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ABSTRACT
We investigated the excited-state reaction paths for the C=O elongation 

in the most stable oxo-amino tautomers of cytosine and isocytosine. They 
were studied at the B3LYP (TD) level of theory and aug-cc-pVDZ basis 
functions. As expected for this kind of reactions no conical intersections 
S0-S1 were found for both compounds. We explained the ps-relaxation of cy-
tosine with the population of the 1nOπ

* excited state via conical intersection 
1nOπ

*/1ππ* and subsequent fl uorescence to the S0 state at C=O = 1.443 Å. For 
isocytosine we found a channel for the population of the 1πσ* excited state, 
which would contribute to the photochemical dissociation of this compound. 
This is the fi rst step for the formation of the hydroxo tautomer of isocytosine. 

Ключови думи: Възбудени състояния, DFT изчисления, Изоцито-
зин, Цитозин. 

ВЪВЕДЕНИЕ 
Цитозинът е основна градивна единица на макромолекулите на 

нуклеиновите киселини (ДНК и РНК). Той се свързва комплементарно, 
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чрез водородни връзки, с гуанина и по този начин участва в процесите 
на кодиране и предаване на генетичната информация [1]. Експеримен-
талните изследвания показват, че амино-оксо формата на цитозина е 
най-стабилна [2–5]. Въпреки наличието на голям брой теоретични из-
следвания на реакционните механизми [6–8], в които участва цитози-
нът, все още липсва яснота за влиянието на карбонилната група върху 
фотохимичните трансформации на съединението. 

Изследването на кристалната структура на изоцитозина дава сведе-
ние за съществуването на два стабилни амино-оксо тавтомера: 1Н и 3Н 
[9]. Този факт показва, че изоцитозинът много лесно тавтомеризира. 
Наличието и на други тавтомерни форми (хидроксо) е доказано също 
от анализа на вибрационните спектри на съединението в газова фаза 
[10]. Изоцитозинът и механизмите на реакциите, в които той участва 
са значително по-слабо изучени, отколкото тези на цитозина. Липсват 
данни също така за влиянието на С=О групата върху фотохимичните 
трансформации на това съединение. 

Целта на настоящото изследване е да се изучат реакционните 
пътища на възбудените състояния на цитозина и изоцитозина при удъ-
лжаване на С=О връзката. Този реакционен механизъм е важен за на-
селването на триплетните състояния на пиримидиновите производни. 
Предположено е, че фосфоресцентните ивици в спектрите на някои 
пиримидини се дължат на преходи S1→T1, които често се извършват 
при удължаване на С=О връзки [11].

МЕТОДИ
Структурите на оксо-амино тавтомерите на цитозина и изоцитози-

на са оптимизирани с помощта на теорията за функционала на плът-
ността (B3LYP) и базисни функции aug-cc-pVDZ. Използвана е про-
грамата GAUSSIAN 03 [12]. Релаксационните (реакционните) пътища 
на възбудените състояния са изучени при удължаване на С=О връзката 
в двете съединения: от нейната равновесна стойност до около 1.45 Å. 

РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЯ
Оптимизираните структури на основното състояние на цитозина и 

изоцитозина са представени на фиг. 1. Както се вижда, те имат равнин-
ни геометрии, което показва, че амино групата е спрегната с ароматния 
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пръстен. Връзките C=O в двете съединения са приблизително равни, 
въпреки, че в цитозина карбонилната група е свързана за два азотни 
атома от пръстена. 

  
 цитозин изоцитозин

Фигура 1. Оптимизирани структури на цитозина и изоцитозина.
Вертикалните енергии на възбуждане на ниско лежащите възбу-

дени състояния и експерименталните УВ-абсорбционни максимуми 
на двете съединения са представени в таблица 1. Поради равнинния 
строеж на молекулите на съединенията е възможно класифициране-
то на молекулните орбитали и възбудените състояния по симетрия, в 
рамките на точковата група CS. Така например, орбиталите nO, σ, и σ* 
имат симетрия a’, а орбиталите π и π* са със симетрия a“ (фиг. 2). Ре-
спективно, основното състояние S0 и възбуденото състояние 1ππ* имат 
симетрия A’, а възбудените състояния 1nOπ

*, 1σπ*, и 1πσ* са със симетрия 
A“. Съгласно правилата за запазване на симетрията при електронните 
преходи, електронните състояния със симетрия A“ се класифицират 
като „тъмни“ и абсорбционни ивици за тях не би трябвало да се на-
блюдават в УВ-спектъра (или ако се наблюдават са ниско интензивни). 
Симетрията на 1ππ* възбуденото състояние го класифицира като „свет-
ло“ електронно състояние, със значителна сила на осцилатора. Следо-
вателно, абсорбционните ивици на цитозина и изоцитозина се дължат 
предимно на π→π* електронни преходи в молекулите на съединенията. 
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Таблица 1. Вертикални енергии на възбуждане 
на цитозина и изоцитозина.

цитозин изоцитозин

възбудено
състояние eV nm експ.

еV
възбудено
състояние eV nm експ.

eV

1ππ* 4.58 271 4.6a / 
4.65б

1ππ* 4.64 267 4.79в

1nOπ
* 4.72 263 1πσ* 4.77 260

1σπ* 5.09 244 1nOπ
* 4.85 256

1πσ* 5.15 241 1σπ* 5.42 229
1ππ* 5.26 236 5.2a 1πσ* 5.66 219

 a Лит. [13,14], б воден разтвор [15,16], в ацетонитрил [15].

  
 σ* (a’) LUMO+1 σ* (a’) LUMO+1

 
 π* (a“) LUMO π* (a“) LUMO
Фигура 2. (продължава)
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 π (a“)  HOMO π (a“) HOMO

  
 nO (a’) HOMO-1 nO (a’) HOMO-1

  
 σ (a’) HOMO-2 σ (a’) HOMO-2
 цитозин изоцитозин

Фигура 2. Оптимизирани орбитали на цитозина и изоцитозина, ко-
ито участват в електронните преходи.
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Както се вижда от таблицата изчислените вертикални енергии на 
възбуждане на 1ππ* възбудените състояния са доста близки до УВ-аб-
сорбционните максимуми на двете съединения [13–16]. При молекулните 
орбитали π и π* от фиг. 2 вълновата функция се анулира в молекулната 
равнина и показва максимуми под и над нея, но с различен знак. Второто 
по енергия електронно състояние в двете съединения е „тъмно“, като при 
цитозина то е 1nOπ

*, а при изоцитозина е 1πσ* – при около 4.7 еV. Нали-
чието на ниско лежащо 1πσ* възбудено състояние в изоцитозина е пред-
поставка за N-H дисоциация на молекулата. Както е известно базите на 
нуклеиновите киселини участват в процеси на NH-дисоциация през 1πσ* 
възбудени състояния по т. нар. PIDA (photo-induced dissociation-associa-
tion) механизъм [17–19]. 

Възбуденото 1πσ* електронно състояние на цитозина е с по-ниска 
енергия от второто „светло“ 1ππ* възбудено състояние, което показва, че е 
възможно населване на 1πσ* електронното състояние през конично сече-
ние 1ππ*/1πσ* при подходящ реакционен път на тези две състояния. 

На фиг. 3 са представени реакционните пътища на четири възбудени 
състояния на цитозина и изоцитозина при удължаване на С=О връзките. 
От фиг. 3а се вижда, че реакционните пътища на възбудените състояния 
на цитозина при удължаването на С=О връзката не водят до конични сече-
ния от типа S0-S1. Обаче, при разстояние С=О = 1.366 Å се наблюдава ко-
нично сечение 1nOπ

*/1ππ*. Това конично сечение е индикация за населване 
на „тъмното“ 1nOπ

* възбуденото състояние на цитозина от „светлото“ 1ππ* 
възбудено състояние чрез вътрешна конверсия. 

Този процес може да ускори последващото населване на Т1 възбуде-
ното състояние (интеркомбинация), което да доведе до фосфоресценция 
на цитозина. Подобен механизъм е предложен от Marian за 6-азаурацила 
[11]. По-вероятно е да се наблюдава флуоресцентен преход от населено-
то 1nOπ

* възбуденото състояние на цитозина до основно състояние. Както 
е известно от експеримента цитозина показва две релаксацонни времена 
на възбудените състояния: в ps-скала (1.86 ps) и в fs-скала (160 fs) [20]. 
Според нас, по-дългото релаксацонно време 1.86 ps се дължи на флуо-
ресценция 1nOπ

*→S0. При около C=О = 1.3 Å реакционният път на 1nOπ
* 

възбуденото състояние показва плитък минимум. Обаче, флуоресцентни-
ят преход се осъществява при C=О = 1.443 Å, където енергетичната раз-
лика 1nOπ

*-S0 е 3.383 eV. Експериментът е показал, че флуоресцентният 
максимум на цитозина е при 325 nm (3.818 еV) [21,22]. Флуоресценция 
през 1ππ* възбуденото състояние не се наблюдава, тъй като това състояние 
се дезактивира чрез вътрешна конверсия до S0 [19,23–25].
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Фигура 3. Реакционни пътища на възбудените състояния на (а) ци-
тозина и (б) изоцитозина при удължаване на С=О връзката. Плът-
ните точки на двете фигури посочват оптимизираната стуктура, 
докато контурните точки съответстват на геометрия на съедине-
нието при дадено С=О разстояние на оптимизираната структура.

Реакционните пътища на 1σπ* и 1πσ* възбудените състояния на ци-
тозина (фиг. 3а) показват повишаване на енергията към края на реакци-
онната координата и пресичане в конично сечение 1σπ*/1πσ*. Тези два 
рекционни пътя нямат някакъв особен принос към флуоресцентните и 
фосфоресцентните процеси на цитозина от гледна точка на С=О реакци-
онната координата. 

На фиг. 3б са представени реакционните пътища на възбудените със-
тояния на изоцитозина. Прави впечатление, че във Франк-Кондоновата 
област първите три възбудени състояния са квазиизродени, като все пак 
1nOπ

* възбуденото състояние е с най-висока енергия. Още в началото на 
реакционния път (С=О между 1.237 – 1.248 Å) се наблюдава конично 
сечение 1nOπ

*/1πσ*, което е предпоставка за населването на 1πσ* възбудено 
състояние. Както е известно [17,19], през това състояние се осъществява 
NH-дисоциацията на базите на нуклеиновите киселини. Следователно, 
при изоцитозина NH-дисоциацията на молекулата по PIDA механизма би 
следвало да е осъществима. 
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Населването на 1nOπ
* възбуденото състояние на изоцитозина се осъ-

ществява от „светлото“ 1ππ* възбудено състояние през конично сечение 
1nOπ

*/ 1ππ* (фиг. 3б). Както се вижда от фигурата това конично сечение 
е при С=О = 1.281 Å. Реакционният път на 1nOπ

* възбуденото състояние 
на изоцитозина показва по-дълбок минимум (0.218 eV изчислен спрямо 
вертикалната енергия на възбуждане), отколкото в цитозина (0.084 eV из-
числен спрямо вертикалната енергия на възбуждане). Това показва, че 
флуоресцентният преход 1nOπ

*→S0 при изоцитозина би могъл да се оча-
ква от минимума на реакционния път на 1nOπ

* възбуденото състояние. За 
съжаление липсват данни за експериментален флуоресцентен спектър на 
изоцитозина, за да се потвърди или отхвърли това наше твърдение. 

Реакционният път на 1σπ* възбуденото състояние на изоцитозина 
няма принос към дискутираните по-горе механизми на възбудените съ-
стояния при удължаване на С=О връзката. Прави впечатление обаче, че 
този реакционен път е независим от реакционния път на 1πσ* възбуденото 
състояние. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изследваните механизми на удължаване на С=О връзките в цитози-

на и изоцитозина показаха, че липсват конични сечения от типа S0-S1 за 
двете съединения. При цитозина посочихме канал за населване на „тъм-
ното“ 1nOπ

* възбуденото състояние през конично сечение 1nOπ
*/1ππ*, което 

вероятно е причина за наблюдаване на релаксационен процес в ps-ната 
времева скала. Тази флуоресценция през 1nOπ

* възбуденото състояние се 
извършва при С=О = 1.443 Å. За изоцитозина установихме възможност 
за населване на 1πσ* възбуденото състояние във Франк-Кондоновата об-
ласт, което е предпоставка за фотохимична дисоциация на молекулата. С 
други думи, очакваме цитозина да бъде фотохимично стабилен, докато 
изоцитозинът би могъл да тавтомеризира до хидроксо или имино тавто-
мери. 
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