной индукции, являющийся функцией 
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двух временных переменных t1 и t2, преобразуется при помощи Фурье-

преобразования в спектр, имеющий два частотных измерения F1 и F2 [4]. 

 

4.  Эксперименты ЯМР 

 

4.1. Подавление воды в растворителе путем предварительного 

насыщения 

 

Белки и нуклеиновые кислоты представляют интерес для биологии и 

биомедицины, поэтому для наблюдения всевозможных протонных 

окружений в этих молекулах, возникает необходимость их изучения в воде. 

Это обстоятельство позволяет наблюдать в спектрах лабильные протоны, 

например иминопротоны и аминопротоны. Обычно эксперименты 

проводятся в 90% 
1
H2O и 10% 

2
H2O. Добавленный 

2
H2O обеспечивает сигнал 

2
H, обычно называемый сигналом блокировки, который позволяет ЯМР-

спектрометру непрерывно отслеживать и корректировать любые изменения 

частоты поля во время сбора данных. 

Методы подавления растворителя используются для минимизации 

сигнала протонов растворителя. Это необходимо, поскольку концентрация 

протонов в образце очень мала (∼ммоль) по сравнению с концентрацией 

протонов в водном растворителе (111 моль). Следовательно, задача состоит в 

том, чтобы уменьшить величину сигнала растворителя до того, как сигнал 

ЯМР достигнет приемника, чтобы резонансные сигналы образца можно было 

наблюдать с большей чувствительностью [7]. 

Предварительное насыщение подавляет сигнал воды путем подачи 

слабого непрерывного радиочастотного импульса перед этапами 

возбуждения и регистрации в ЯМР-эксперименте (рис. 5). Это приводит к 

насыщению резонансного сигнала воды, делая его практически 

ненаблюдаемым. Однако у данного метода есть недостаток, который 

заключается в том, что в следствие химического обмена с протонами воды 
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резонансные сигналы также могут быть подавлены. При этом резонансные 

сигналы протонов, не участвующих в обменных процессах, останутся менее 

затронутыми. Влияние данного недостатка можно уменьшить, если изменять 

такие условия, как pH и температуру, так как данные условия уменьшают 

обмен лабильных протонов с водой [8]. 

 

 

Рисунок 5 – Последовательность импульсов для подавления протонного резонанса воды в 

растворителе методом предварительного насыщения 

 

4.2. Подавление воды в растворителе градиентным методом 

 

Подавление воды в растворителе градиентным методом (рис. 17.10) 

отличается от предварительного насыщения тем, что включает разрушение 

намагниченности растворителя с помощью импульсного градиента поля. В 

ЯМР-экспериментах с использованием импульсного градиента поля вдоль 

вертикальной оси образца намеренно вводится большой z-градиент, который 

приводит к дефокусировке поперечной намагниченности, ответственной за 

сигнал ЯМР. Однако, применяя второй градиент, можно перефокусировать 

намагниченность, выбирая компоненты когерентности или сигналы, 

представляющие интерес, и удаляя нежелательные. Таким образом, 

импульсный градиент поля обеспечивают отсутствие намагниченности, 

обусловленной растворителем, до начала регистрации. Метод подавления 

воды в растворителе градиентным методом не имеет недостатков, связанных 

с предварительным насыщением, и можно наблюдать как обменные, так и 

необменные резонансы. 
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Последовательность импульсов «WATERGATE» (рис. 6) начинается с 

начального импульса 90∘ x, за которым следует схема спинового эха G1-S-G1, 

вызывающая разрушение намагниченности растворителя. Два градиента (G1) 

дефазируют намагниченность растворителя, приводя к ее разрушению, в то 

время как все остальные резонансы перефокусируются спин-эхо (S), что 

делает их наблюдаемыми. Следовательно, в точке регистрации сигнал от 

воды отсутствует [9]. 

 

Рисунок 6 – Последовательность импульсов для метода подавления воды "WATERGATE" 

 

4.3. Корреляционная спектроскопия (COSY) 

 

Эксперимент по корреляционной спектроскопии (COSY) используется 

для идентификации протонов, которые скалярно связаны друг с другом, 

обычно в пределах трех связей (
3
J) (рис. 7). Требуется два 90∘ импульса, 

которые лежат по обе стороны от периода эволюции [10]. Первый импульс 

90∘ возбуждает популяцию спинов, а также создает когерентность на каждом 

спине, эволюционирующей в течение t1. При условии, что спины J-связаны 

друг с другом, во время второго импульса 90∘, являющегося периодом 

смешивания, между ними происходит передача когерентности [11]. 
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Рисунок 7 – Последовательность импульсов для эксперимента COSY 

 

4.4. Корреляционная спектроскопия с двойной квантовой фильтрацией 

(DQF-COSY) 

 

Эксперимент с двойной квантовой фильтрацией коррелляционная 

спектроскопия (DQF-COSY) (рис. 8) — это фазово-чувствительный COSY-

эксперимент, в котором при помощи фильтрации двойной квантовой 

когерентности наблюдаются резонансные сигналы, причем резонансные 

сигналы появляются в противофазе. Если между вторым и третьим 90∘ 

импульсами выполняется этап фильтрации, в таком случае будут 

регистрироваться только те сигналы, которые обусловлены двойной 

квантовой когерентностью. Данное обстоятельство позволяет увеличить 

спектральное разрешение. 

 

 

Рисунок 8 – Последовательность импульсов для эксперимента DQF-COSY 
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Для определения скалярных (J) связей между протонами может быть 

использован эксперимент DQF-COSY. Данный эксперимент имеет 

достаточно важное преимущество, которое заключается в том, что 

диагональные пики появляются в режиме поглощения, а не в дисперсионном 

режиме. В связи с этим диагональ значительно сужается, а потому является 

преимуществом для всех кратностей. Это обстоятельство имеет особую 

значимость для нуклеиновых кислот, потому что появляющиеся достаточно 

близко к диагонали корреляции между протонными резонансными сигналами 

сахаров не могут быть легко идентифицированы [12]. 

 

4.5. Полная корреляционная спектроскопия (TOCSY) 

 

Эксперимент полной корреляционной спектроскопии (TOCSY) (рис. 9) 

проводится для получения информации о скалярно связанных спинах в 

спиновой системе. После передачи намагниченности первому ядру 

намагниченность может быть передана последующим ядрам в той же 

спиновой системе. Основным преимуществом TOCSY является то, что (i) 

структура мультиплета пиков синфазна, поэтому не происходит отмены, как 

в COSY, когда связи малы по сравнению с шириной линии, и (ii) 

наблюдаются кросс-пики из-за ретрансляционной передачи [13]. 

 

 

Рисунок 9 – Последовательность импульсов для эксперимента TOCSY 
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После периода эволюции добавляется импульс спиновой блокировки 

(SLmix), и в течение этого времени путем подачи непрерывной 

последовательности импульсов происходит усреднение химических сдвигов. 

Схема импульсов спиновой блокировки «MLEV-17» является наиболее 

распространенной схемой. Она представляет собой серию близко 

расположенных импульсов 180∘, которые позволяют при одновременной 

переориентировке эволюции химических сдвигов развиваться гомоядерной 

связи. 

Одним из преимуществ TOCSY-эксперимента является то, что при 

изменении времени смешивания можно добиться увеличения числа 

наблюдаемых в спиновой системе корреляций. При установлении короткого 

времени смешивания наблюдаются корреляции только между соседними 

ядрами, тогда как при установлении более длительного времени смешивания 

за счет увеличения времени передачи намагниченности, можно наблюдать 

большее количество сигналов [14]. 

 

4.6. Спектроскопия ядерного эффекта Оверхаузера (NOESY) 

 

Для определения дипольной связи между близкорасположенными в 

пространстве спинами, испытывающими кросс-релаксацию, используется 

эксперимент NOESY (рис. 10). Два ядра, находящиеся на расстоянии менее 5 Å, 

дают перекрестные пики. Величина кросс-релаксации помимо значения 

расстояния между спинами в пространстве будет зависеть также от времени 

корреляции молекулы, 𝜏c [15]. 
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Рисунок 10 – Последовательность импульсов для эксперимента NOESY 

 

Импульсная последовательность NOESY-эксперимента состоит из трех 

90∘ импульсов, где передача намагниченности происходит за счет переноса 

населенности (Z-намагниченность) в отличие от когерентности (XY-

намагниченность). Для этого 90∘ импульс в конце периода эволюции создает Z-

намагниченность, а импульс в конце периода смешивания восстанавливает 

поперечную намагниченность для обнаружения. Последний импульс 90∘ 

подается перед обнаружением и сохранением сигнала спада свободной 

индукции течение t2 [16]. 

 

4.7. Гетероядерная одноквантовая корреляционная спектроскопия 

(HSQC) 

 

Гетероядерная одноквантовая корреляционная спектроскопия (HSQC) 

(рис. 11) — это метод ЯМР, который коррелирует протоны с 

непосредственно присоединенным гетероатомом, чаще всего 
13

C или 
15

N [17]. 

 

 

Рисунок 11 – Последовательность импульсов для эксперимента HSQC 
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Эксперимент начинается с намагничивания протона. Далее следует первый 

этап INEPT, где за счет перефокусировки двумя импульсами 180∘ происходит 

эволюция химического сдвига. После данного этапа намагниченность передается 

на гетероатом. Здесь она эволюционирует вместе с химическим сдвигом 

гетероатома. При этом протонная связь снимается при помощи импульса 180∘ в 

середине периода t1. Следом выполняется обратный этап INEPT, переносящий 

намагниченность обратно на протон. В момент возвращения намагниченности 

обратно на протон, она испытывает перефокусировку двумя импульсами 180∘. В 

течение времени обнаружения (t2) обнаруживается намагниченность протона 

[18]. 

 

5.  Структура и конформационные параметры ДНК 

 

5.1. Основные «строительные блоки» ДНК 

 

Существует два вида нуклеиновых кислот — дезоксирибонуклеиновая 

кислота (ДНК) и рибонуклеиновая кислота (РНК). Первая играет 

первостепенную роль, так как ДНК является носителем генетической 

информации во всех клеточных организмах [19]. 

«Строительные блоки» молекулы нуклеиновой кислоты известной как 

нуклеотид содержат три компонента в своей структуре: гетероциклическое 

ароматическое основание, пентозный сахар и фосфатную группу. В ДНК 

четыре ароматических основания, которые могут быть замещенными 

моноциклическими пиримидинами или бициклическими пуринами. 

Пиримидиновые основания — это цитозин (C) и тимин (T), а пуриновые - 

аденин (A) и гуанин (G) (рис. 12) [20]. 
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Рисунок 12 – Структура пуриновых (A, G) и пиримидиновых (C, T) оснований, 

присутствующих в молекулах ДНК 

 

Сахарно-фосфатная группа имеет не меньшее значение, так как она 

образует основу молекул ДНК; в ДНК сахаром является дезоксирибоза, 

которая показана на рисунке 13 [1]. 

 

 

Рисунок 13 – Структура сахарофосфатной группы дезоксирибозы 

 

5.2. Фосфодиэфирные связи 

 

Нуклеотиды могут ковалентно соединяться друг с другом, образуя 

длинные цепи, которые называются олигонуклеотидами. Ковалентная связь 

возникает между фосфатными и сахарными группами (рис. 14). Для любого 

одного нуклеотида фосфатная группа, присоединенная в 5′-положении 

сахарного кольца, связана с гидроксильной группой в 3′-положении 

предыдущего нуклеотида. Фосфатно-гидроксильная связь носит название 
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фосфодиэфирной связи [20]. Все 5′ и 3′ группы участвуют в 

фосфодиэфирных связях кроме первого и последнего нуклеотидов в 

нуклеотидной цепи, которые имеют свободные 5′ фосфатную и 3′ 

гидроксильную группы, соответственно [19]. 

 

 

Рисунок 14 – Иллюстрация полинуклеотидной цепи 

 

5.3. Пары оснований с водородной связью Уотсона-Крика 

 

Пары оснований образуются в соответствии с правилами 

комплементарности. Согласно этим правилам, предпочтительны связи между 

пуриновыми и пиримидиновыми основаниями. Каждая пара оснований 

образуется за счет водородных связей между основаниями, которые 

выстраиваются на противоположных нуклеотидных цепях. Комплементарная 

пара оснований позволяет гуанину (G) образовывать пару с цитозином (C), а 

аденину (A) - с тимином (T). В парах оснований G-C и A-T задействованы 

три и две водородные связи соответственно. Данные пары оснований 

зачастую называют каноническими или же парами оснований Уотсона-Крика 

(рис. 15). Пары оснований Уотсона-Крика не только придают стабильность 
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двуспиральной структуре молекулы ДНК, но и позволяют выравнивать 

функциональные группы для последующего взаимодействия с иными 

молекулами, например, с белками [21]. 

 

 

Рисунок 15 – Иллюстрация G-C (вверху) и A-T (внизу) канонических пар оснований 

Уотсон – Крика 

 

Стэкинг между соседними основаниями обусловлен взаимодействием 

π-орбиталей между ароматическими кольцами оснований [22]. Этот стэкинг 

способствует общей стабильности структуры нуклеиновой кислоты [23]. 

Наиболее стабильным является стэкинг между пурин-пуриновыми 

основаниями, за которым следуют пиримидин-пуриновые и пиримидин-

пиримидиновые взаимодействия, что имеет значение для восстановления 

ДНК с несоответствиями [24]. 

 

5.4. Модели ДНК 

 

5.4.1 B-ДНК 

 

B-форма (рис. 16, слева) — это наиболее распространенная 

конформация, которую принимает ДНК в водном растворе. Основные 

спиральные параметры которой приведены в таблице 2. Каждая молекула 
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состоит из двух олигонуклеотидных цепей (синей и красной), которые 

закручиваются, образуя правостороннюю спираль диаметром около 20 Å. 

Дуплекс закручивается вокруг общей оси таким образом, что разделить 

нуклеотидные цепи невозможно без предварительного раскручивания 

спирали. 

 

 

Рисунок 16 – Молекулярные модели, иллюстрирующие три основные конформации ДНК: 

B-ДНК, A-ДНК и Z-ДНК 

 

При образовании двойной спирали полинуклеотидные цепи 

соединяются антипараллельно и имеют как 5′, так и 3′ концы. Следовательно, 

5′-конец соединяется исключительно с 3′-концом, а 3′-конец соединяется 

исключительно с 5′-концом, таким образом что нити идут в 

противоположных направлениях. 

При рассмотрении спирали по центральной оси, то сахарно-фосфатная 

основа находится на периферии молекулы ДНК, а основания занимают 

центральную часть спирали. Такая конформация обеспечивает 

дополнительную стабильность, поскольку отталкивание, вызванное 

противоположными сахарофосфатными группами, сведено к минимуму. 

Пары оснований располагаются таким образом, что они лежат в плоскости, 

почти перпендикулярной самой спирали. 

В идеальной молекуле B-ДНК ось спирали проходит примерно через 

центр каждой пары оснований. Это приводит к образованию в спиральной 



30 

 

структуре двух внешних бороздок – большой и малой. Благодаря тому, что 

пары оснований выровнены, происходит укладка оснований, что еще больше 

стабилизирует структуру двойной спирали [25]. 

 

Таблица 2 

Сводка основных параметров спирали, показывающая сравнение 

между В-, А- и Z-конформациями ДНК 

Параметр спирали А-ДНК В-ДНК Z-ДНК 

Форма двойной 

спирали 
правозакрученная правозакрученная левозакрученная 

Конформационная 

структура сахарного 

остова 

C3’–endo C2’–endo C3’–endo (syn) 

Число остатков на 

оборот 
11 10 12 

Угол поворота 

спирали на пару 

оснований (∘) 

32,7 36,0 –9,0; –51,0 

Подъем на пару 

оснований (Å) 
2,9 3,3-3,4 3,7 

Наклон основания (∘) 20,0 –6,0 –7,0 

Ширина большой 

бороздки (Å) 
2,7 11,7 8,8 

Ширина малой 

бороздки (Å) 
11,0 5,7 2,0 

Глубина большой 

бороздки (Å) 
13,5 8,8 3,7 

Глубина малой 

бороздки (Å) 
2,8 7,5 13,8 
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5.4.2. А-ДНК 

 

Несмотря на кажущуюся похожесть А-формы ДНК (рис. 16, посередине) 

на В-ДНК, на самом деле у А-формы ДНК основания наклонены на 20∘ 

больше в сторону спирали. Это обстоятельство придает А-форме молекулы 

ДНК более широкий и плоский вид с глубокой большой и очень мелкой малой 

бороздками (табл. 2). Двухцепочечная РНК имеет тенденцию принимать А-

форму в растворе [26]. 

 

5.4.3. Z-ДНК 

 

Известно, что Z-форма ДНК (рис. 16, справа) не встречается в живых 

клетках в качестве основной конформации ДНК. Однако Z-ДНК образуется в 

последовательностях, содержащих чередующиеся пурины и пиримидины, 

например d(CG). Z-ДНК отличается от B- или A- формы ДНК тем, что Z-

ДНК является левосторонней спиралью. То есть в отличие от B-ДНК, 

закручивающейся по часовой стрелке, Z-ДНК закручивается против часовой 

стрелки (табл. 2) [27]. 

 

5.5. Конформация ДНК 

 

Конформация пятичленного сахара дезоксирибозы определяется 

конформацией, в которой находится ДНК. В В-ДНК наиболее 

распространенная структура сахарного остова – C2′-эндо-конформация, А-

ДНК в основном принимает C3′-эндо конформацию, тогда как в Z-ДНК 

присутствуют обе конформации [2]. Обе сахарные конформации показаны на 

рисунке 17. 
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Рисунок 17 – Иллюстрация конформаций сахаров в нуклеиновых кислотах: C3′-эндо (A-

 ДНК) и C2′-эндо (B-ДНК) 

 

От ряда двугранных углов, возникающих при наличии 

сахарофосфатной группы (рис. 18) будет зависеть конформация нуклеотида. 

Здесь  , 𝛽, 𝛾, 𝜀 и 𝜁 будут определять конформацию только фосфатной 

основы, тогда как 𝛿 будет описывать амплитуду фазы и будет зависеть как от 

сахара дезоксирибозы, так и от фосфатной основы; 𝜒 известен как 

гликозидный угол и определяет положение самого основания по отношению 

к сахарному кольцу дезоксирибозы. 

 

 

Рисунок 18 – Двугранные углы, определяющие конформацию нуклеотида и ориентацию 

фосфатной основы в нуклеиновой кислоте 

 

Существует пять двугранных углов, которые характеризуют сахарную 

укладку, от 𝜈0 до 𝜈4 (рис. 19), и, кроме того, конформация сахара может быть 

определена фазовым углом псевдоротации (P) и амплитудой (𝜑) 𝛿 и 𝜒. 
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Рисунок 19 – Двугранные углы сахарного остова дезоксирибозы, определяющие его 

конформацию 

 

Определение структуры — это процесс получения трехмерной 

подтвержденной структуры путем вычислительного моделирования с 

использованием методов молекулярной механики и молекулярной динамики 

(МД) на основе экспериментальных данных. 

Ограничения экспериментального характера выводятся при анализе 

данных ЯМР. После этого данные передаются в программу для определения 

структуры. После расчетов структуры полученные структуры анализируются 

и проверяются, а ограничения изменяются до тех пор, пока не будет 

получена надежная структура для детального конформационного анализа [1]. 

 

6. Молекулярное моделирование 

 

Молекулярное моделирование используется для создания трехмерного 

представления молекулы для понимания их структуры, а также для 

понимания их поведения при заданных условиях. В моделируемой системе 

позиции атомов или молекул представляются декартовыми координатами (x, 

y, z) атомов или же внутренними координатами, при которых все атомы 

системы представлены друг относительно друга. 

Молекулярная динамика (МД) — это тип компьютерного 

моделирования, при котором атомам и молекулам предоставляется 

возможность взаимодействовать друг с другом в течение определенного 
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времени. Это дает представление о внутреннем движении атомов в молекуле 

или системе. Оптимизация геометрии (ОГ) молекулы обычно проводится 

перед MД-симуляцией. Моделирование позволяет найти не глобальный 

минимум, локальные минимумы на поверхности потенциальной энергии [28]. 

 

6.1. Ограничения по расстоянию 

 

ЯЭО является важным параметром при определении структуры 

методом ЯМР [5]. Теория ядерного эффекта Оверхаузера гласит, что 

скорость дипольной кросс-релаксации обратно пропорциональна шестой 

степени расстояния (rij) между двумя взаимодействующими 
1
H-спинами (i и 

j): 

 

NOEij ∼
 

   
  

(

5) 

 

При этом ограничения на расстояние генерируются из многочисленных 

кросс-пиков, наблюдаемых в спектрах NOESY с помощью специальных 

программ. Такие программы используют встроенные протоколы для 

автоматической генерации ограничений по расстоянию от 
1
H2O и 

2
H2O 

NOESY спектров, которые были назначены. 

Задается опорное ЯЭО-расстояние (rref), на основе которого 

рассчитываются все остальные расстояния (ri). Обычно это известное 

ковалентное расстояние, которое вряд ли изменится в структуре. По 

умолчанию выбирается функция расстояния «стандартная интенсивность» 

(Sref), а интенсивности пиков (Si) измеряются на основе интегрированных 

объемов пиков: 

        (
    
  
)

 
 
 

(

6) 
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В ДНК в качестве опорного расстояния выбрано расстояние между 

протонами гуанина NH-NH2 (1) (2,5 Å) для экспериментов в 
1
H2O и 

расстояние между протонами цитозина H5-H6 (2,4 Å) для экспериментов в 

2
H2O [29]. 

Нижняя граница ограничений на расстояния, обусловленная ван-дер-

ваальсовым радиусом имеет значение около 1,7 Å. Обычно ЯЭО-связи 

рассчитываются для расстояний до 5 Å. Однако верхний предел ограничений 

на расстояние зачастую устанавливается на значении 6,5 Å, для учета таких 

факторов, например, как спиновая диффузия, при которой ЯЭО, 

генерируемый между двумя ядрами, распространяется или диффундирует к 

другим ядрам молекулы при более длительном времени смешивания. 

Погрешность этих пределов зависит от степени перекрытия ЯЭО в спектре, 

но обычно составляет от 10 до 20%. После расчета ограничений на 

расстояние они экспортируются в формат, который может быть распознан 

программой расчета структуры. 

 

6.2. Ограничения двугранных углов 

 

Двугранные углы дают информацию о конформации сахарного остова, 

гликозидном двугранном угле и ориентации сахара по отношению к 

основанию. 

Конформация, принимаемая сахарным остовом, может быть 

определена при помощи констант связи (
3
JH1′-H2′) из DQF-COSY-эксперимента 

(рис. 20). Большие значения константы связи (7-11 Гц) свидетельствуют о 

том, что сахарное кольцо имеет C2′-endo конформацию, поэтому конформацией 

ДНК является B-форма ДНК. При малых значениях константы связи (2-3 Гц) 

сахарный остов принимает C3′-endo конформацию и, следовательно, 

конформацию A-ДНК. В зависимости от значений 
3
JH1′ -H2′, полученных из 
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спектра DQF-COSY, двугранные углы определяются по стандартным 

значениям для B- или A-формы ДНК. 

 

 

Рисунок 20 – Визуализация 
3
J-связи и извлечение константы связи из спектров DQF-COSY 

 

Если экспериментальные данные для определения двугранных углов 

основания ( , 𝛽, 𝛾, 𝜀 и 𝜁) отсутствуют, то значения этих углов могут быть 

определены с помощью вышеописанного подхода после идентификации 

сахарного остова для каждого нуклеотида. Назначенные значения и пределы 

погрешности для каждого двугранного угла могут быть изменены и сужены 

на основе структур, полученных в результате первоначальных расчетов. 

Изначально используются более широкие пределы вокруг стандартных 

значений, чтобы учесть большую динамику движения молекулы ДНК. 

Однако в таких случаях можно обнаружить, что структуры сходятся к 

общему набору двугранных углов в соответствии с предпочтительной 

конформацией молекулы. Это позволяет присвоить каждому двугранному 

углу более подходящее значение с более узкими пределами погрешности [1]. 

 

6.3. Ограничения водородной связи и планарности 
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Обменные иминопротоны участвуют в образовании водородных 

связей, и они появляются на участке спектра соответствующему низким 

значениям поля из-за укладки пар ароматических оснований в структуре 

ДНК. Ограничения на водородные связи включаются при наблюдении 

межнуклеотидных имино-имино (10-15 м.д.) и имино-амино (6-9 м.д.) 

обменных ЯЭО в спектрах NOESY, что свидетельствует о сопряжении 

оснований, то есть об образовании водородных связей. Ограничения 

планарности гарантируют, что каждая пара оснований остается планарной в 

молекуле ДНК. Они добавляются в первоначальные наборы расчетов, с 

целью помощи спиралевидной форме ДНК, однако устраняются на этапе 

уточнения структуры в момент наблюдения в структурах планарности, даже 

при условии отсутствия этих ограничений [30]. 

 

6.4. Расчеты структуры 

 

Для любого расчета определения структуры до момента добавления 

экспериментальных ограничений создается исходная точка. Требования к 

расчету включают файл топологии и файл структуры. В первый файл 

топологии заключается информация о молекуле (типы атомов, массы, заряды 

и связи), а в файле структуры - информация о координатах атомов. Их 

объединяют для создания файла структуры (psf), который можно ввести в 

программу определения структуры. 

После создания psf-файла перед проведением расчетов по определению 

структуры можно добавить экспериментальные ограничения, чтобы 

ограничить структуры расстояниями и углами, рассчитанными по данным 

ЯМР. Если экспериментальные ограничения исключены из расчета, 

необходимо сделать предположения для ограничения структуры и динамики, 

чтобы избежать получения очень случайных исходных структур. Например, 

для нуклеиновых кислот, если присутствуют канонические пары оснований, 
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пары оснований могут быть настроены на стандартные ограничения 

водородных связей [31]. 

Первоначально генерируется 100 структур с помощью расчетов 

моделируемого отжига с ограничениями (расстояния ЯЭО, ограничения 

водородных связей и двугранных углов). На этом этапе целью является поиск 

оптимальных структур путем свободного исследования конформационного 

пространства, начиная с входного файла структур. 

Затем проводится рандомизация этих 100 структур с целью поиска 

конформаций с наименьшей энергией. Длительный период сдержанной 

молекулярной динамики проводится с начальной температурой 3500 К. Это 

гарантирует, что все атомы свободны от любых взаимодействий, что 

позволяет им произвольно перемещаться в конформационном пространстве. 

Далее температура системы постепенно понижается до 12,5 К за 0,2 пс, для 

поиска конформации имеющей наименьшую энергию. 

Структуры, имеющие наименьшее значение энергий, полученные в 

ходе имитационного отжига, проходят этап уточнения, уменьшающий 

количество нарушений ограничений, который направлен на создание 

улучшенных структур с меньшим среднеквадратичным отклонением по 

сравнению с имитационным отжигом. Низкое значение среднеквадратичного 

отклонения важно, так как оно дает представление о том, насколько хорошо 

структуры перекрывают друг друга и, следовательно, насколько похожи 

структуры, полученные в результате расчетов структуры. На данном этапе 

отбрасываются те структуры, которые имеют высокие энергии и 

среднеквадратичное отклонение по сравнению со средним значением 

ансамбля структур.  

Десять структур, имеющих наименьшее среднеквадратичное 

отклонение на этом этапе, подвергаются заключительному уточняющему 

расчету, и окончательная структура принимается на основании низкого 

среднеквадратичного отклонения, низкой энергии и наименьшего числа 

нарушений ограничений [1]. 
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ГЛАВА II. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

 

В рамках данной работы был исследован двенадцатизвенный 

олигонуклеотид 5'-CGC-ATG-CTA-CGC-3' (см. приложение 1, рис. 1). 

Образец данного олигонуклеотида был растворен в Na-фосфатном буфере 20 

мМ, NaCl 50 мМ, с содержанием D2O и H2O 10%/90% (v/v). Для соотнесения 

сигналов со структурой исследуемого образца записаны 1D и 2D спектры 

ЯМР: 
1
H-

1
H-DQF-COSY, 

1
H-

1
H-TOCSY, 

1
H-

1
H-ROESY, 

1
H-

1
H-NOESY, 

1
H-

13
C-HSQC, 

1
H-

13
C-HMBC, 

1
H-

31
P-HSQC, 

1
H-

31
P-HSQC-NOESY. Все спектры 

ЯМР регистрировались на спектрометре высокого разрешения «AVANCE III 

600МГц» фирмы «Bruker», оснащенного трехядерным инверсным датчиком 

TBI, а также блоком BCU 05 контроля температуры, на базе лаборатории 

биофизической химии наносистем КИББ ФИЦ КазНЦ РАН. 

 

1.  Расшифровка спектров олигонуклеотида при 60   

 

С целью упрощения первоначальной расшифровки указанные спектры 

были записаны при температуре 60  , в связи с тем, что при данной 

температуре наблюдались узкие сигналы в спектрах ЯМР с хорошей 

дисперсией химических сдвигов. При данной температуре олигонуклеотиды 

теряют свою трехмерную структуру, что подтверждалось отсутствием 

сигналов ЯМР в характерной области от 12 до 14 м.д. При таких 

температурах водородные связи стабилизирующие трехмерную структуру 

ДНК не образуются, конформационно олигонуклеотид «разворачивается».  

При соотнесении сигналов атомов различных групп олигонуклеотида, 

был использован банк данных биологического магнитного резонанса 

(BMRB), в котором предоставлена статистическая информация о диапазонах 

химических сдвигов функциональных групп нуклеотидов [32].  

Приведем расшифровку спектров нуклеотида на примере цитозина (рис. 21). 
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Рисунок 21 – Фрагмент нуклеотидной последовательности d(5'-CGCATGCTACGC-3') 

 

Соотнесение целесообразно начинать с кросс-пиков между протонами 

Н5 - Н6, так как в характерных для данных сигналов области, кросс-пиков 

между протонами других нуклеотидов, а также между протонами самого 

цитозина С не наблюдается (рис. 22).  
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Рисунок 22 – Фрагмент гомоядерного корреляционного спектра 
1
H-

1
H-TOCSY 

олигонуклеотида d(5'-CGCATGCTACGC-3') 

 

На спектре наблюдаются пять пар кросс-пиков соответствующих 

сигналам протонов Н5 и Н6 для пяти цитозинов нуклеотида d(5'-

 CGCATGCTACGC-3'). 

Используя значения химических сдвигов протонов Н5 и Н6 и известный 

диапазон химических сдвигов соответственных углеродов, в гетероядерном 

корреляционном спектре 
1
H-

13
C HSQC обнаруживаются сигналы C5 и С6 (рис. 

23). 

 

 

Рисунок 23 – Фрагмент наложенных гетероядерных корреляционных спектра 
1
H-

13
C-

HSQC (синим), 
1
H-

13
C-HMBC (оранжевый) для d(5'-CGCATGCTACGC-3') 

 

(м.д.) 

(м.д.) 

(м
.д
.)

 
(м
.д
.)
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В гетероядерном спектре 
1
H-

13
C-HMBC наблюдается корреляция между 

протоном Н6 и углеродами С2 и С4, не имеющими химической связи с 

протонами. Здесь же обнаруживается корреляция между протоном Н6 и 

углеродом С1’ сахарного остова. Тем самым осуществляется переход 

расшифровки нуклеотида С с атомов аминокислотного остатка на атомы 

сахарного остова. В спектре 
1
H-

13
C-HSQC в характерных диапазонах 

химических сдвигов для протона Н1’ и углерода С1’ выявляется сигнал Н1’ -

 С1’ (рис. 23). 

Далее в гомоядерном спектре, например, 
1
Н-

1
Н-TOCSY 

последовательно обнаруживаются корреляционные сигналы между атомами 

H1’ - H2’, H1’ - H2’’; H2’ - H3’, H2’’ - H3’. Сигналы находятся в области 

химических сдвигов, характерных для данных групп протонов. 

По известным химическим сдвигам H2’, H2’’, H3’ и диапазону 

химических сдвигов соответственных углеродов в спектре 
1
H-

13
C-HSQC 

обнаруживаются сигналы H2’ - C2’, H2’’ - C2’, H3’ - C3’. 

Частотный диапазон характерный для протонов H4’ и Н5’, Н5’’ 

совпадает. В спектре 
1
Н-

1
Н-TOCSY (рис. 24, а) в данном диапазоне от 

диагонального сигнала протона H3’ ожидаемо наблюдаются три кросс-пика. 

Исключить неоднозначность при соотнесении данных сигналов позволяет 

спектр 
1
Н-

1
Н-DGF-COSY (рис. 24, б), в котором наблюдается кросс-пик 

между протонами H3’-H4’, следовательно в спектре 
1
Н-

1
Н-TOCSY остальные 

два кросс-пика соответствуют корреляции между протонами H3’-H5’, H3’-

H5’’. 

По аналогии, по известным химическим сдвигам H4’, H5’, H5’’, и 

диапазону химических сдвигов соответственных углеродов в спектре 
1
H-

13
C-

HSQC обнаруживаются сигналы H4’ - C4’, H5’ - C5’, H5’’ - С5’. 
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Рисунок 24 – Фрагменты гомодерных корреляционных спектров олигонуклеотида d(5'-

 CGCATGCTACGC-3'): а) 
1
Н-

1
Н-TOCSY; б)

1
Н- 

1
Н- DGF-COSY 

 

Расшифровку сигналов ядер аминокислотного остатка тимина 

целесообразно начинать с соотнесения кросс-пиков между протонами 

метильной группы М7, имеющих специфический диапазон химического сдвига, 

и протонами H6. В спектре 
1
H-

13
C-HSQC обнаруживаются сигналы с протонов 

М7 и Н6 на соответствующие углероды С7 и С6. В спектре 
1
H-

13
C-HMBC 

наблюдаются корреляции между протоном Н6 и углеродами С5, С4, С2, С1’. 

Для сигналов ядер аминокислотного остатка аденина расшифровка 

начинается в спектре 
1
H-

13
C-HSQC, в котором наблюдаются корреляционные 

сигналы между протоном Н8 и углеродом С8. Далее в спектре 
1
H-

13
C-HMBC 

обнаруживается корреляция с протона Н8 на углероды С5 и С6. В данном же 

спектре наблюдается сигнал в характерной области между протоном Н1’ и 

углеродом С8. В спектре 
1
H-

13
C-HSQC по известному химическому сдвигу Н1’ 

выявляется корреляция на углерод С1’. Так же в спектре 
1
H-

13
C-HSQC 

обнаруживается сигнал H2-C2.  

Расшифровку сигналов ядер аминокислотного остатка гуанина, по 

аналогии с ядрами аминокислотного остатка аденина, следует начинать с 

спектра 
1
H-

13
C-HSQC, в котором в характерных областях наблюдается сигнал 

Н8-С8. В спектре 
1
H-

13
C-HMBC обнаруживается корреляция между протоном 

а) б) 

(м.д.) (м.д.) 

(м
.д
.) 



45 

 

Н8 и углеродами С4, С6 и С5. В этом же спектре наблюдается сигнал Н1’-С8 

в характерной для него области. А далее в спектре 
1
H-

13
C-HSQC по 

известному химическому сдвигу Н1’ выявляется корреляция на углерод С1’. 

Далее соотнесение сигналов ядер сахарного остова выполняется 

аналогичным образом, как и для сахарного остова цитозина. 

Олигонуклеотид состоит из цепочки последовательно соединенных 

нуклеотидов. При помощи корреляционных спектров по типу 
1
H-

1
H-NOESY 

и 
1
H-

1
H-ROESY, в основе которых лежит ядерный эффект Оверхаузера, 

можно наблюдать внутринуклеотидные и межнуклеотидные сигналы ядер. 

Первые дают дополнительную информацию для соотнесения сигналов 

ядер как аминокислотного остатка, так и сахарного остова, в частности данная 

информация необходима при соотнесении малодисперсных, 

перекрывающихся сигналов, чтобы исключить возникающие 

неоднозначности. 

Вторая же группа сигналов используется для непосредственного 

выстраивания нуклеотидов в последовательную цепочку. К данным сигналам 

относятся сигналы между протонами аминокислотного остатка одного 

нуклеотида и сахарным остовом соседнего нуклеотида (рис. 25). 
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Рисунок 25 – Фрагмент гомоядерного корреляционного спектра 
1
H-

1
H-ROESY для d(5'-

 CGCATGCTACGC-3'). Температура Т= 60 ℃. Время смешивания 𝜏𝑚=400мс 

 

Следующим этапом расшифровки является нахождение химических 

сдвигов фосфора. Для данного этапа были использованы спектры 
1
H-

31
P-

HSQC и 
1
Н-

31
P-HSQC-NOESY. 

Фосфорным остовом соединяются два нуклеотида, поэтому в спектре 

для одного фосфора наблюдаются корреляции на протоны Н1’, Н2’, Н2’’, Н3’ 

сахарного остова предыдущего нуклеотида и корреляции на протоны Н5’, 

Н5’’ следующего нуклеотида. Данные сигналы также дают дополнительную 

информацию о последовательном расположении нуклеотидов. У концевого 

цитозина С12 фосфорного остова не наблюдается (рис. 26). 
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Рисунок 26 – Фрагмент гетероядерного корреляционного спектра 
1
Н-

31
P-HSQC-NOESY 

олигонуклеотида d(5'-CGCATGCTACGC-3') 

 

2.  Температурная калибровка спектров 

 

Температурная калибровка сигналов с использованием метанола-d4 

была выполнена согласно статье [33]. 

Температура образца высчитывается по формуле: 

           ( 𝛿)           𝛿           (7) 

Здесь  𝛿 – разность химических сдвигов между метильной и 

гидроксильной группами. 

Реальная температура, при которой были записаны спектры 

олигонуклеотида составила 63,6  . 

Зависимость химического сдвига воды в зависимости от температуры 

приведена в статье [34]. 

Данная зависимость описывается следующим образом: 

𝛿      𝛽  𝛾 (8) 

где             , 𝛽             , 𝛾        . 

(м.д.) 

(м
.д
.)
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После этого была проведена калибровка сигналов протонов, 

полученных при расшифровке. Таблица химических сдвигов сигналов 

олигонуклеотида, полученная при 60   приведена в приложении 2 (табл. 1). 

 

3.  Расшифровка спектров ЯМР олигонуклеотида при 5  

 

При понижении температуры до 20 ℃ в протонных спектрах в области 

13-14 м.д. начинают наблюдаться сигналы, характерные для протонов 

иминогруппы тимина и гуанина, свидетельствующие об образовании 

водородных связей и как следствие об образовании трехмерной 

конформационной структуры олигонуклеотида. 

 

Рисунок 27 – Наложение одномерных протонных спектров исследуемого олигонуклеотида 

d(5'-CGCATGCTACGC-3') при 5 ℃ (синим) и 20 ℃ (красным). Показана слабопольная 

область спектра ЯМР 
1
Н характерная для иминопротонов, доказывающих образование 

водородных связей между основаниями нуклеотидов. 

 

Далее была записана серия двумерных спектров: 
1
H-

1
H-DGC-COSY, 

1
H-

1
H-TOCSY, 

1
H-

1
H-NOESY, 

1
H-

13
C-HSQC, 

1
H-

13
C-HMBC. 

Сигналы, соотнесенные при высокой температуре 60℃, дают 

представление о том в какой области и каким образом потенциально могут 

располагаться сигналы при температуре 5℃, что облегчает соотнесение 

(м.д.) 
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сигналов при 5℃. Помимо прочего сигналы, соотнесенные в спектре 
1
H-

1
H-

ROESY, дают представление о том, какие сигналы можно ожидать в спектре 

1
H-

1
H-NOESY при 5℃. Данная информация имеет особе значение в связи с 

тем, что при температуре 5℃ гетероядерные спектры малоинформативны по 

причине потери сигналов в следствии обменных процессов, а потому для 

отдельных нуклеотидов переход расшифровки с аминокислотного остатка на 

сахарный остов с использованием спектров 
1
H-

13
C-HSQC, 

1
H-

13
C-HMBC по 

аналогии с расшифровкой спектров при 60   попросту невозможен. Поэтому 

при помощи сигналов ЯЭО между протонами аминокислотного остатка и 

сахарного остова обнаруженных в спектре 
1
H-

1
H-ROESY, по аналогии 

осуществляется расшифровка в 
1
H-

1
H-NOESY спектре соответственно. Также 

при помощи сигналов ЯЭО, обнаруженных в спектре 
1
H-

1
H-ROESY между 

протонами соседних нуклеотидов, по аналогии в спектре 
1
H-

1
H-NOESY 

происходит выстраивание нуклеотидов в последовательную цепочку. 

На рисунке 25 представлен фрагмент гомоядерного корреляционного 

спектра 
1
H-

1
H-ROESY в области сигналов, позволяющих осуществить 

переход расшифровки с основания на сахарный остов, а также 

межнуклеотидные сигналы. На рисунках 27 и 28 представлены области тех 

же самых сигналов в гомоядерном корреляционном спектре 
1
H-

1
H-NOESY. В 

спектрах при 5  введена новая условная нумерация нуклеотидов с 101 по 

112. 
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Рисунок 28 – Фрагмент гомоядерного корреляционного спектра 
1
H-

1
H-NOESY 

олигонуклеотида d(5'-CGCATGCTACGC-3'). Температура 5℃, время смешивания 

𝜏𝑚=120мс 

 

 

Рисунок 29 – Фрагмент гомоядерного корреляционного спектра 1H-1H-NOESY 

олигонуклеотида d(5'-CGCATGCTACGC-3'). Температура 5 ℃, время смешивания 

𝜏𝑚=120мс 

 

Следующий этап расшифровки спектра 
1
H-

1
H-NOESY заключался в 

соотнесении сигналов протонов аминогруппы аденинов, гуанинов и 
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цитозинов, исходя из характерных диапазонов химических сдвигов. Однако 

данные характерные области аминопротонов пересекаются характерными 

областями большого количества протонов тем самым усложняя 

идентификацию сигналов. В связи с этим, соотнесена часть аминопротов: 

С101Н42, С103Н41, С103Н42, С107Н41, С107Н42, А104Н61, А104Н62 (рис. 

29). 

 

 

Рисунок 30 – Фрагмент гомоядерного корреляционного спектра 
1
H-

1
H-NOESY. 

Температура Т= 5 ℃. Время смешивания 𝜏𝑚=120мс 

 

 

Последующая расшифровка спектра 
1
H-

1
H-NOESY заключалась в 

соотнесении сигналов в области 13-14 м.д. характерной для ядер протонов 

иминогруппы аминокислотных остатков тимина и гуанина. Переход к 
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расшифровке в данной области осуществляется за счет сигнала между 

нелабильным Н6 тимина Т105 и протоном Н3 иминогруппы, тем самым 

идентифицируется первый из трех интенсивных диагональных сигналов 

данной области (рис. 30). 

 

 

Рисунок 31 – Фрагмент гомоядерного корреляционного спектра 
1
H-

1
H-NOESY. 

Температура Т= 5 ℃. Время смешивания 𝜏𝑚=120мс 

 

Далее от данного диагонального сигнала, соответствующего протону 

Т105 Н3-Н3, наблюдается кросс-пик на следующий диагональный сигнал. 

Исходя из известной последовательности нуклеотидов предполагается, что 

наблюдается кросс-пик на протон Н1 соседнего гуанина G106. От 

диагонального сигнала, соответствующему сигналу G106 Н1-Н1 наблюдается 

еще один кросс-пик, однако в последовательной цепочке нуклеотидов 

отсутствуют соседние тимины и гуанины, следовательно, данный кросс-пик 

наблюдается на протон иминогруппы нуклеотида пространственно 

близкорасположенного вследствие образования трехмерной конформационной 
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структуры. Таблица химических сдвигов ядер олигонуклеотида d(5'-

CGCATGCTACGC-3') при 5  приведена в приложении 2 (табл. 2). 

После идентификации сигналов протонов имино- и аминогрупп 

происходит расшифровка спектра 
1
H-

1
H-NOESY в области, характерной для 

сигналов между протонами имино- и аминогруппами, между протонами 

иминогрупп и протонами аминокислотного остатка для выяснения пар 

комплиментарных нуклеотидов, участвующих в образовании водородных 

связей, а также для нахождения протонов, между которыми возникает 

эффект ЯЭО (рис. 31). Данная информация позволяет предположить 

возможную трехмерную структуру олигонуклеотида. 

 

 

Рисунок 32 – Фрагмент гомоядерного корреляционного спектра 1H-1H-NOESY. 

Температура Т= 5 ℃. Время смешивания 𝜏𝑚=120мс 

 

4.  Расчет конформационной структуры олигонуклеотида 

 

В связи с тем, что в спектре 
1
H-

1
H-NOESY в области 13-14 м.д. 

наблюдается три диагональных пика, ожидается, что олигонуклеотид 

образует три водородные связи между комплиментарными основаниями. 
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Исходя из информации, полученной при соотнесении сигналов, была 

выдвинута гипотеза, что олигонуклеотид d(5'-CGCATGCTACGC-3') в водном 

растворе образует либо «шпильку», то есть происходит образование 

водородных связей между комплиментарными парами нуклеотидов внутри 

одной цепочки, либо происходит образование двухцепочечной конформации, 

где одна цепочка встает напротив другой противоположным концом и со 

сдвигом относительно середины цепочки. Исходя из вышеизложенного были 

предположены следующие структуры олигонуклеотида. 

Гипотеза №1. Олигонуклеотид принимает конформацию «шпилька» с 

образованием водородных связей между следующими парами 

комплиментарных нуклеотидов: С101-G111; G102-C110; A104-T108 (рис. 32). 

 

 

Рисунок 33 – Схематическая иллюстрация образования «шпильки» 

 

Гипотеза №2. Олигонуклеотид принимает конформацию «шпилька» с 

образованием водородных связей между следующими парами 

комплиментарных нуклеотидов: G102-C112; C103-G111; T105-A109 (рис. 33). 

 

 

Рисунок 34 – Схематическая иллюстрация образования «шпильки» 

 

Гипотеза №3. Олигонуклеотид принимает двухцепочечную 

конформацию с образованием водородных связей между следующими 

парами комплиментарных нуклеотидов: G102-C107; C103-G106; A104-T105 

(рис. 34). Однако при данной конформации образуется не 3 пары водородных 
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связей, а 6, но в связи с тем, что такая структура симметрична, сигналы от 

идентичных пар комплиментарных нуклеотидов совпадают и в спектре 

наблюдается всего три диагональных сигнала в области имино-протонов 

(рис. 30). Исходя из предполагаемой структуры, становится очевидно, что 

третьим диагональным сигналом является сигнал от протона Н1 гуанина 

G106. 

 

 

Рисунок 35 – Схематическая иллюстрация структуры двухцепочечной конфигурации 

 

Для расчета трехмерной структуры в программе «CYANA» 

использовались следующие данные: 

1) значения химических сдвигов соотнесённых протонов 

олигонуклеотида d(5'-CGCATGCTACGC-3'); 

2) предварительно проинтегрированные сигналы ЯЭО, полученные из 

спектра 
1
H-

1
H-NOESY; 

3) информация об образовавшихся водородных связях; 

4) значения двугранных углов. 

На основе данной информации для каждой из гипотез были рассчитаны 

и получены следующие трехмерные структуры. 

Для гипотезы №1 об образовании «шпильки» с образованием 

водородных связей: С101-G111; G102-C110; A104-T108 трёхмерная 

конформация представлена на рисунке 35. 
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Рисунок 36 – Ансамбль из 20 структур, полученных в результате оптимизации структуры 

на основании данных ЯМР согласно гипотезе 1 в конформации «шпильки» 

 

Для гипотезы №2 об образовании «шпильки» с образованием 

водородных связей: G102-C112; C103-G111; T105-A109 трёхмерная 

конформация представлена на рисунке 36. 
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Рисунок 37 – Ансамбль из 20 структур, полученных в результате оптимизации структуры 

на основании данных ЯМР согласно гипотезе 2 в конформации «шпильки» 

 

Для гипотезы №3 об образовании двуцепочечной конформации с 

образованием пар водородных связей между парами нуклеотидами: G102-

C107; C103-G106; A104-T105 трёхмерная конформация представлена на 

рисунке 37. 
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Рисунок 38 – Трехмерная структура двухцепочечной конфигурации полученная в 

результате расчёта на основании данных ЯМР  

 

При оптимизации моделей на основании трех гипотез была получена 

следующая статистическая информация (табл. 3): 

 

Таблица 3 

Статистическая информация, полученная при расчете трехмерных структур 

 Гипотеза №1 

«Шпилька» 

Гипотеза №2 

«Шпилька»  

Гипотеза №3 

Двухцепочечная 

конформация 

Число нарушений ограничения 

по расстоянию 
26 32 5 

Число нарушений ограничения 

по значению угла 
4 2 0 

Среднее значение 

среднеквадратичного 

отклонения для ядер (Å) 

0.90   0.22 1.72   0.84 2.23   0.57 

 

Исходя из анализа полученных данных можно сделать вывод, что 

двухцепочная конформация олигонуклеотида является более 

предпочтительной, так как при данной конформации наблюдается 

наименьшее число нарушений по значению расстояния и угла. Большое 
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значение среднего значения среднеквадратичного отклонения может быть 

объяснено тем, что в данной конформации концевые фрагменты не 

фиксированы водородными связями, а потому имеют значительную 

подвижность, что увеличивает среднее значение среднеквадратичного 

отклонения. Несмотря на относительно небольшое значение среднего 

значения среднего отклонения конформации «шпилька», данная структура 

имеет большое число нарушений по значению расстояний и по значению 

угла 

Для дальнейшей оптимизации структуры в двуцепочечной 

конфигурации можно рекомендовать провести эксперименты с 
1
H-

1
H-NOESY 

с фильтрацией для которых потребуется 
13
С обогащенный олигонуклеотид.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

В данной работе с использованием методов ядерного магнитного 

резонанса высокого разрешения были получены следующие результаты: 

1) Выполнено соотнесение химических сдвигов олигонуклеотида 5'-

CGC-ATG-CTA-CGC-3' при температурах 60  и 5  . 

2) Обнаружено, что олигонуклеотид при температурах 20  и ниже 

начинает образовывать водородные связи и, соответственно, образовывать 

трехмерную конформационную структуру. 

3) Предложено 3 три модели возможных трехмерных структур 

олигонуклеотида 5'-CGC-ATG-CTA-CGC-3', среди которых две конформации 

«шпилька» и одна двуцепочечная конформация. Среди данных структур 

наиболее вероятной является двухцепочечная конформация в связи с тем, что 

она имеет наименьшее число нарушений ограничений по расстоянию и 

углов. Однако данная конформация имеет относительно высокое значение 

среднего значения среднеквадратичного отклонения. Это можно объяснить 

тем, что концевые фрагменты при данной конформации не зафиксированы 

водородными связями, а потому имеют большую подвижность.  
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1 

 

 

Рисунок 1. Полная структурная формула олигонуклеотида d(5′-GCGTAGCATGCG-3′)  
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2 

 

Таблица 1 

Таблица химических сдвигов олигонуклеотида d(5′-GCGTAGCATGCG-3′) при 63,6℃ 

Нуклеотид Номер атома Ядро Хим. сдвиг 𝛿 (м.д.) 
C1 C1' 13C 88,809 

C1 C2 13C 160,047 

C1 C2' 13C 40,792 

C1 C3' 13C 77,88 

C1 C4 13C 169,207 

C1 C4' 13C 88,523 

C1 C5 13C 99,039 

C1 C5' 13C 64,142 

C1 C6 13C 144,023 

C1 H1' 1H 5,9664 

C1 H2" 1H 2,2634 

C1 H2' 1H 1,7374 

C1 H3' 1H 4,4734 

C1 H4' 1H 3,9284 

C1 H5 1H 5,7984 

C1 H5" 1H 3,5694 

C1 H5' 1H 3,5124 

C1 H6 1H 7,4434 

G2 C1' 13C 86,122 

G2 C2' 13C 40,347 

G2 C3' 13C 78,637 

G2 C4 13C 154,178 

G2 C4' 13C 87,597 

G2 C5 13C 118,937 

G2 C6 13C 161,445 

G2 C8 13C 139,967 

G2 H1' 1H 5,9524 

G2 H2" 1H 2,5774 

G2 H2' 1H 2,4894 

G2 H3' 1H 4,8054 

G2 H4' 1H 4,1974 

G2 H8 1H 7,8314 

G2 P 31P -4,048 

C3 C1' 13C 88,228 

C3 C2 13C 159,565 

C3 C2' 13C 40,879 

C3 C3' 13C 78,298 

C3 C4 13C 168,451 

C3 C4' 13C 86,994 

C3 C5 13C 98,84 
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Продолжение таблицы 1 

C3 C6 13C 143,735 

C3 H1' 1H 5,9664 

C3 H2" 1H 2,1984 

C3 H2' 1H 1,7214 

C3 H3' 1H 4,5954 

C3 H4' 1H 4,0234 

C3 H5 1H 5,6874 

C3 H5" 1H 3,8834 

C3 H5' 1H 3,8684 

C3 H6 1H 7,4244 

C3 P 31P -3,98 

A4 C1' 13C 86,374 

A4 C2' 13C 40,72 

A4 C3' 13C 78,66 

A4 C4 13C 151,392 

A4 C5 13C 121,311 

A4 C6 13C 158,159 

A4 C8 13C 142,43 

A4 H1' 1H 6,1764 

A4 H2 1H 7,9684 

A4 H3' 1H 4,8144 

A4 H4' 1H 4,2414 

A4 H8 1H 8,1774 

A4 P 31P -4,085 

A4 Q2' 1H 2,6114 

A4 Q5' 1H 3,9364 

T5 C1' 13C 87,334 

T5 C2 13C 153,708 

T5 C2' 13C 39,942 

T5 C3' 13C 78,293 

T5 C4 13C 168,053 

T5 C4' 13C 86,813 

T5 C5 13C 113,971 

T5 C6 13C 139,31 

T5 C7 13C 14,211 

T5 H1' 1H 5,8694 

T5 H2" 1H 2,1624 

T5 H2' 1H 1,8314 

T5 H3' 1H 4,6354 

T5 H4' 1H 4,0374 

T5 H6 1H 7,2074 

T5 P 31P -4,194 

T5 Q5' 1H 3,9044 

T5 M7 1H 1,5314 

G6 C1' 13C 86,022 

G6 C2' 13C 40,358 
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Продолжение таблицы 1 

G6 C3' 13C 78,629 

G6 C4 13C 154,129 

G6 C4' 13C 87,607 

G6 C5 13C 118,835 

G6 C6 13C 161,466 

G6 C8 13C 139,772 

G6 H1' 1H 5,9194 

G6 H2" 1H 2,5714 

G6 H2' 1H 2,5084 

G6 H3' 1H 4,8014 

G6 H4' 1H 4,1974 

G6 H8 1H 7,8014 

G6 P 31P -4,184 

G6 Q5' 1H 87,9014 

C7 C1' 13C 88,061 

C7 C2 13C 159,646 

C7 C2' 13C 41,103 

C7 C3' 13C 77,984 

C7 C4 13C 168,498 

C7 C4' 13C 86,896 

C7 C5 13C 98,765 

C7 C6 13C 143,72 

C7 H1' 1H 6,0844 

C7 H2" 1H 2,3454 

C7 H2' 1H 2,0404 

C7 H3' 1H 4,6864 

C7 H4' 1H 4,1454 

C7 H5 1H 5,6194 

C7 H5" 1H 3,9494 

C7 H5' 1H 4,0104 

C7 H6 1H 7,5104 

C7 P 31P -4,025 

T8 C1' 13C 87,631 

T8 C2 13C 153,72 

T8 C2' 13C 39,883 

T8 C3' 13C 78,411 

T8 C4 13C 168,484 

T8 C4' 13C 87,015 

T8 C5 13C 114,244 

T8 C6 13C 139,531 

T8 C7 13C 14,457 

T8 H1' 1H 5,8684 

T8 H2" 1H 2,1024 

T8 H2' 1H 1,7164 

T8 H3' 1H 4,6174 

T8 H4' 1H 4,0914 
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Продолжение таблицы 1 

T8 H6 1H 7,2654 

T8 P 31P -4,055 

T8 Q5' 1H 3,8574 

T8 M7 1H 1,7044 

A9 C1' 13C 86,305 

A9 C2' 13C 40,706 

A9 C3' 13C 78,655 

A9 C4 13C 151,582 

A9 C4' 13C 87,624 

A9 C5 13C 121,32 

A9 C6 13C 158,176 

A9 C8 13C 142,539 

A9 H1' 1H 6,1644 

A9 H2 1H 7,9864 

A9 H2" 1H 2,6144 

A9 H2' 1H 2,5344 

A9 H3' 1H 4,8104 

A9 H4' 1H 4,1904 

A9 H8 1H 8,1734 

A9 P 31P -4,279 

C10 C1' 13C 88,22 

C10 C2 13C 159,607 

C10 C2' 13C 40,921 

C10 C3' 13C 78,77 

C10 C4 13C 168,431 

C10 C4' 13C 87,001 

C10 C5 13C 98,905 

C10 C6 13C 143,702 

C10 H1' 1H 5,9674 

C10 H2" 1H 2,2534 

C10 H2' 1H 1,8154 

C10 H3' 1H 4,6184 

C10 H4' 1H 4,0264 

C10 H5 1H 5,7114 

C10 H6 1H 7,4554 

C10 P 31P -4,024 

C10 Q5' 1H 3,8554 

G11 C1' 13C 86,174 

G11 C2' 13C 40,423 

G11 C3' 13C 78,646 

G11 C4 13C 154,129 

G11 C4' 13C 87,618 

G11 C5 13C 118,988 

G11 C8 13C 139,975 

G11 H1' 1H 5,9944 

G11 H2" 1H 2,6384 
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Продолжение таблицы 1 

G11 H2' 1H 2,5464 

G11 H3' 1H 4,8094 

G11 H4' 1H 4,1984 

G11 H8 1H 7,8144 

G11 P 31P -4,131 

G11 Q5' 1H 3,9544 

C12 C1' 13C 88,246 

C12 C2 13C 159,93 

C12 C2' 13C 42,301 

C12 C3' 13C 73,057 

C12 C4 13C 168,739 

C12 C4' 13C 87,831 

C12 C5 13C 98,84 

C12 C5' 13C 67,564 

C12 C6 13C 144,027 

C12 H1' 1H 6,1274 

C12 H2" 1H 2,2494 

C12 H2' 1H 2,1044 

C12 H3' 1H 4,3954 

C12 H4' 1H 4,0004 

C12 H5 1H 5,7424 

C12 H5" 1H 4,0294 

C12 H5' 1H 3,9514 

C12 H6 1H 7,6114 

C12 P 31P -3,949 

 

Таблица 2 

Таблица химических сдвигов олигонуклеотида d(5′-GCGTAGCATGCG-3′) при 5℃ 

Нуклеотид Номер атома Ядро Хим. сдвиг 𝛿 (м.д.) 
C101 C1' 13C 88,685 

C101 C2' 13C 40,070 

C101 C3' 13C 78,435 

C101 C4' 13C 88,399 

C101 C5 13C 98,718 

C101 C5' 13C 63,864 

C101 C6 13C 143,435 

C101 H1' 1H 6,117 

C101 H2" 1H 2,501 

C101 H2' 1H 1,867 

C101 H3' 1H 4,782 

C101 H4' 1H 4,263 

C101 H41 1H 7,030 

C101 H42 1H 8,584 

C101 H5 1H 5,829 
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Продолжение таблицы 2 

C101 H5" 1H 3,904 

C101 H5' 1H 3,858 

C101 H6 1H 7,633 

G102 C1' 13C 84,969 

G102 C2' 13C 39,520 

G102 C5 13C 117,814 

G102 H1 1H 13,215 

G102 H1' 1H 6,111 

G102 H2" 1H 3,012 

G102 H2' 1H 2,946 

G102 H3' 1H 5,169 

G102 H8 1H 8,265 

C103 C1' 13C 86,319 

C103 C2' 13C 39,865 

C103 C5 13C 98,477 

C103 C6 13C 142,675 

C103 H1' 1H 5,923 

C103 H2" 1H 2,728 

C103 H2' 1H 2,414 

C103 H3' 1H 5,102 

C103 H41 1H 6,864 

C103 H42 1H 8,627 

C103 H5 1H 5,678 

C103 H6 1H 7,692 

A104 C1' 13C 85,237 

A104 C2' 13C 40,921 

A104 C4 13C 150,429 

A104 C4' 13C 87,553 

A104 C5 13C 120,050 

A104 C6 13C 157,962 

A104 C8 13C 141,738 

A104 H1' 1H 6,530 

A104 H2 1H 7,902 

A104 H2" 1H 3,213 

A104 H2' 1H 2,936 

A104 H3' 1H 5,260 

A104 H4' 1H 4,667 

A104 H61 1H 6,605 

A104 H62 1H 8,031 

A104 H8 1H 8,597 

T105 C1' 13C 84,737 

T105 C2' 13C 39,292 

T105 C6 13C 138,216 

T105 C7 13C 14,369 

T105 H1' 1H 5,997 

T105 H2" 1H 2,614 
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Продолжение таблицы 2 

T105 H2' 1H 2,232 

T105 H3 1H 13,876 

T105 H3' 1H 5,108 

T105 H4' 1H 4,397 

T105 H6 1H 7,367 

T105 M7 1H 1,691 

G106 C1' 13C 84,394 

G106 C5 13C 117,371 

G106 H1 1H 12,959 

G106 H1' 1H 6,058 

G106 H2" 1H 2,851 

G106 H2' 1H 2,805 

G106 H3' 1H 5,181 

G106 H8 1H 8,082 

C107 C1' 13C 86,323 

C107 C2' 13C 39,938 

C107 C3' 13C 76,811 

C107 C4' 13C 85,798 

C107 C5 13C 98,388 

C107 C6 13C 142,662 

C107 H1' 1H 6,281 

C107 H2" 1H 2,568 

C107 H2' 1H 2,349 

C107 H3' 1H 4,994 

C107 H4' 1H 4,439 

C107 H41 1H 6,962 

C107 H42 1H 8,575 

C107 H5 1H 5,572 

C107 H6 1H 7,617 

T108 C1' 13C 86,649 

T108 C2 13C 153,152 

T108 C2' 13C 39,551 

T108 C3' 13C 78,079 

T108 C4 13C 168,264 

T108 C6 13C 138,970 

T108 C7 13C 14,522 

T108 H1' 1H 6,102 

T108 H2" 1H 2,382 

T108 H2' 1H 1,952 

T108 H3' 1H 4,980 

T108 H4' 1H 4,328 

T108 H5' 1H 4,225 

T108 H6 1H 7,532 

T108 M7 1H 1,970 

A109 C1' 13C 85,639 

A109 C2' 13C 40,241 



74 

 

Продолжение таблицы 2 

A109 C4 13C 150,810 

A109 C5 13C 120,644 

A109 C6 13C 157,641 

A109 C8 13C 141,948 

A109 H1' 1H 6,322 

A109 H2 1H 8,140 

A109 H2" 1H 2,891 

A109 H2' 1H 2,838 

A109 H3' 1H 5,116 

A109 H8 1H 8,463 

C110 C1' 13C 87,328 

C110 C2 13C 158,985 

C110 C2' 13C 40,177 

C110 C3' 13C 77,746 

C110 C4 13C 167,593 

C110 C5 13C 98,558 

C110 C6 13C 142,847 

C110 H1' 1H 6,179 

C110 H2" 1H 2,477 

C110 H2' 1H 1,951 

C110 H3' 1H 4,929 

C110 H4' 1H 4,322 

C110 H5 1H 5,798 

C110 H5' 1H 4,202 

C110 H6 1H 7,577 

G111 C1' 13C 85,768 

G111 C2' 13C 39,966 

G111 C4 13C 153,726 

G111 C5 13C 118,447 

G111 C8 13C 139,664 

G111 H1' 1H 6,249 

G111 H2" 1H 2,964 

G111 H2' 1H 2,829 

G111 H3' 1H 5,135 

G111 H8 1H 8,140 

C112 C1' 13C 88,009 

C112 C2 13C 159,640 

C112 C2' 13C 42,041 

C112 C3' 13C 72,445 

C112 C4 13C 168,212 

C112 C5 13C 98,590 

C112 C6 13C 143,771 

C112 H1' 1H 6,426 

C112 H2" 1H 2,558 

C112 H2' 1H 2,457 

C112 H3' 1H 4,754 
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Продолжение таблицы 2 

C112 H4' 1H 4,322 

C112 H5 1H 6,014 

C112 H5' 1H 4,377 

C112 H6 1H 7,918 
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