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Методами одно- и двухмерной Н ЯМР-спектроскопии и молекулярной механики исследован 
интеркаляционный комплекс шпильки дезоксигептануклеотида d(GCGAAGC) с антрациклиновым 
антибиотиком дауномицином в водно-солевом растворе. Определены равновесные термодинами­
ческие параметры комплексообразования, рассчитана пространственная структура комплекса, 
проведен сравнительный анализ конформационных и энергетических параметров шпильки гепта-
мера без лиганда и в составе комплекса. Изучена молекулярная динамика комплекса в наносекун-
дном временном интервале, оценена подвижность его структурных элементов. Проанализировано 
взаимодействие комплекса с ближайшим водным окружением. 
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Введение. Известно, что в нативных ДНК, содер­
жащих палиндромные нуклеотидные последова­
тельности, могут образовываться стабильные шпи­
лечные структуры, являющиеся потенциальными 
местами узнавания для белков [1—3]. Детальные 
физико-химические и структурные характеристики 
шпилек, необходимые для выяснения их роли в 
биологических процессах, целесообразно опреде­
лять на коротких фрагментах ДНК, способных 
формировать шпилечные структуры. Установлено, 
что шпильки ДНК, имеющие неканоническую пу-
рин-пуриновую пару оснований в малой (3—4 нук-
леотида) петле, проявляют высокую устойчивость к 
действию высоких температур [4—6 ] и нуклеаз 
[7]. Эти мини-петли обнаружены в ряде биологи­
чески важных шпилечных структур. Например, 
петли d(GCA) найдены в хромосомах человека [4] 
и бактерии Streptomyces [8], d(GAA) и d(AAA) — 
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на З'-концевых участках ДНК вируса MVM [9], 
d(GGA)—в промоторах РНК-полимеразы бакте­
риофага N4 [10]. При этом стебли шпилек с 
подобными петлями могут состоять всего из двух 
G:C пар при сохранении высокой стабильности 
таких гептамерных шпилечных форм [6, 7]. Среди 
них шпилька дезоксигептануклеотида d (GCGAA­
GC) с петлей GAA характеризуется наибольшей 
устойчивостью к действию нуклеаз и имеет нео­
бычно высокую температуру плавления в услови­
ях, близких к физиологическим (Тт = 76,5 °С в 
водном растворе при 0,1 М NaCl) [5]. Следует 
отметить, что последовательность d (GCGAAGC) 
может иметь важное биологическое значение, по­
скольку она была обнаружена на участках иници­
ации репликации фага 0X174 [11], вируса HSV-1 
[12], бактерии Escherichia coli [13]. Высокая ста­
бильность этой шпильки объясняется образованием 
двух водородных связей между основаниями G3 и 
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А5, а также благоприятными условиями для стэ-
кинг-взаимодействия этой неканонической пары 
как с основаниями стебля шпильки, так и с неспа-
ренным петлевым основанием А4 [5, 14]. Отметим, 
что фрагмент РНК г (GCGAAGC) образует в тех же 
условиях значительно менее стабильную шпильку 
(Тт ~ 27 °С), поскольку известно, что конформа-
ции рибо- и дезоксирибонуклеотидов имеют суще­
ственные различия [5]. 

Для выяснения физических механизмов функ­
ционирования подобных неклассических структур­
ных форм ДНК необходимы детальные исследова­
ния их пространственной организации, а также 
определение особенностей связывания биологиче­
ски активных соединений с участками ДНК, содер­
жащими такие структуры. В частности, значитель­
ный интерес представляет комплексообразование 
шпилечных форм ДНК с ароматическими молеку­
лами. В работах [15—17] показано, что ароматиче­
ские лиганды — фенантридиновый краситель бро­
мистый этидий (ЕВ) и феноксазоновый антибиотик 
актиномицин D — преимущественно интеркалиру-
ют в стебель шпилечных структур. Следует отме­
тить, что параметры встраивания ароматических 
лигандов в стебель шпилек могут существенно 
отличаться от параметров интеркаляции для дуп­
лексной ДНК. Так, интеркаляция ЕВ в компакт­
ную структуру шпильки гептамера d (GCGAAGC) 
приводит к некоторому уменьшению ее температу­
ры плавления [16], в то время как комплексообра­
зование ЕВ с самокомплементарными дезоксиоли-
гонуклеотидами сопровождается повышением их 
температуры плавления [18]. Однако связывание 
со шпилечными формами ДНК других интеркали-
рующих лигандов, в первую очередь, антиопухоле­
вых антибиотиков, остается в настоящее время 
мало изученным и требует проведения новых экс­
периментальных и теоретических исследований. 

В представленной работе изучали структурные 
особенности и конформационную динамику интер-
каляционного комплекса шпильки дезоксигепта­
нуклеотида d (GCGAAGC) с антибиотиком дауно-
мицином методами молекулярной механики с ис­
пользованием данных, полученных при обработке 
одно- и двухмерных 1Н ЯМР-спектров [19]. 

Дауномицин (DAU) является антибиотиком 
антрациклиновой группы, обладает выраженными 
противоопухолевыми свойствами и эффективен при 
лечении острой формы миеломной лейкемии [20]. 
Один из механизмов фармакологического действия 

Рис. 1. Химическая структура молекулы дауномицина 

DAU связан с его способностью интеркалировать в 
ДНК и тем самым ингибировать репликацию ДНК 
и транскрипцию РНК. Молекула DAU имеет пло­
ский агликонный хромофор в виде системы сопря­
женных шестичленных колец и положительно за­
ряженное аминосахарное кольцо, ориентированное 
практически перпендикулярно хромофору (рис. 1). 
В отличие от многих других типичных интеркаля-
торов ДНК DAU не проявляет выраженной специ­
фичности к определенной нуклеотидной последова­
тельности. Исследования его связывания с коротки­
ми дезоксиолигонуклеотидными дуплексами в 
водно-солевом растворе показали, что этот антиби­
отик преимущественно интеркалирует в терми­
нальные сайты олигонуклеотидов, располагаясь на 
концевом триплетном участке [21, 22]. Подобную 
посадку молекулы DAU наблюдали и при кристал­
лографических исследованиях комплексов антибио­
тика с дезоксигексамерами [23 ]. Можно предполо­
жить, что и в нативных ДНК повышенное сродство 
к связыванию DAU способны проявлять конформа-
ционно менее стабильные участки, например, с 
неканоническим спариванием оснований, внутрен­
ние петли, шпильки и т. д. 

Материалы и методы. Для уточнения расчет­
ной пространственной структуры интеркаляцион-
ного комплекса гептамера d (GCGAAGC) с DAU 
использованы данные одно- и двухмерной корреля­
ционной (2M-NOESY) 'Н ЯМР-спектроскопии 
[19]. В ЯМР-эксперименте исследованы водно-со­
левые растворы гептамера с антибиотиком. Дауно­
мицин («Fluka», Великобританая) и дезоксигепта-
нуклеотид 5'-d(GpCpGpApApGpC) («OSWEL DNA 
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SERVICE», Великобритания) лиофилизировали из 
99,95 % D 2 0 и растворяли в 0,1 М фосфатном 
буфере (pD 7,1), содержащем 10~4 моль/л EDTA. 
Одномерные *Н ЯМР-спектры получены на спект­
рометре «Вгикег DRX» с резонансной частотой 
500 МГц, двухмерные 2M-NOESY гомоядерные — 
на спектрометре «Вгикег АМХ» (600 МГц). Изме­
рены зависимости химических сдвигов протонов 
DAU от концентрации дезоксигептануклеотида в 
растворе при температурах Г, = 303, Т2 = 308 и Т3 = 
= 313 К. При титровании концентрацию лиганда 
поддерживали постоянной — 0,6 мМ, концентра­
цию гептамера изменяли в пределах от 1,42 до 
0,052 мМ. Температурную зависимость химических 
сдвигов протонов DAU измеряли в диапазоне тем­
ператур от 293 до 363 К при постоянных концент­
рациях гептамера и лиганда: Л 0̂ = 0,61 мМ, Z>0 = 
= 0,6 мМ. 

Пространственную структуру и конформацион-
ную динамику комплекса шпилечной структуры 
дезоксигептануклеотида с антибиотиком DAU рас­
считывали при помощи программы X-PLOR [24] с 
силовым полем CHARMM27 [25]. Для представле­
ния электростатических и ван-дер-ваальсовых вза­
имодействий использовали сдвиговую (shift) и пе­
реключающую (switch) функции соответственно с 
расстоянием усечения r c u t = 12 А [26]. Для задания 
параметров атомных взаимодействий использованы 
кристаллографическая структура молекулы DAU 
[27] и величины электрических зарядов атомов 
лиганда, полученные в [28 ] на основе квантово-ме-
ханических расчетов. Конформационные парамет­
ры стартовой конфигурации стебля шпилечной 
формы гептамера, состоящего из двух G:C пар, 
соответствовали классической В-форме ДНК. На­
чальную конформацию петли шпильки выбирали 
таким образом, чтобы (согласно [5, 14]) азотистые 
основания петли G3 и А5 образовывали неканони­
ческую (sheared) пару, а положение основания А4 
соответствовало вертикальному стэкинг-взаимодей-
ствию с G3. Молекулу DAU встраивали в стебель 
шпильки так, что аминосахарное кольцо лиганда 
располагалось со стороны малой канавки мини-
дуплекса [29]. Олигонуклеотидную цепь термини­
ровали с 5'- и З'-концов ОН-группами. Нейтрали­
зацию избыточных электрических зарядов фосфа­
тов в гептамере обеспечивали шестью ионами Na +, 
находящимися в стартовых конфигурациях на рас­
стояниях 6 А от атомов фосфора вдоль биссектрис 
углов 01Р-Р-02Р [30]. Водное окружение модели-

Х А Р А К Т Е Р И С Т И К И КОМПЛЕКСА d ( G C G A A G C ) С Д А У Н О М И Ц И Н О М 

ровали молекулами воды TIP3P [31 ], размещенны­
ми в кубическом боксе с ребром 35 А, первоначаль­
но содержащем 1432 молекулы воды. При совмеще­
нии центров масс водного бокса и ДНК удаляли все 
молекулы воды, атомы кислорода которых находи­
лись на расстояниях, меньших 2,7 А, от неводород­
ных атомов гептамера, лиганда и ионов Na\ В 
результате моделируемая система содержала 1235 
молекул воды. Оптимизацию геометрии комплекса 
DAU со шпилькой гептамера осуществляли, мини­
мизируя потенциальную энергию молекулярной 
системы. Диэлектрическую проницаемость среды 
принимали равной единице. На первом этапе ми­
нимизации фиксировали положения всех атомов 
гептамера и антибиотика, а также ионов Na* для 
ускорения релаксации водного окружения к равно­
весному состоянию, второй этап минимизации про­
водили с фиксацией только атомов гептамера. На 
окончательном этапе оптимизацию геометрии осу­
ществляли без каких-либо ограничений на движе­
ния атомов. После минимизации потенциальной 
энергии системы рассчитывали молекулярную ди­
намику (МД) по алгоритму Verlet [32] при посто­
янной температуре Т = 298 К с временным шагом 
At = 2 фс и ограничением тепловых движений ато­
мов водорода по алгоритму Shake [33 ]. Все молеку­
лы воды, находящиеся на расстоянии менее 5 А от 
граней водного бокса, фиксировали для исключе­
ния их вылета в вакуум. Свободная водная оболоч­
ка имела толщину ~4 А. Время эволюции комплек­
са составляло 1,2 не, координаты атомов записыва­
ли через 1 пс. 

Для анализа влияния комплексообразования с 
DAU на взаимодействие шпильки с ближайшим 
водным окружением рассчитана также МД шпи­
лечной формы без интеркалятора в течение 640 пс 
при идентичных условиях моделирования. Для ус­
тановления конформационных изменений гептаме­
ра при интеркаляции антибиотика использовали 
усредненную структуру шпильки d (GCGAAGC) 
без лиганда, полученная в работе [14]. 

Результаты и обсуждение. Анализ концентра­
ционных и температурных зависимостей химиче­
ских сдвигов протонов антибиотика показал, что 
молекулярное равновесие в растворе может быть 
описано в рамках модели 

КН KN KD 

N**NH\ N + N*> N2; D + D <* D2; 

KID KHD K2D 

D + N** DN; D + NH*> DNH; B + N2*> DN2, 
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F(r) 

Рис. 2. Зависимость относительного содержания комплекса 
шпильки d (GCGAAGC) с дауномицином от соотношения исход­
ных концентраций г (r = N0/D0) при Т - 303 К ( / ) , 308 К (2) и 
313 К (3) 

в которой учитываются реакции образования шпи­
лечной (NH) и дуплексной (N2) форм гептамера, 
димеризации лиганда (D2), формирования комп­
лексов антибиотика с мономерной однонитчатой 
(DN) и шпилечной (DNH) структурами, а также с 
неполнокомплементарным дуплексом дезоксигепта­
нуклеотида (DN2) при равновесных константах 
взаимодействия Кн, KN, KD, KlD, KHD и K2D соот­
ветственно. Указанной схеме отвечают следующие 
расчетные значения равновесных констант и эн­
тальпий АН комплексообразования (Т = 298 К, 
0,1 М Na-фосфатный буфер, pD 7,1): KHD= (72 ± 
± 1 2 ) 1 0 3 М"1, KlD-(48±8)103 М"1, ^ = ( 3 1 0 0 ± 
± 360) • 103 М"1 и AHHD = -(99±9) кДж/моль, Д Я Ш = 
= -(81 ±8) кДж/моль, А Я 2 0 = -(58±7) кДж/моль. 
Из концентрационных зависимостей рассчитаны 
также предельные значения химических сдвигов 
протонов лиганда в мономерной форме дт и в 
составе комплекса со шпилькой dHD. Индуцирован­
ные химические сдвиги Ад = дт - dHD, характеризу­
ющие магнитное экранирование протонов лиганда 
в комплексе со шпилечной формой гептамера, при 
этом были равны 0,50; 0,34; 0,11; 0,50 м. д. для 
протонов Н2, Н10е, НГ и протонов оксиметильной 
группы ОМе DAU соответственно (рис. 1). Значе­
ния Ад этих протонов вычисляли также для расчет­
ной структуры комплекса по модели эквивалентно­
го магнитного диполя с учетом данных квантово-
механических расчетов магнитного экранирования 
ядер атомов лиганда азотистыми основаниями [34 ]. 

В результате сравнения значений констант 
комплексообразования выяснено, что вероятность 

образования комплекса DAU со шпилькой сущест­
венно ниже, чем с дуплексом гептамера. Вместе с 
тем содержание комплексов при равновесии в рас­
творе существенно зависит также от исходных 
концентраций взаимодействующих молекул и тем­
пературы раствора. В смешанном растворе антиби­
отик—гептамер перераспределение конформацион-
ных состояний гептамера в пользу шпилечной фор­
мы [35] приводит к тому, что доля комплексов 
DAU со шпилькой весьма высока, несмотря на 
сравнительно небольшое значение константы ком­
плексообразования KHD. 

На рис. 2 приведено относительное содержание 
комплекса шпилечной конформации гептамера с 
антибиотиком в зависимости от соотношения кон­
центраций олигонуклеотида и лиганда г (г = N0/DQ) 
при различных температурах. Расчет показывает, 
что для условий, при которых был измерен 2М-
NOESY спектр W 0 = 0,61 мМ, £>0=0,6 мМ, Т = 
= 303 К), комплекс шпильки с DAU преобладает в 
сравнении с другими видами ассоциатов гептамера 
с антибиотиком, его доля составляет -87 %. Все 
это дает основание предположить, что наблюдае­
мые в спектре 2M-NOESY корреляции между про­
тонами гептамера и протонами DAU в большей 
степени относятся именно к данному типу комп­
лекса. Его расчетная температура плавления со­
ставляет —48 °С, что существенно ниже температу­
ры плавления шпильки без лиганда. 

На рис. 3 представлено расширение спектра 
2M-NOE раствора дезоксигептануклеотида d (GCG­
AAGC) с DAU в области резонансов ароматических 
протонов. Обнаруженные в спектре межмолекуляр­
ные кросс-пики и их относительные интенсивности, 
по которым проводили оценку межпротонных рас­
стояний, приведены в табл. 1. Наиболее интенсив­
ные кросс-пики 2M-NOE наблюдаются между про­
тонами лиганда и протонами терминальных нукле-
отидов, что указывает на преимущественное 
встраивание хромофора антибиотика между G:C 
парами оснований в стебле шпильки. Как и в 
случае шпильки без встроенного в нее лиганда [5, 
14, 35], имеет место существенное смещение резо­
нанса протона Н4' нуклеотида А4 в петле шпильки 
в более сильное поле (примерно на 2 м. д.). Кроме 
того, сохраняется кросс-пик между протоном 
Н4'(А4) и протоном Н8(А5). Эти факты свидетель­
ствуют об отсутствии значительных конформаци-
онных перестроек в петле шпильки при интеркаля-
ции DAU. 
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Н2А5/Н8А5 

= 200 мс) водного раствора гептамера d(GCGAAGC) с дауномицином 

антибиотика составили 0,3—0,6 А для всех азоти­
стых оснований шпильки, кроме концевых G1 и 
С7, для которых СКО = 4,6 и 3,5 А соответственно. 
Величина радиуса инерции шпилечной структуры 
при образовании комплекса с DAU возрастает от 
7,11 [14] до 7,54 А, главным образом, за счет 
линейного смещения концевой пары азотистых ос­
нований при частичном раскручивании стебля. 
Торсионные углы а и у нуклеотидов стебля при 
комплексообразовании переходят из -гош, +гош в 
+гош, -гош области соответственно. Углы є и £ 
несколько изменяются, но остаются в пределах 
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Таблица 1 
Кросс-пики NOE между протонами дезоксигептануклеотида 
d(GCGAAGC) и протонами DAU (No-0,61 мМ, Do-

транс-гош, характерных для конформации ДНК 
BI типа. Фазовые углы псевдовращения Р для 
дезоксирибоз всех нуклеотидов, за исключением 
G1, находятся в пределах 128—176°, что отвечает 
конформациям СГ-экзо и С2'-эндо. Для фураноз-
ного кольца звена G1 расчетной структуры величи­
на Р=~30° (конформация СЗ'-эндо). Оказалось, 
что интеркаляция DAU в шпильку сравнительно 
мало влияет на значения гликозидных углов всех 
нуклеотидов, при этом в нуклеотидах G3 и А5 
неканонической пары взаимная ориентация азоти­
стых оснований и сахарных колец соответствует 
агн-конформации, в других звеньях цепи — анти-
конформации. 

Хромофор антибиотика, интеркалированный в 
стебель шпильки гептамера, повернут на угол Ч* ~ 
107° относительно продольной оси пары оснований 
C2:G6. Аминосахарное кольцо DAU располагается 
со стороны малой канавки двуспирального мини-
дуплекса. При этом гликозидный угол, определяю­
щий ориентацию кольца относительно хромофора 
антибиотика и измеряемый по расположению ато-

Рис. 4. Расчетная пространственная структура комплекса шпильки гептамера d(GCGAAGC) с дауномицином 
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3 4 0 ТкіЙШ 

20 

Рис. 5. Зависимо­
сти значений тор­
сионных углов а, 

у, 6 у є и f caxa-
ро-фосфатного ос­
това нуклеотида 
С2 шпильки геп­
тамера d (GCGAA­
GC) в комплексе с 
дауномицином от 
времени модели­
рования 

мов С7-07-СГ-С2', составляет -155°. Отметим, 
что этот угол в комплексах DAU с дуплексами 
гексамеров, по данным рентгеноструктурного ана­
лиза, обычно лежит в пределах 137—162° [37]. 
Образование комплекса шпилька—DAU вызывает 
раскручивание пар оснований в месте интеркаля-
ции примерно на 18°, при этом угол спирального 
вращения Q между второй C2:G6 и третьей G3:A5 
парами уменьшается незначительно (приблизи­
тельно на 3°). Расстояние между парами азотистых 
оснований в участке интеркаляции увеличивается 
на ~4 А, что соответствует раздвижению пар при 
образовании комплекса DAU с дезоксиолигонукле-
отидными дуплексами [37 ]. Угол пропеллера пары 
C2:G6 шпильки в комплексе имеет нехарактерное 
для В-формы ДНК довольно большое положитель­
ное значение со = 13,7°, в то же время угол излома 
/с этой пары составляет 10,6°. 

В исследуемом комплексе антибиотика со 
шпилькой выявлены две межмолекулярные водо­
родные связи с участием атомов N3'(DAU)— 
01Р(А4) и N3' (DAU) —N1 (А5), способствующие 
стабилизации аминосахарного кольца DAU в комп­
лексе. Расчеты показали достаточную стабильность 
в исследованном временном интервале значений 
большинства конформационных параметров комп­
лекса (рис. 5). Существенные изменения на на­
чальном этапе эволюции системы при температуре 
298 К претерпевают только пространственные углы 

а и у нуклеотидных звеньев стебля шпильки, 
испытывающие синхронные скачкообразные пере­
ходы из +гош и -гош в -гош и +гош области 
соответственно. 

Пространственные углы по сахаро-фосфатному 
остову гептамера меняются в процессе теплового 
движения атомов с СКО, не превышающими 20 % 
от их средних значений. СКО угла между продоль­
ными осями хромофора и пары оснований C2:G6 
равны не более 4°, а пространственного угла С7-
07-СГ-С2' в антибиотике — 8°. Расстояние между 
атомами 03'(С2) и 0 3 ' (G6), характеризующее ши­
рину гликозидного желобка мини-дуплекса, для 
шпильки без лиганда составляет -15,1 А [14], а в 
расчетной структуре комплекса с DAU — 14,3 А. 

Из анализа траекторий движений атомов сле­
дует, что крупномасштабные конформационные 
перестройки происходят, в основном, в течение 
начальных 400—600 пс. После этого периода вре­
мени практически отсутствует систематический 
дрейф конформационных параметров комплекса 
(рис. 5). В течение последних 40 пс МД величины 
СКО координат неводородных атомов шпильки геп­
тамера и антибиотика DAU в комплексе составили 
0,42 и 0,58 А соответственно. 

В табл. 2 представлены расчетные значения 
энергий взаимодействия между различными эле­
ментами в моделируемых молекулярных системах. 
Видно, что встраивание лиганда приводит к неко-
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Таблица 2 
Энергии атом-атомных взаимодействий (ккал/моль) в шпилечной структуре септамера d(GCGAAGC) и комплексе с 
дауномицином (DAU) 

П р и м е ч а н и е . £totai — общая энергия; £ v d w — энергия Ван-дер-Ваальса; Et[ec — электростатическая энергия; Я , H-W, 
H-DAU — взаимодействия внутри шпилечной структуры (также приведены энергии взаимодействий между некоторыми парами 
азотистых оснований), шпильки с водным окружением, шпильки с антибиотиком соответственно; NB-W, PB-W — взаимодействия 
азотистых оснований и сахаро-фосфатного остова шпильки гептамера с водным окружением. 

торому уменьшению абсолютного значения общей 
энергии ЕХОЫ внутримолекулярных взаимодействий 
в гептамере, как правило, за счет нарушения 
вертикального стэкинг-взаимодействия между азо­
тистыми основаниями стебля и соответственно из­
менения £ v d w . Значения энергий взаимодействия 
между азотистыми основаниями петли шпильки 
изменяются сравнительно мало. В G3:A5 паре осно­
ваний наблюдается некоторое перераспределение 
составляющих энергии их взаимодействия в сторо­
ну снижения роли электростатического притяже­
ния и увеличения вклада энергии Ван-дер-Ваальса 
2s v d w. Вместе с тем абсолютное значение полной 
энергии для этой пары более чем в 2 раза меньше, 
чем у соседней уотсон-криковской пары стебля 
C2:G6. Неспаренное основание А4 стабилизируется 
в шпилечной структуре, в основном, вследствие 
вертикального стэкинга с G3, взаимодействие с 
которым на порядок выгоднее, чем с основанием 

А5. Следует отметить также, что раскручивание 
пар оснований в участке интеркаляции лиганда 
обеспечивает некоторое увеличение модуля энер­
гии взаимодействия между основаниями G3 и G6, 
плоскости которых довольно сильно перекрываются 
при характерной геометрии некомплементарной 
G3:A5 пары. Абсолютное значение энергии взаимо­
действия шпильки гептамера с водным окружением 
несколько снижается при встраивании лиганда за 
счет уменьшения доступной для воды поверхности 
шпильки при укладке аминосахарного кольца DAU 
со стороны малой канавки мини-дуплекса. 

Вследствие конформационных перестроек в 
шпилечной структуре гептамера при связывании с 
лигандом повышаются, в частности, гидратацион-
ные индексы атомов 02 (С7), N7(G6) и NKA4) с 
0,72, 1,40 и 1,13 до 1,59, 1,85 и 1,28 соответственно 
и снижаются для атомов 04 ' сахарных колец всех 
звеньев гептамера (рис. 6). Гидратационные индек-
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Рис. 6. Структура гидратной оболочки комплекса шпильки d (GCGAAGC) с дауномицином 

сы определяли из расчетных траекторий теплового 
движения атомов как средние количества Н-связей 
между молекулами воды и гидрофильными атома­
ми комплекса за последние 40 пс МД. Наличие 
Н-связи фиксировалось, если расстояния между 
электроотрицательным атомом гептамера или DAU 
и атомами кислорода и водорода молекулы воды не 
превышали 3,2 и 2,4 А соответственно. Среди 
электроотрицательных атомов DAU в наибольшей 
степени гидратированы атомы кислорода 013, 04 и 
05 , для которых гидратационный индекс равен 
-0 ,9 . По указанному критерию водородной связи 
определяли также наличие водных мостиков. Наи­
более стабильный мостик с участием одной молеку­
лы воды образуется между атомами N3(G6) гепта­
мера и 04, 0 5 антибиотика. Такие конфигурации 
наблюдаются в - 6 0 % случаев вдоль расчетных 

траекторий атомов. С несколько меньшей вероят­
ностью проявляются водные мостики между 
013(DAU) и N3(G1), 03 '(G1), 05ЧС2), а также 
между 09(DAU) и 03'(С2), 01Р(С2). Всего, со­
гласно расчетам, с комплексом связаны примерно 
60 молекул воды, из них около шести — с молеку­
лой DAU, приблизительно 55 — со шпилькой геп­
тамера и, в среднем, одна молекула воды образует 
устойчивый межмолекулярный водный мостик. В 
то же время ближайшая водная оболочка расчетной 
шпилечной структуры без лиганда насчитывает 
около 65 молекул. 

Таким образом, полученная пространственная 
структура комплекса DAU со шпилечной формой 
дезоксигептануклеотида d (GCGAAGC) находится в 
хорошем соответствии со значениями индуцирован­
ных химических сдвигов и межмолекулярных 
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кросс-пиков 2M-NOE. Расчеты показали, что ста­
билизация комплекса происходит, в основном, за 
счет вертикального стэкинг-взаимодействия между 
хромофором антибиотика и азотистыми основания­
ми стебля шпильки, а также межмолекулярных 
водородных связей. Конформационные параметры 
стебля шпильки в комплексе с DAU остаются в 
пределах В-формы ДНК, при этом раскручивание 
пар оснований на участке интеркаляции составляет 
-18°. Основные изменения в структуре шпильки 
при интеркаляции лиганда происходят, главным 
образом, за счет конформационных перестроек бо­
лее подвижной концевой пары азотистых основа­
ний. В то же время петля, содержащая неканони­
ческую G:A пару, при встраивании хромофора 
антибиотика в стебель шпильки характеризуется 
высокой стабильностью. 

V. V. Kostjukov, V. I. Pahomov, L. N. Dimant 

Structural c h a r a c t e r i s t i c s of i n t e r c a l a t i o n c o m p l e x of 
deoxyheptanucleotide hairpin d (GCGAAGC) with anthracycline 
antibiotic daunomycin 

Summary 

The investigation of intercalation complex of deoxyheptanucleotide 
d(GCGAAGC) hairpin and anthracycline antibiotic daunomycin 
(DAU) in aqueous-saline solution has been performed by one- and 
two-dimensional H NMR spectroscopy and molecular mechanics 
methods. The equilibrium thermodynamic parameters of comp-
lexation have been obtained. The spatial structure of the complex 
has been calculated and the comparative analysis of conformational 
and energetic parameters of associated and free heptamer hairpin 
has been carried out. The molecular dynamics of the complex in 
nanosecond time scale has been studied and mobility of structure 
elements has been evaluated. The interaction of the complex of 
heptamer-DAU with nearest hydration shell has been analyzed. 

Keywords: hairpin d(GCGAAGC), daunomycin, intercalation, H 
NMR spectroscopy, molecular dynamics. 

В. В. Костюков, В. I. Пахомов, Л. H. Димант 

Структурні характеристики інтеркаляційного комплексу 
шпилькової форми дезоксигептануклеотиду d (GCGAAGC) 
з антрацикліновим антибіотиком дауноміцином 

Резюме 

Методами одно- та двовимірної 1Н ЯМР-спектроскопи і 
молекулярної механіки досліджено інтеркаляційний комплекс 
шпильки дезоксигептануклеотиду d(GCGAAGC) з антрациклі­
новим антибіотиком дауноміцином у водно-сольовому розчині. 
Визначено рівноважні термодинамічні параметри комплексо-
утворення, розраховано просторову структуру комплексу, 
проведено порівняльний аналіз конформаційних та енергетич­
них параметрів гептамеру без ліганду та в складі комплексу. 
Вивчено молекулярну динаміку комплексу у наносекундному 
часовому інтервалі, оцінено рухливість його структурних 

елементів. Проаналізовано взаємодію комплексу з найближчим 
водним оточенням. 

Ключові слова: шпилька d(GCGAAGC), дауноміцин, інтер-
каляція, ЯМР-спектроскопія, молекулярна динаміка. 
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