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Методами одномерной и двухмерной корреляционной 1Н-ЯМР спектроскопии (2M-TOCSY и 
2M-NOESY) исследована самоассоциация самокомплементарного дезоксигексануклеотида 5'-d(Gp-
CpApTpGpC) и его комплексообразование с противоопухолевым антибиотиком дауномицином в 
водном растворе. Измерены концентрационные и температурные зависимости химических сдви
гов необменивающихся протонов дезоксигексануклеотида и дауномицина, по которым рассчитаны 
равновесные константы и термодинамические параметры (АН и AS) реакций образования 
дуплекса d(GCATGC) и комплексов гексамера с антибиотиком. На основе анализа изменений 
протонных химических сдвигов гексамера в области низких концентраций и при сравнительно 
невысоких температурах сделано предположение о формировании последовательностью d(GC-
ATGC) компактной структуры (например, подобной шпильке) в водном растворе. Построены 
пространственные структуры шпильки и интеркаляционного комплекса дауномицина с дуплексом 
гексамера d(GCATGC) методами молекулярной механики с использованием программы X-PLOR. 
Проведен сравнительный анализ параметров образования комплексов антибиотика дауномицина с 
дезоксигексануклеотидами различной последовательности оснований в цепи. 

Введение. Дауномицин (DAU) — представитель 
антрациклиновой группы антибиотиков — обладает 
выраженным противоопухолевым действием и ши
роко применяется в клинической практике для 
химиотерапии онкологических заболеваний [1—3]. 
Для повышения терапевтической эффективности 
дауномицина синтезировано и испытано довольно 
большое количество его химических аналогов, но, 
к сожалению, лишь немногие из структурно моди
фицированных соединений имеют сопоставимое с 
DAU лечебное действие, меньший побочный эф-
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фект или существенно отличаются по спектру ме
дико-биологической активности [2, 4—6 ]. 

Детальный молекулярный механизм фармако
логического действия антрациклиновых антибиоти
ков на организм окончательно не выяснен. DAU 
способен нековалентно связываться с ДНК, РНК, 
хроматином и клеточной мембраной, в связи с чем 
предполагается, что его действие связано с разно
образными процессами в организме, включая инги-
бирование синтеза ДНК, образование свободных 
радикалов и липидную пероксидацию, связывание 
с молекулой ДНК и ее алкилирование, химическое 
(ковалентное) соединение антибиотика с ДНК (с 
образованием сшивок), непосредственное влияние 
на функционирование клеточных мембран [7—9]. 
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Рис. 1. Структурная формула молекулы дауномицина с указа
нием положений необменивающихся протонов антибиотика 

Считается, что такое многообразие функцио
нирования дауномицина во многом является ре
зультатом ингибирования действия топоизомеразы 
II за счет образования тройных комплексов DAU— 
ДНК-топоизомераза II, приводящих к разрывам в 
полимерной молекуле нуклеиновой кислоты [10, 
11]. Образование тройного комплекса, в свою оче
редь, обусловлено интеркаляционным связыванием 
ароматической молекулы дауномицина с двойной 
спиралью ДНК [10—12]. 

Молекулярную структуру дауномицина (рис. 
1) можно условно подразделить на два характер
ных структурных элемента: плоский агликонный 
(тетрагидротетраценхинонный) хромофор, интер-
калирующий при комплексообразовании с ДНК 
между соседними парами оснований, и положи
тельно заряженное аминосахарное кольцо, распо
лагающееся в малой бороздке двойной спирали 
нуклеиновой кислоты [13—16]. Система сопряжен
ных колец хромофора DAU отличается конформа-
ционной стабильностью, в то время как аминоса
харное кольцо конформационно более подвижно 
[13-—16], при этом общая конфигурация молекулы 
определяет специфику интеркаляции антибиотика 
в правую двойную спираль 2?-формы. 

Для сравнения: энантиомер дауномицина 
WP900 специфичен к левозакрученной спирали 
Z-ДНК, следовательно, антрациклины с различной 
хиральностыо при комплексообразовании иниции
руют переход в ту или иную конформацию дуплек
сной формы ДНК [17]. Преимущественное связы
вание DAU с правой спиралью, как полагают, 
вызвано стерическим соответствием между амино-
сахарным остатком антибиотика и малой бороздкой 
правой спирали Б-формы, что обеспечивает воз
можность установления энергетически выгодных 
межатомных контактов при образовании комплекса 
[15, 17, 18]. 

Экспериментальные данные о селективности 
связывания дауномицина с нативной ДНК и синте
тическими полинуклеотидами указывают на то, 
что эффективная константа связывания антибиоти
ка возрастает с увеличением содержания G C - n a p 
оснований ([19] и ссылки в ней). Теоретические 
исследования [20, 21 ] указывают на то, что DAU 
проявляет специфику к триплетным нуклеотидным 
последовательностям дуплексной ДНК, причем на
иболее предпочтительными являются две смежные 
GC-пары оснований, фланкированные на З'-конце 
АТ-парой (т. е. 5-GCA и 5-CGT участки). Экс
периментальные исследования (футпринтинг) так
же указывают на преимущественную интеркаля-
цию дауномицина в нуклеотидные триплеты 5'-
GC(A/T) и 5 ' -CG(A/T) [22]. Вместе с тем 
компьютерное моделирование пространственных 
структур интеркаляционных комплексов близкого 
аналога дауномицина — доксорубицина (адриами-
цина) с некоторыми фрагментами дуплексной ДНК 
свидетельствует о прямом взаимодействии амино-
сахарного кольца лиганда с четвертой парой осно
ваний, а именно — образование довольно сильной 
водородной связи между N3'-аминогруппой анти
биотика и расположенным в малой бороздке ДНК 
карбонильным кислородом цитозина или тимина 
[4 ]. Поскольку сиквенс-специфичность (специфич
ность к последовательности) DAU не столь явно 
выражена по сравнению с другими типичными 
интеркаляторами ДНК (ароматические красители, 
актиномицин D и др.) и в значительной степени 
определяется взаимодействиями аминосахарного 
кольца антибиотика в малой бороздке [23], то 
участие четвертой пары оснований ДНК может 
оказаться существенным при анализе селективно
сти связывания антибиотика. 

Изучение селективности связывания антибио
тика с полимерной молекулой ДНК затруднитель
но из-за сложности структуры, конформационной 
изменчивости макромолекулы и наличия большого 
разнообразия мест связывания ароматического ли
ганда в полимерной цепи. При этом эксперимен
тально установлено, что селективность, которую 
проявляют лиганды, наблюдается уже в коротких 
нуклеотидных последовательностях, включающих 
соответствующий сайт [24—27 ]. 

Как показали результаты исследований комп-
лексообразования DAU с самокомплементарными 
дезокситетрануклеотидами [24, 25] и дезоксигекса-
нуклеотидами [28, 29], антибиотик преимущест
венно интеркалирует в концевые участки исследо-
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ОСОБЕННОСТИ ПРОЦЕССА САМОАССОЦИАЦИИ 5'-d(GpCpApTpGpC> 

ванных олигонуклеотидов независимо от последо
вательности оснований в цепи. Это, по-видимому, 
обусловлено большей доступностью упомянутых 
сайтов для интеркаляционного встраивания доволь
но объемного хромофора дауномицина, поскольку 
концевые участки имеют большую конформацион-
ную свободу в сравнении с сайтами связывания 
антибиотика в средней части олигонуклеотидного 
дуплекса. Кристаллографические исследования 
структур комплексов дауномицина с дезоксигекса-
нуклеотидами различной последовательности осно
ваний в цепи [15, 16] подтверждают этот вывод. 

Исследования комплексообразования DAU с 
двухспиральными дезокситетрануклеотидами пока
зали [24, 25], что сиквенс-специфичность взаимо
действия антибиотика практически не проявляется 
при замене A T - и G C - n a p в триплетном участке 
связывания. Это, по-видимому, в значительной 
степени обусловлено отклонениями структур дуп
лексов дезокситерануклеотидов от канонической 
двойной спирали в растворе при комнатной темпе
ратуре. Кроме того, в комплексах дауномицина с 
изученными тетрануклеотидными последователь
ностями 5'-d(ApCpGpT), 5 '-d(ApGpCpT), 5'-
d(TpGpCpA), 5'-d(GpCpGpC) и 5'-d(CpGpCpG) 
[24, 25] при условии, что хромофор DAU интерка-
лирует в концевой участок дезокситетрануклеоти-
да, аминосахарное кольцо антибиотика располага
ется в малой бороздке дуплекса в области, содер
жащей GC-пары, что менее предпочтительно для 
связывании DAU с дуплексом, чем при наличии 
АТ-пары азотистых оснований [21, 22]. 

Для изученных нами самокомплементарных 
дезоксигексануклеотидов 5'-d(CpGpTpApCpG), 5'-
d(CpGpCpGpCpG) и 5'-d(TpApCpGpTpA) [28, 29] 
нарушения в структуре дуплекса проявляются в 
меньшей степени и, следовательно, специфичность 
к последовательности, структурные и термодина
мические параметры комплексообразования оказы
ваются более близкими к параметрам взаимодейст
вия DAU с полимерной ДНК в водном растворе. 
Анализ результатов показал, что хромофор дауно
мицина встраивается со стороны малой бороздки в 
концевые области гексамеров (d(CpG)- и d(TpA)-
сайты соответственно), при этом триплетные уча
стки преимущественного связывания лиганда мож
но расположить в следующем порядке: 5'-d(CGT) > 
>5'-d(CGC) >5'-d(TAC) [28, 29]. 

Следует отметить, что стабильность и конфор-
мационные особенности олигонуклеотидных дуп
лексов существенно зависят от их длины, нуклео-

тидного состава и последовательности оснований в 
цепи [28—33]. Экспериментальные данные [28— 
33] свидетельствуют о том, что даже небольшие 
изменения в последовательности оснований в цепи 
приводят к заметным различиям в значениях эн
тальпии (АН) и энтропии (A.S) реакций образова
ния олигонуклеотидных дуплексов. В частности, 
для дезокситетрануклеотидов величина АЯ образо
вания дуплекса оказывается несколько ниже соот
ветствующего расчетного значения энтальпии об
разования «идеальной» двойной спирали фрагмен
тов ДНК [30, 32, 34], в то время как для дуплексов 
дезоксигексануклеотидов [28, 29] и дезоксиокта-
нуклеотида [31 ], у которых относительное влияние 
концевых нуклеотидных пар существенно меньше, 
чем в случае тетрамеров, значения АЯ хорошо 
согласуются с теоретическими оценками по модели 
«ближайшего соседа» [32 ]. 

Сопоставление значений термодинамических 
параметров образования дуплексов различной дли
ны и нуклеотидной последовательности, получен
ных в одинаковых экспериментальных условиях, 
позволяет сделать некоторые выводы о возможных 
кооперативных эффектах и особенностях конфор-
мационных изменений в цепи при формировании 
дуплекса. В свою очередь, сравнительный анализ 
структурных и термодинамических параметров 
комплексообразования антибиотика дауномицина с 
различными дезоксиолигонуклеотидами важен для 
выяснения природы селективности связывания ан
тибиотика с определенными нуклеотидными после
довательностями . 

В настоящей работе методами одномерной и 
двухмерной корреляционной ЯМР спектроскопии 
(500 МГц) изучена самоассоциация самокомпле
ментарного дезоксигексануклеотида d(GpCpApTp-
GpC), имеющего инвертированную нуклеотидную 
последовательность по отношению к исследованно
му ранее изомерному гексамеру d(CpGpTpApCpG) 
[28], и его комплексообразование с антибиотиком 
дауномицином в водно-солевом растворе. 

Материалы и методы. Дезоксигексарибонукле-
озидпентафосфат 5'-d(GpCpApTpGpC), синтезиро
ванный компанией «Oswel DNA Service» (Велико
британия), и дауномицин («Fluka», ФРГ) использо
вали без дополнительной очистки. Антибиотик и 
дезоксигексануклеотид лиофилизовали из 99,95 %-
го D 2 0 и растворяли в дейтерированном 0,1 М 
фосфатном буфере, pD 7,1, содержащем 10~4 М 
ЭДТА. Концентрацию DAU определяли спектрофо-
тометрически, используя коэффициент молярной 
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Рис. 2. Зависимости протонных химических свигов изомерных 
дезоксигексануклеотидов в 0,1 М фосфатном буфере: а—от 
концентрации гексамера d(GCATGC) при температуре 298 К 
(У) и 308 К (2) , а также гексамера d(CGTACG) [28] при 
температуре 303 К (3) и 313 К (4)\ б—от температуры 
раствора: для d(GCATGC) при NQ - 3,07 мМ (У) и для гексаме
ра d(CGTACG) при W o - 2 , 9 5 мМ [28] (2) 

экстинкции 11500 М - 1 см"1 (Я == 477 нм) [35, 36]. 
Гомоядерные 1М- и 2М-*Н-ЯМР (2M-TOCSY и 

2M-NOESY) и гетероядерные 'Н- 3 1 Р (НМВС) ЯМР 
спектры измерены на спектрометре «Вгикег DRX» 
(500 МГц). Протонные химические сдвиги 0 ) оп
ределяли относительно внутреннего стандарта — 
ТМА и затем пересчитывали относительно ДСС, т. 
е - ^дсс = = ( ' Т М А

 + 3,178 млн - 1 . Резонансные сигналы 
3 1 Р в ЯМР спектрах 2М-НМВС (202 МГц) измеря
ли относительно сигнала ядер фосфора буфера. 
Методика приготовления образцов и проведения 
одно- и двухмерных ЯМР экспериментов достаточ
но подробно описана ранее [26, 27, 37, 38]. 

Концентрационные зависимости протонных 
химических сдвигов измеряли при двух температу
рах: исследование самоассоциации гексамера 
d(GCATGC) проводили при Т{ = 298 и Т 2 = 308 К 
и при изменении концентрации гексамера N0 в 

пределах от 0,02 до 3,07 мМ, а комплексообразова-
ние дезоксигексануклеотида с дауномицином изу
чали при 308 и 318 К, при этом концентрацию 
дауномицина D0 поддерживали постоянной и рав
ной 0,49 мМ, а величину N0 изменяли в пределах 
0,015—0,95 мМ. Температурные зависимости про
тонных химических сдвигов взаимодействующих 
молекул измеряли в диапазоне температур от 278 
до 340 К при постоянных составах растворов: 
исследование самоассоциации — при УУ0 = 3,07 мМ, 
комплексообразования — при N0 = 0,19 мМ, D0 = 
= 0,49 мМ. Температуру образцов регулировали (с 
точностью AT = ±0,5 К) с помощью терморегулято
ра BVT-3000. 

Результаты и обсуждение. Самоассоциация 
гексамера 5' -d(GpCpApTpGpC). Процедура отожде
ствления ЯМР сигналов протонов олигонуклеотида, 
по данным двухмерных корреляционных спектров 
2M-TOCSY и 2M-NOESY, соответствовала извест
ной методике [39]. Полученные значения химиче
ских сдвигов для всех необменивающихся протонов 
исследуемого дезоксигексануклеотида d(GCATGC) 
находятся в хорошем согласии с отождествлением 
протонных сигналов гексамера, выполненным ра
нее в близких экспериментальных условиях [40, 
41]. 

На рис. 2, а, в качестве примера представлены 
концентрационные зависимости химических сдви
гов двух необменивающихся протонов цитозина и 
тимина дезоксигексануклеотида d(GCATGC), из
меренные при температурах 298 и 308 К. Там же 
для сравнения приведены кривые титрования для 
аналогичных протонов оснований изомерного де
зоксигексануклеотида d(CGTACG) при различных 
температурах (303 и 313 К) [28]. Из данных рис. 
2, а, видно, что все указанные зависимости имеют 
монотонный характер — с увеличением концентра
ции (N0) гексамера в растворе для рассматривае
мых протонов отмечается химический сдвиг в об
ласть сильного поля. Обращают на себя внимание 
незначительные изменения химических сдвигов 
протонов d(GCATGC) в исследованном диапазоне 
концентраций (0,02 -ь 3,1 мМ) по сравнению с 
кривыми титрования для изученного ранее гекса
мера d(CGTACG) в аналогичном растворителе 
[28]. При этом наблюдаются качественно различ
ные изменения, касающиеся температуры кривых 
титрования изомерных последовательностей: при 
повышении температуры раствора для протонов 
СН 3(Т4) гексамера d(GCATGC) отмечена более 
выраженная зависимость химического сдвига от 
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концентрации д(Л0, а для аналогичных протонов 
СН 3(ТЗ) изомерного дезоксигексануклеотида d(C-
GTACG) имеет место обратная картина — этот эф
фект проявляется при понижении температуры 
(рис. 2, а). 

В то же время температурные зависимости 
протонных химических сдвигов дезоксигексанукле
отида d(GCATGC), как видно из рис. 2, б, имеют 
5-образную форму, типичную для плавления дуп
лекса, и хорошо коррелируют с аналогичными 
зависимостями химических сдвигов протонов ис
следованного ранее гесамера d(CGTACG) [28]. 
Экстраполяция концентрационных зависимостей 
гексамера d(GCATGC) к нулевой концентрации 
дает существенно более низкие значения химиче
ских сдвигов по сравнению со значениями химиче
ских сдвигов зависимостей д(Т) при максимальной 
температуре измерений, когда практически весь 
гексамер находится в одноцепочечном состоянии. 
Это не согласуется с моделью двух состояний 
(мономер—дуплекс), поскольку в таком случае 
концентрационные и температурные кривые долж
ны приближаться к значению протонных химиче
ских сдвигов мономера дезоксигексануклеотида в 
растворе, что имело место для всех исследованных 
ранее самокомплементарных дезоксигексануклео
тидов, в частности, d(CGTACG), d(CGCGCG) и 
d(TACGTA) [28, 29]. 

Можно предположить, что причиной подобного 
различия в ходе концентрационных зависимостей 
гексамеров при низких температурах является 
формирование одноцепочечным дезоксигексанукле-
отидом d(GCATGC) в растворе компактной струк
туры (например, подобной шпильке), в которой 
магнитное экранирование протонов близко к на
блюдаемому в дуплексе гексамера. Такое предпо
ложение обусловлено повышенной конформацион-
ной гибкостью гексамера на участке d(ApT). В 
частности, при рентгеноструктурном анализе об
разцов дезоксигептануклеотида d(GCATGCT) об
наружено, что на этом участке возможен довольно 
сильный изгиб сахаро-фосфатного остова и образо
вание петли с двумя внутримолекулярными водо
родными связями G1(N2)-C6(02) и G5(N2)-
С2(02) в «стебле» шпилечной структуры, которая 
с другой такой же петлей формирует квадруплекс 
с каноническим G * С и неканоническим А • А спари
ванием оснований [42]. 

Для определения равновесной константы KD и 
термодинамических параметров (AHD° и ASD°) ре
акции образования дуплекса гексамера d(GCA-

TGC) в растворе использованы температурные за
висимости протонных химических сдвигов (рис. 2, 
б). Для описания экспериментальных кривых в 
качестве основной использована модель двух состо
яний [28, 29, 31 ] в предположении, что вклад 
компактной структуры гексамера играет сущест
венную роль лишь в области малых концентраций 
и при сравнительно низких температурах. Соглас
но такой модели, результирующий химический 
сдвиг протона гексамера dN(N0, Т) при исходной 
концентрации гексамера N0 и температуре Т может 
быть представлен в виде: 

dN(N„ Т) = dm(T)fm(N0, Т) + ddfd(N0, Г), (1) 

где dm(T), dd и fm(N0i Г), fdW0, Т) — протонные 
химические сдвиги и равновесные мольные доли (в 
расчете на цепи) гексамера в мономерной и дуп
лексной формах соответственно. В выражении (1) 
учтено, что значение дт(Т) монотонно изменяется 
с увеличением температуры за счет конформацион-
ных перестроек мономера, в то же время для 
конформационно более стабильных дуплексных 
структур полагалось, что dd от температуры прак
тически не зависит [43, 44]. В расчетной модели 
использовали закон действующих масс и уравнение 
материального баланса [44]. Искомые параметры 
(5m, <5rf, входящие в уравнения (1), и KD определяли 
вариационным методом из условия минимума 
квадратичной функции невязки эксперименталь
ных и расчетных значений протонных химических 
сдвигов гексамера при различных температурах 
[28, 29, 31]. 

Аппроксимацию температурной зависимости 
мольной доли дуплекса гексамера в растворе про
водили с применением регрессионного уравнения, 
используемого для описания кооперативных пере
ходов типа «спираль—клубок», согласно методике, 
изложенной в работе [31 ]. Использовали форма
лизм Вант-Гоффа для определения приращения 
энтальпии AHD° и энтропии ASD° при формирова
нии дуплекса в предположении, что их величины 
постоянны в исследуемом температурном диапазо
не (278—340 К) [28, 31 ]. 

Значения KDy AHD° и ASD° (при 298 К) и 
величина температуры плавления дуплекса Тт, 
рассчитанные по температурным зависимостям хи
мических сдвигов протонов гексамера d(GCATGC), 
представлены в табл. 1. Там же для сравнения 
приведены результаты расчета этих параметров 
для исследованного гексамера d(GCATGC) по мо
дели «ближайшего соседа» [32]. 
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Таблица 1 
Параметры самоассоциации дезоксигексануклеотида S'-d(GpCpApTpGpC) в 0,1 М Na-фосфатном буфере, pD 7,1, No "3,07 мМ 
при Т - 298 К 

*3начения параметров рассчитаны по модели «ближайшего соседа» [32 ] . 

Анализ результатов (табл. 1) показывает, что 
значение равновесной константы KD реакции обра
зования дуплекса d(GCATGC) несколько превыша
ет константу самоассоциации гексамера d(CG-
TACG), существенно выше величины KD для d(T-
ACGTA), но значительно меньше величины 
равновесной константы самоассоциации гексамера 
d(CGCGCG), определенных ранее методом ЯМР 
спектроскопии в идентичном растворителе [28, 29]. 
Это, очевидно, связано с различным составом и 
последовательностью нуклеотидов в указанных 
олигомерах. Полученные величины термодинами
ческих параметров реакций образования дуплекса 
d(GCATGC) находятся в хорошем согласии (в 
расчете на одну пару оснований) с соответствую
щими значениями AHD° и ASD°, рассчитанными по 
модели «ближайшего соседа» [32]. 

Следует отметить, что значения равновесной 
константы и температуры плавления для исследуе
мого дезоксигексануклеотида оказались несколько 
выше, чем для гексамера d(CGTACG) с инвертиро
ванной последовательностью нуклеотидов в цепи 
[28]. 

Чтобы согласовать результаты температурных 
и концентрационных зависимостей протонных хи
мических сдвигов молекул гексамера d(GCATGC) 
(см. рис. 2), в аддитивной модели (1) для анализа 
кривых концентрационного титрования (рис. 2, а) 
дополнительно был учтен вклад компактной 
(шпилькоподобной) формы мономера, магнитное 
экранирование протонов в которой может сущест
венно отличаться от такового в «развернутой» мо
номерной последовательности [38 ]: 

/ д ) + а*о) + Шо) = і , (2) 

где <5Я, и fH(N0) — протонный химический сдвиг и 
мольная доля дезоксигексануклеотида в компакт
ной (шпилькоподобной) одноцепочечной структуре 
соответственно [38, 45]. Тогда зависимость хими

ческого сдвига от концентрации N0 олигонуклеоти-
да в растворе можно представить в виде [38 ]: 

<Wo) = dd + 2(d0 - dd)/{\ + Л Т Є о ) , (3) 

где д 0 - 0т + днКн)/а +КН) и z = KD/(\ +КН)\ а 

Кн — равновесная константа образования компакт
ной формы мономера. 

При минимизации функционала невязки экс
периментальных и расчетных значений химиче
ских сдвигов d(N0) исходные значения равновесной 
константы образования дуплекса KD и значения 
протонных химических сдвигов в мономерной и 
дуплексной формах гексамера d(GCATGC) брали 
из результатов анализа температурных зависимо
стей химических сдвигов. Основанием для этого 
послужил тот факт, что компактная форма присут
ствует в растворе лишь при малых концентрациях 
и невысоких температурах, тогда как температура 
плавления гексамерного дуплекса довольно высока 
(Тт = 323 К) и температурную зависимость протон
ных химических сдвигов измеряли при максималь
ной концентрации гексамера в растворе (NQ тах = 
= 3,07 мМ). В результате расчета по модели (3) 
получены значения равновесной константы образо
вания «шпильки» гексамера при двух температурах 
Кн (298) « 3, Кн (308) « 0,8, что качественно со
гласуется с величиной равновесной константы об
разования шпилечной структуры дезоксигептанук-
леотида d(GCGAAGC) в водном растворе [38]. 

Комплексообразование дауномицина с дезокси-
гексануклеотидом 5 -d(GpCpApTpGpC). Гомоядер-
ная 2М-*Н ЯМР спектроскопия (2M-TOCSY и 2М-
NOESY) и гетероядерная 'Н- 3 , Р ЯМР спектроско
пия (2М-НМВС) использованы соответственно, для 
полного отнесения резонансов необменивающихся 
протонов и сигналов фосфора, а также для качест
венного определения мест преимущественного свя
зывания антибиотика с гексамером. Анализ спект
ров 2M-NOE смешанных растворов дауномицина и 
гексамера показал, что дезоксигексануклеотид при 
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комплексообразовании с DAU находится в конфор-
мации, близкой к Б-форме ДНК, как это имело 
место и в случае связывания антибиотика с иссле
дованными ранее гексамерами d(CGTACG), d(C-
GCGCG) [28] и d(TACGTA) [29]. В отличие от 
комплексообразования DAU с другими дезоксигек-
сануклеотидами [28, 29], в 2M-NOE спектре сме
шанного раствора антибиотика с гексамером d(G-
CATGC) не выявлено достаточно надежных меж
молекулярных кросс-пиков между протонами 
лиганда и нуклеотида. Вместе с тем на основании 
теоретических и экспериментальных работ других 
авторов [15, 16, 21], а также проведенных нами 
исследований комплексообразования DAU с тетра-
мерами [24, 25] и гексамерами ДНК [28, 29] 
сделано предположение о том, что DAU преимуще
ственно интеркалирует в концевой d(GpC)-canT 
гексануклеотидного дуплекса d(GpCpApTpGpC). 

Для расчета параметров комплексообразования 
DAU с дезоксигексануклеотидом использовали мо
дель молекулярного равновесия в растворе, предло
женную ранее [28, 29]: 

N + N N2, D + D £>2, 

D + N DN, D + N2 DN7, (4) 

D + DN D2N, 
K4 

D + DN? D2N2, 

где D и N — мономеры DAU и гексамера, КА и 
KD — равновесные константы димеризации анти
биотика и гексануклеотида, К{ 4- К4 — равновесные 
константы образования 1:1 (ZW), 1:2 (ZW2), 2:1 
(D2N) и 2:2 (D2N2) комплексов соответственно. С 
учетом условий эксперимента константы димериза
ции DAU приняты равными 234 и 153 л/моль при 
308 и 318 К соответственно [46]. Согласно схеме 
реакций (4), наблюдаемый химический сдвиг про
тонов антибиотика dDAU может быть представлен в 
виде [28, 29]: 

dDAU = D/DQ(dM + 2dAKAD + d.K.N, + d2K2KDN2 + 

+ 2d3K3K{ND + 2d4K4K2KDN2D), (5) 

где дм и дА — протонные химические сдвиги анти
биотика в мономерной и ассоциированной (димер-
ной) формах, д{ 4- д4 — предельные значения хи
мических сдвигов протонов дауномицина в составе 
комплексов DN, DN2, D2N и D2N2 соответственно; 
D0 — исходная концентрация лиганда. Для расчета 

равновесных констант комплексообразования DAU 
с дезоксигексануклеотидом и предельных значений 
химических сдвигов в составе комплексов (5j 4- б 4 

были измерены зависимости протонных химиче
ских сдвигов лиганда от концентрации олигонукле-
отида N0 и температуры Т смешанного раствора 
(рис. 3). Минимизацию функционала квадратичной 
невязки между экспериментальными и теоретиче
скими значениями химических сдвигов протонов 
DAU проводили по восьми варьируемым парамет
рам К{ 4- К4 и 6{ 4- б 4 , вычислительная процедура 
нахождения которых достаточно подробно описана 
в работах [26, 27 ]. 

Результаты расчета значений равновесных 
констант Kt (где i= 1, 2, ... 4) образования различ
ных типов комплексов DAU с гексамером 
d(GCATGC) и значений д( представлены в табл. 2. 
Использование аддитивной модели для аппрокси
мации экспериментальных зависимостей dDAU(N0) и 
6DAU(T) предполагает достаточно быстрый обмен 
при комплексообразовании исследуемых молекул. 
Результаты анализа проведенных ЯМР экспери
ментов указывают на отсутствие существенного 
уширения резонансных сигналов протонов во всем 
исследованном диапазоне концентраций и темпера
тур, что подтверждает данное предположение. 

Анализ расчетных значений равновесных кон
стант К{ + К4 образования 1:1, 1:2, 2:1 и 2:2 
комплексов DAU с дезоксигексануклетидами (табл. 
2) показывает их качественное соответствие значе
ниям констант при комплексообразовании DAU с 
гексамерами d(CGTACG), d(CGCGCG) [28], d(T-
ACGTA) [29] и согласуется с тем, что наблюдалось 
при связывании DAU с дезокситетрануклеотидами 
[24, 25]. Так, вероятность образования 1:2 комп
лекса DAU с дуплексом гексамера (К2) гораздо 
больше, чем вероятность образования любых дру
гих комплексов антибиотик—гексануклеотид в вод
ном растворе. Процесс встраивания второй молеку
лы DAU в гексамерный дуплекс в растворе имеет 
выраженный антикооперативный характер (К4« 
К2), несмотря на наличие в гексамерной последова
тельности d(GCATGC) двух триплетных участ
ков — потенциальных мест связывания DAU с оли-
гонуклеотидом. Последнее, возможно, связано с 
особенностями комплексообразования молекулы 
DAU, содержащей массивное, положительно заря
женное аминосахарное кольцо, создающее опреде
ленные стерические препятствия для присоедине
ния к дуплексу гексамера d(GCATGC) второй 
молекулы антибиотика. 
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Рис. 3. Экспериментальные зависимости химических сдвигов 
необменивающихся протонов дауномицина в смешанном раство
ре с d(GCATGC): а — от концентрации гексамера при D0 -
- 0 ,49 мМ и 7 - 308 К; б — от температуры при N0 - 0 ,19 мМ и 
D0 - 0,53 мМ 

Следует отметить, что величина равновесной 
константы К2 образования 1:2 комплекса DAU с 
d(GCATGC) заметно больше соответствующих 
констант для комплексов антибиотика с гексамера
ми других нуклеотидных последовательностей, ис
следованных ранее [28, 29]. Этот результат одно
значно свидетельствует о существовании специфи
ческого для последовательности связывания DAU с 
триплетными нуклеотидными последовательностя
ми, при этом сродство антибиотика к триплетам 
убывает в ряду: 5'-d(GCA) > 5'-d(CGT) > 5'-d(C-
GC) > 5'-d(TAC). Таким образом, энергетически 
более выгодна интеркаляция антибиотика между 
GC-парами оснований и при расположении ами-
носахарного кольца в малой броздке двойной спи
рали, в области соседней АТ-пары азотистых ос
нований, что согласуется с данными теоретических 
исследований [20, 21]. 

По найденным значениям равновесных кон
стант комплексообразования рассчитано относи
тельное содержание молекулярных комплексов в 
растворе в зависимости от г — отношения исход
ных концентраций дуплекса гексамера и антибио
тика (r = N0/D0). В качестве примера на рис. 4 
приведены результаты такого расчета для Т = 308 
К. Представленные зависимости качественно сход
ны с полученными при комплексообразовании DAU 
с тетрамерами [24, 25] и гексамерами других 
последовательностей оснований в цепи при тех же 
экспериментальных условиях [28, 29]. Анализ за
висимостей на рис. 4 показывает, что относитель
ное содержание 1:2 и 2:2 комплексов DAU с двух-
спиральным гексануклеотидом становится сущест
венным уже при величинах г > 0,5 вследствие 
довольно большой величины равновесной констан
ты К2 связывания DAU с гексамерным дуплексом. 
В свою очередь, для смешанных растворов DAU и 
гексануклеотида d(GCATGC) характерно несколь
ко большее относительное содержание 1:2 и 2:2 
комплексов, чем для растворов DAU с другими 

Таблица 2 
Расчетные значения параметров (Si, млн1 и Ki, 10s л/моль) комплексообразования дауномицина с дезоксигексануклеотидом 
d(GCATGC) при Т-298 К в 0,1 М фосфатном буфере, pD 7,1 

Протон ьг ьъ 64 ьм кг / о 

Н2 7,82 7,6 7,47 7,28 7,83 

HI 7,76 7,48 6,92 6,76 7,78 — — — — 
нз 7,21 7,36 7,15 6,33 7,55 1 3 9 ± 3 0 13000 ± 3000 5 5 ± 1 5 1 6 ± 1 5 

Н Г 4,52 5,47 5 ,04 5,34 5 ,52 — — — — 
О М е ( 4 ) 3,97 3,79 3,65 3,86 4,02 — — — — 
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Рис. 4. Относительное содержание антибиотика и его комплек
сов с дезоксигексануклеотидом d(GCATGC) F(r) в зависимости 
от отношения исходных концентраций дауномицина и гексаме
ра г (r=N0/D0) при 7 = 3 0 8 К, D0 - 0 ,49 мМ, в 0,1 М 
фосфатном буфере, pD 7,1 

исследованными гексамерами, что, очевидно, обус
ловлено как более высокими значениями констан
ты комплексообразования К2, так и сравнительно 
большой стабильностью дуплекса d(GCATGC) в 
водном растворе. 

Компактная структура гексамера d(GCAT-
GC) в растворе. Расчет пространственной компак
тной шпилечной структуры гексамера d(GCATGC) 
выполнен методами молекулярной механики с ис
пользованием программы X-PLOR (версия 3.851) 
[47]. При минимизации потенциальной энергии 
молекулярного комплекса использовали парамет
рическую систему, дающую возможность диффе
ренцированно определять межатомные взаимодей
ствия для каждого из азотистых оснований в нук
леиновых кислотах [48 ]. 

В стартовых конфигурациях молекулы дезок
сигексануклеотида локальные конформационные 
параметры динуклеотидного стебля полагали близ
кими к наблюдаемым в 5-форме ДНК, а конфор-
мацию петли шпилечной структуры варьировали в 
достаточно широких пределах. Одна из возможных 
компактных одноцепочечных структур дезоксигек
сануклеотида d(GCATGC) в растворе представлена 
на рис. 5, а. Рассчитанная пространственная струк
тура шпильки характеризуется сравнительно ма
лым значением общей потенциальной энергии мо
лекулярной системы и оптимальными энергетиче
скими соотношениями между различными ее 
составляющими. 

Таким образом, проведенные исследования 
свидетельствуют о существовании в растворе слож
ного равновесия различных конформационных со-

ОСОББННОСТИ ПРОЦЕССА САМОАССОЦИАЦИИ 5'-d(GpCpApTpGpC) 

б 
Рис. 5. Рассчитанные методами молекулярного моделирования 
пространственные структуры: а — компактная шпилечная стру
ктура дезоксигексануклеотида d(GCATGC); б — комплекс дау
номицина с дуплексом гексамера d(GCATGC) (вид сбоку, со 
стороны малой бороздки) 

стояний дезоксигексануклеотида d(GCATGC), 
обусловленных его нуклеотидным составом и по
следовательностью оснований в цепи. Можно пред
положить, что наличие концевых оснований, обра
зующих GC-пары, в сочетании с центральными 
основаниями, образующими АТ-пары, в самоком
плементарных дезоксиолигонуклеотидных последо
вательностях создает условия для формирования 
неканонических компактных структур (шпилькооб-
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разных) даже в довольно коротких одноцепочечных 
фрагментах ДНК. 

Структура комплекса дауномицин—5'-d(Gp-
CpApTpGpC)2. Расчет пространственной структуры 
интеркаляционного комплекса DAU—d(GCATGC) 2 

выполнен методами молекулярной механики на 
основе полного атомного представления с использо
ванием программ X-PLOR, NAMD [49] и силового 
поля CHARMM 27 [50 ]. Водное окружение модели
ровали молекулами воды в виде модели TIP3P 
[51 ], размещенными в прямоугольном боксе разме
ром 2,9 х 3,2 х 3,3 нм 3 (959 молекул). Нейтрализа
цию избыточных электрических зарядов в системе 
гексамер—DAU обеспечивали ионами Na +, разме
щенными в стартовых конфигурациях вблизи ато
мов фосфора на расстоянии 0,45—0,6 нм вдоль 
биссектрис углов О-Р-О, а также ионом СГ, коор
динированным в области положительного заряда 
аминосахарного кольца DAU. Каждая олигнуклео-
тидная цепь оканчивалась с 5'- и З'-концов ОН-
группой. Топология молекулы антибиотика и пара
метризация валентных взаимодействий DAU полу
чена с помощью программы X-PL02D [52] с 
использованием кристаллографических структур из 
PDB банка данных [53] (PDB ID коды 110d, l d l l , 
ld l2 , IdaO) и результатов работы [13]. 

Конформационные состояния комплекса DAU с 
дуплексом гексамера d(GCATGC) определяли с 
помощью программы NAMD симуляцией молеку
лярной динамики с максимальным временем эво
люции системы до 2 не и временным шагом 2 фс, 
периодическими граничными условиями, алгорит
мом РМЕ учета дальних электростатических взаи
модействий, процедурой SHAKE, ограничивающей 
деформацию валентных связей всех водородов с 
тяжелыми атомами, приведением системы к задан
ной температуре по алгоритму Брендсена [54] или 

«отжигом» при температуре 600—300 К. Использо
вали также методики интерактивной молекулярной 
динамики с управлением симуляции в NAMD не
посредственно из программы VMD [55 ]. Стартовую 
конфигурацию молекулярного комплекса для моле
кулярной динамики задавали средствами X-PLOR с 
последующей минимизацией потенциальной энер
гии молекулярной системы для исключения недо
пустимых ван-дер-ваальсовых контактов между 
атомами в системе. 

При определении структур комплексов DAU— 
d(GCATGC)2 дополнительно учитывали расчетные 
значения предельных химических сдвигов б, прото
нов антибиотика в составе 1:2 комплекса (табл. 3). 
Применяли модифицированную модель эквивален
тных магнитных диполей [26, 27], основанную на 
аппроксимации квантово-механических кривых эк
ранирования для азотистых оснований нуклеино
вых кислот [56]. 

Использовали также разработанные в ИТЭБ 
РАН [57 ] алгоритм преобразования координат ато
мов в молекулярном комплексе и программу, реа
лизующую этот алгоритм, в котором последова
тельность преобразований координат в двойной 
спирали отвечала изменению параметров со (про
пеллер), к (излом пары), г (наклон пары), j3 
(крен), Dx (сдвиг), Dy (скольжение), Dz (поднятие), 
Q (закручивание) [58]. 

Вычислительная процедура определения кон-
формационных параметров интеркаляционных 
комплексов нуклеиновых кислот детально описана 
ранее [26, 27 ]. 

Наиболее вероятная пространственная струк
тура фрагментов 1:2 комплекса DAU с дуплексом 
дезоксигексануклеотида d(GCATGC), соответству
ющая интеркаляции антибиотика в d(GpC) сайт 
гексамера, представлена на рис. 5. Интеркаляцион-
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ный комплекс DAU—d(GCATGC) 2 характеризует
ся следующими параметрами: Dz = 0,64 нм, Q = 
= 29,5°, w = -4,5°, Д г = -0,18 нм, Dy = -0,05 нм, г = 
- 0,6°, р = -6,0°, /с = 7,0°. Расчеты показали, что 
хромофор антибиотика ориентирован под углом 
W ~ 120° к продольной оси нижней пары основа
ний интеркаляционного комплекса в двойной спи
рали гексамерного дуплекса. 

Это хорошо согласуется с данными рентгено-
структурного анализа комплексов DAU с олигонук-
леотидами [15, 16, 18], а также с результатами 
проведенных ранее расчетов пространственных 
структур комплексов дауномицина с двуспираль-
ными самокомплементарными дезоксигексануклео-
тидами d(CGTACG), d(CGCGCG) [28] и d(TA-
CGTA)2 [29] в растворе, в которых лиганд также 
интеркалирует в концевые участки дуплексов. В 
свою очередь, наблюдаемые различия в структур
ных конформационных параметрах интеркаляци-
онных комплексов DAU с дезоксигексануклеотида-
ми, по-видимому, обусловлены особенностями рас
положения аминосахарного кольца DAU в малой 
бороздке олигонуклеотидных дуплексов с различ
ной последовательностью оснований в цепи [59]. 
Следует отметить, что несколько отличающийся 
угол поворота хромофора антибиотика по отноше
нию к продольной оси пары оснований в 1:2 комп
лексах DAU с тетрамерами (Ч* ~ 90°) [24, 25] по 
сравнению с интеркаляционными комплексами ан
тибиотика с гексамерами [28, 29] может быть 
связан с различной стабильностью двухспиральных 
структур тетрамеров и гексамеров. 

Термодинамические параметры комплексооб
разования DAU с гексамером 5'-d(GCATGC). Рас
чет термодинамических параметров реакций обра
зования различного типа комплексов дауномицина 
с гексамером сделан по экспериментальным темпе
ратурным зависимостям химических сдвигов прото
нов антибиотика 0DAU(T)) с учетом аддитивного 
вклада в наблюдаемый химический сдвиг всех ас
социированных форм в растворе [25, 27 ]. При этом 
измеренный химический сдвиг dDAU(T) протонов 
лиганда при заданной температуре Т может быть 
представлен в виде: 

«WT) = <Wr) + *МТ) + І W O , (6) 
і = 1 

где FM(T)y FD(T), F{(T) + F4(T) — равновесные 
мольные доли антибиотика при температуре Т в 
мономерной и димерной формах, а также в составе 
различного типа комплексов с гексануклеотидом 
соответственно. В уравнении (6) предполагается, 

что величины дм, dD и д{ + 64 не зависят от 
температуры в исследованном температурном диа
пазоне. Допустимость такого приближения была 
показана ранее [25, 27 ]. В уравнении (6) влияние 
температуры на наблюдаемые значения dDAU(T) 
учитывается через изменения величин FM(T), 
FD(T) и F^T) F4(T), которые являются функци
ями температуры и однозначно связаны с равновес
ными константами образования комплексов Оп
ределение температурных зависимостей констант 
равновесия позволяет найти термодинамические 
параметры комплексообразования — энтальпию 
Д#,° и энтропию AS? для различных типов комп
лексов. Величины Д#.° и AS,0 определены с исполь
зованием параметрических регрессионных уравне
ний, описывающих температурные зависимости 
мольных долей различных комплексов [25, 27]. 
Средние значения свободной энергии Гиббса, эн
тальпии и энтропии, найденные для реакций ком
плексообразования DAU с дезоксигексануклетидом, 
представлены в табл. 3. 

Термодинамические параметры (табл. 3) сви
детельствуют о том, что все реакции комплексооб
разования DAU с гексамером являются экзотерми
ческими. Соотношения величин AG,0, АН° и А5г° 
образования 1:1, 1:2, 2:1 и 2:2 комплексов DAU с 
дезоксигексануклеотидом d(GCATGC) качественно 
подобны соответствующим значениям, полученным 
для исследованных ранее гексамеров d(CGCGCG), 
d(CGTACG) [28] и d(TACGTA) [29]. Из табл. 3 
видно, что абсолютные величины энтальпии и энт
ропии образования 1:2 комплекса DAU с 5-d(GC-
ATGC) больше значений А#,° и AS,0 для исследо
ванных ранее гексамеров [28, 29]. На основании 
вышеизложенного можно сделать вывод о том, что 
дисперсионные и гидрофобные взаимодействия иг
рают основную роль при связывании антибиотика с 
гексамером d(GCATGC) в водном растворе. 

Учитывая, что наиболее вероятным участком 
связывания дауномицина с дуплексом d(GCATGC) 
является d(GpC) сайт, а у исследованных ранее 
[28, 29] гексамеров — d(CpG) и d(TpA) сайты, 
наблюдаемые различия в термодинамических пара
метрах могут быть связаны как со структурными 
различиями малых бороздок двухспиральных гек
сану клеотидов, так и с энергетикой взаимодействия 
хромофора лиганда с парами оснований в месте 
интеркаляции (в частности, возможностью образо
вания межмолекулярных Н-связей). Так, аминоса-
харное кольцо DAU больше соответствует по своим 
параметрам малой бороздке двойной спирали в 
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области АТ-пары в дуплексах гексамерных после
довательностей d(GCATGC) и d(CGTACG), чем в 
дуплексах d(TACGTA) и d(CGCGCG) [28, 29]. 
Теоретический анализ показывает [21 ], что имеет 
место стерическое отталкивание между аминоса-
харным кольцом DAU и аминогруппой G4 в поло
жении 2 в малой бороздке дуплексов d(CGCGCG) 
и d(TACGTA). По-видимому, данные обстоятель
ства являются важным фактором в преимуществен
ном связывании DAU с гексамерами d(GCATGC) и 
d(CGTACG) по сравнению с последовательностями 
d(CGCGCG) и d(TACGTA) в водном растворе. 
Вместе с тем методом рентгеноструктурного анали
за недавно обнаружено [60], что моновалентные 
катионы металлов, расположенные в сайте интер-
каляции, могут также играть существенную роль 
при специфическом для последовательности связы
вании антрациклиновых антибиотиков с последова
тельностями ДНК. В заключение можно сделать 
вывод о том, что DAU проявляет определенную 
сайт-специфичность к следующим триплетным по
следовательностям: d(GCA) > d(CGT) > d(CGC) > 
> d(TAC). Этот результат согласуется с экспери
ментальными и теоретическими исследованиями 
других авторов [20—22]. 

Авторы выражают благодарность Объединенно
му исследовательскому центру Лондонского уни
верситета в Беркбек колледже за предоставленную 
возможность использовать для измерений ЯМР 
спектрометр 500 МГц. 

\Л. N. Veselkov\ R. /. Eaton, V. I. Pahomov, О. V. Rogova, 
V. S. Volynkin, A. V. Semanin, L. N. Djimant, D. B. Davies 

Distinctive features of the self-association of deoxyhexanucleotide 
5'-d(GpCpApTpGpC) and its complexation with anthracycline 
antibiotic daunomycin in aqueous solution 

Summary 

The self-association of self-complementary deoxyhexanucleotide 5'-
d(GpCpApTpGpC) and its complexation with antitumor antibiotic 
daunomycin have been investigated in aqueous solution using 1D-
and 2D- H NMR correlation spectroscopy (2D-TOCSY and 2D-
NOESY). Measurements of the concentration and temperature 
dependences of chemical shifts of nonexchangeable protons of 
deoxyhexanucleotide and daunomycin have been used to calculate 
the equilibrium constants and thermodynamical parameters (AH 
and AS) of d(GCATGC) duplex formation and complexation of the 
hexamer with the antibiotic. Based on the analysis of the proton 
chemical shifts of the hexamer at small concentrations and at 
relatively low temperatures, it has been assumed that the hexamer 
d(GCATGC) forms a compact structure (e.g. similar to a hairpin) 
in aqueous solution. The spatial structures of the hairpin and the 
intercalated complex of daunomycin with the duplex of the hexamer 
d(GCATGC) have been determined by molecular mechanics me
thods using X-PLOR software. Comparative analysis of the pa

rameters of complex formation between antibiotic daunomycin and 
deoxyhexanucleotides of different base sequence has been made. 

\0. H. Веселков,\ P. Дж. Ітон, В. I. Пахомов, О. В. Рогова, 
В. С. Волинкін, О. В. Семанін, Л. Н. Димант, Д. Б. Девіс 

Особливості процесу самоасоціації дезоксигексануклеотиду 5'-
d(GpCpApTpGp) і його комплексоутворення з антрацикліновим 
антибіотиком дауноміцином у водному розчині 

Резюме 

Методами одно- і двовимірної кореляційної 1Н-ЯМР спектро
скопи (2M-TOCSY і 2M-NOESY) досліджено самоасоціацію 
самокомплементарного дезоксигексануклеотиду 5'-d(GpCpAp-
TpGp) і його комплексоутворення з протипухлинним ан
тибіотиком дауноміцином у водному розчині. Визначено кон
центраційні і температурні залежності хімічних зсувів не-
обмінних протонів дезоксигексануклеотиду і дауноміцину, за 
якими розраховано рівноважні константи і термодинамічні 
параметри (АН і AS) реакцій утворення дуплексу d(GCATGC) 
і комплексів гексамеру з антибіотиком. На основі аналізу змін 
протонних хімічних зсувів гексамеру в області низьких кон
центрацій і при порівняно невисоких температурах зроблено 
припущення про формування послідовністю d(GCATGC) ком
пактної структури (наприклад, подібній до шпильки) у водно
му розчині. Побудовано просторові структури итильки та 
інтеркаляцийного комплексу дауноміцину з дуплексом гексаме
ру d(GCATGC) методами молекулярної механіки з викори
станням програми X-PLOR. Проведено порівняльний аналіз 
параметрів утворення комплексів антибіотика дауноміцину з 
дезоксигексануклеотидами різної послідовності основ у лан
цюзі. 
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