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ЭНЕРГЕТИКА ДИМЕРИЗАЦИИ ЛИГАНДОВ,
СВЯЗЫВАЮЩИХСЯ В МАЛЫЙ ЖЕЛОБОК ДНКУДК 536.75+541.49

Методами молекулярного моделирования выполнен энергетический анализ димериза-
ции в водном растворе семи различных по структуре биологически-активных лекси-
тропсинов. Показано, что основная стабилизация димеров происходит за счет гидро-
фобных и межмолекулярных ван-дер-ваальсовских взаимодействий. Последние обуслов-
лены в основном энергетически выгодными контактами между ароматическими коль-
цами молекул, а также колец с пептидными группами. Электростатические взаимо-
действия, несмотря на значительные дипольные моменты молекул, весьма слабы и
дестабилизируют комплекс в силу невыгодного взаимного расположения молекулярных
диполей. Энтропийные факторы и дегидратация также препятствуют димеризации.
К люч е вы е с л о в а: лекситропсины, димер, пептидная группа, ароматическое кольцо,
энергетические вклады.

1. Введение

Малые молекулы, связывающиеся с двуспираль-
ной ДНК путем укладки в ее малый желобок
(Minor Groove Binders, MGB-лиганды), имеют сер-
повидную форму, повторяющую его и позволяю-
щую укладываться в желобок без существенных
конформационных изменений самого лиганда и
дуплекса ДНК с образованием специфических к
АТ-трактам водородных связей [1]. Многие из
MGB-лигандов, в первую очередь, лекситропси-
ны, проявляют противоопухолевое действие и ши-
роко используются в клинической практике для
химиотерапии раковых заболеваний [2]. Некото-
рые MGB-лиганды применяются в качестве флуо-
ресцентных маркеров ДНК (например, DAPI и
Hoechst33258).
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Основными представителями лекситропсинов
являются дистамицин (DM) и нетропсин (NT) –
природные трипептиды со значительной антиви-
русной и антиопухолевой активностью (рис. 1),
связанной с ингибированием репликации и транс-
крипции ДНК [2]. Именно для NT впервые была
обнаружена укладка молекулы в малый желобок
дуплекса ДНК как новый тип связывания, аль-
тернативный интеркаляции [3]. При мономерном
(1:1) связывании молекула MGB-лиганда занима-
ет центр малого желобка и образует бифуркаци-
онные Н-связи с каждым из азотистых оснований
данной пары оснований ДНК [4] (см. рис. 1, а). По-
этому, такой лиганд не может различить АТ/ТА
и GC/CG пары оснований. Таким образом, в 1:1
комплексе MGB-лиганд считывает лишь половину
информации с малого желобка ДНК.

При исследовании комплексообразования DM с
ДНК было впервые обнаружено, что при концен-
трациях, существенно более высоких, чем кон-
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Рис. 1. Структуры 1:1 комплекса нетропсина (а) и дистамицина (б) с ДНК

центрации биополимера, DM связывается с ним
высококооперативно по димерному механизму (см.
рис. 1, б) [5]. Димерный механизм комплексооб-
разования обусловлен отчасти тем, что DM не-
сет единичный положительный заряд диамидино-
вой группы на одном конце, в то время как NT –
на обоих (cм. рис. 1). Это делает возможным ан-
типараллельную укладку двух молекул DM. При
этом каждая из двух молекул лиганда образует
Н-связи со “своей” нитью ДНК, т.е. каждая нить
ДНК “узнается” отдельно. Таким образом, в кон-
тексте эффективности молекулярного узнавания,
димерное связывание имеет два основных преи-
мущества перед мономерным. Во-первых, оно да-
ет возможность различать между собой АТ/ТА и
GC/CG пары оснований, и, во-вторых, такое двой-
ное считывание нуклеотидной последовательности
имеет вдвое более высокую надежность по сравне-
нию с мономерным. Высокая токсичность и огра-
ниченная специфичность DM в настоящее время
стимулирует поиск новых лекситропсинов, также
с димерным механизмом связывания [6].

До настоящего времени считалось, что ди-
мер MGB-лигандов образуется непосредственно
на ДНК путем последовательного связывания с
ней одиночных молекул лиганда. Однако, недавно
было впервые показано, что образование димера
может происходить независимо от ДНК в свобо-
дном растворе, и этот вновь образованный димер
уже далее связывается с малым желобком биопо-

лимера [7–9]. Существуют основания полагать, что
такой “алгоритм” комплексообразования является
энтропийно более выгодным, чем последователь-
ное по-молекулярное связывание одиночных мо-
лекул. Более того, связывание в ДНК уже суще-
ствующего димера фактически корректирует су-
ществующие представления о молекулярном меха-
низме комплексообразования с нуклеиновыми ки-
слотами соединений класса лекситропсинов, и ука-
зывает на ключевую роль именно димеризации
MGB-лигандов в свободном растворе. В связи с
этим возникает задача, до сих пор не рассматри-
ваемая для MGB-лигандов – установление основ-
ных закономерностей димеризации MGB-лигандов
в водном растворе и выявление стабилизирующих
их физических факторов. В отдельных работах
(например, [8, 9]) ранее были лишь эксперимен-
тально измерены общетермодинамические параме-
тры димеризации MGB-лигандов Hoechst33258 и
AIK-18/51: изменение энергии Гиббса Δ𝐺, энталь-
пии Δ𝐻, энтропии Δ𝑆 и изменение теплоемко-
сти Δ𝐶𝑃 . Однако вопрос о стабилизирующих ди-
меры MGB физических факторах до сих пор не
поднимался.

В настоящей работе нами выполнен энергети-
ческий анализ семи MGB-лигандов, связывающи-
хся с ДНК по димерному механизму, структуры
комплексов которых изучены сравнительно непло-
хо [10–16]. Это дает возможность проводить ра-
счеты энергетики на структурах димеров, соответ-
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Рис. 2. Структурные формулы исследованных лекситропсинов 
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Рис. 2. Структурные формулы исследованных лекситропсинов

ствующих данным ЯМР или рентгеноструктурно-
го анализа (РСА) и “вырезанных” непосредствен-
но из экспериментально определенных структур
Димер–ДНК. Исследованы следующие лекситро-
псины: AR1-144 (AR), DM, тиазотропсин А (TZA)
и не имеющие собственных наименований соедине-
ния РА1 ... РА4, синтезированные группой Дервана
(Dervan) [14–16] (рис. 2).

2. Методы

2.1. Общий поход
к энергетическому анализу

Методика энергетического анализа достаточно по-
дробно изложена в предыдущих работах [17, 18] и
вкратце заключается в следующем.
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Рис. 3. Термодинамический цикл для расчета энергетики димеризации молекул вРис. 3. Термодинамический цикл для расчета энергетики
димеризации молекул в водном растворе

Суммарное изменение энергии Гиббса Δ𝐺total в
реакции образования димера молекул складывае-
тся из энергетических составляющих, обусловлен-
ных различными физическими факторами:

Δ𝐺total =

= Δ𝐺vdw +Δ𝐺el +Δ𝐺hyd +ΔΔ𝐺HB +Δ𝐺entr, (1)

где нижние индексы означают энергетические
вклады от ван-дер-ваальсовских (ВДВ), электро-
статических, гидрофобных взаимодействий, водо-
родных связей и специфических факторов преиму-
щественно энтропийной природы, соответственно.

Предполагая отсутствие значительных конфор-
мационных изменений в молекулах лекситропси-
нов в процессе их комплексообразования в во-
дном растворе, вычисление каждой составляющей
в (1) может быть выполнено с помощью термо-
динамического цикла (рис. 3). Его основной осо-
бенностью является расчет свободной энергии от-
дельно в вакууме (межмолекулярная составляю-
щая Δ𝐺im) и в водной фазе (сольватационная со-
ставляющая Δ𝐺solv). Расчет составляющих в (1)
проводился путем комбинирования эмпирических
и неэмпирических методов [17, 18].

2.2. Молекулярная динамика (МД)

Структуры димеров MGB-лигандов AR, DM, TZA,
PA1 ... PA4 взяты из их комплексов с ДНК из
PDB-банка данных (PDB IDs 1B0S, 378D, 1RMX,
1CVX, 365D, 407D, 1CVY, соответственно). Диме-
ры “вырезались” из комплекса с ДНК и использо-
вались в качестве стартовых структур в процедуре
МД. Водное окружение задавалось явно при помо-
щи молекул модели TIP3P, размещенных в куби-
ческом боксе с длиной ребра 35 Å. Атомные за-
ряды и дипольные моменты MGB-лигандов вычи-
слены методом Мерца–Коллмана на уровне теории

DFT (B3LYP) с базисным набором 6-31G* в пакете
Gaussian03 [19].

Оптимизация геометрии комплексов в водной
среде выполнена путем минимизации потенциаль-
ной энергии методом сопряженных градиентов.
Параметры нековалентных взаимодействий отве-
чали силовому полю AMBER [20]. На первом эта-
пе минимизации энергии фиксировались коорди-
наты атомов лигандов для релаксации молекул во-
ды в их равновесных положениях. Вторая стадия
минимизации энергии выполнялась с фиксирован-
ными молекулами воды. Конечный этап оптимиза-
ции геометрии проводился без каких-либо ограни-
чений на движение атомов системы.

После минимизации потенциальной энергии
выполнялась процедура МД по алгоритму Verlet
при постоянной температуре 298 K с использова-
нием программы X-PLOR [21]. Для применения
временного шага 2 фс использовалось ограничение
движений атомов водорода с помощью процеду-
ры SHAKE. Время эволюции для каждой системы
составляло 80 пс. Координаты всех атомов сохра-
нялись через каждую 1 пс. Ранее было показано
[18], что для комплексов малых молекул в раство-
ре использованных временных параметров эволю-
ции системы оказывается вполне достаточно для
надежного определения осредненных по времени
значений энергетических составляющих в уравне-
нии (1).

2.3. Ван-дер-ваальсовская энергия

ВДВ энергия рассчитывалась стандартным мето-
дом с помощью потенциала Леннард-Джонса, ко-
торый неявно учитывает дисперсионную, инду-
кционную, ориентационную составляющие, а так-
же отталкивание электронных оболочек атомов в
виде

𝐺vdw =
𝐴

𝑟12
+

𝐵

𝑟6
, (2)

где 𝑟 – расстояние между взаимодействующими
атомами, 𝐴 и 𝐵 – параметры отталкивания и при-
тяжения, соответственно, зависящие от типа ато-
мов и их химического окружения, и отвечающие
силовому полю AMBER, используемому при моде-
лировании. 𝐺vdw вычислялась из траекторий МД
в программе X-PLOR путем усреднения в течение
последних 40 пс эволюции системы.
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2.4. Электростатическая энергия

Электростатическая энергия Δ𝐺el включает в се-
бя взаимодействие парциальных зарядов атомов
лекситропсинов, молекул воды и ионов соли в
растворе. Расчет Δ𝐺el выполнялся путем реше-
ния нелинейного уравнения Пуассона–Больцмана
(НУПБ) с помощью программы DelPhi [22], широ-
ко используемой для вычисления электростатиче-
ских взаимодействий в комплексах биомолекул:

∇ [𝜀(r)∇𝜙(r)]− 8𝜋2𝐼

𝑘𝑇
sinh [𝜙(r)] +

4𝜋𝜌f(r)

𝑘𝑇
= 0, (3)

где 𝜑 – безразмерный электростатический потен-
циал в данной точке в единицах kT/𝑒; 𝑘 – посто-
янная Больцмана; 𝑇 – абсолютная температура;
𝜀 – диэлектрическая проницаемость среды; 𝜌f –
плотность фиксированных зарядов данной моле-
кулы; 𝐼 – макроскопическая ионная сила раство-
ра (вдали от данной молекулы). В настоящей ра-
боте принято 𝐼 = 0,1 M, что соответствует стан-
дартным физиологическим условиям; r – радиус-
вектор данной точки.

Для системы, моделируемой с помощью НУПБ
(3), величина 𝐺el вычисляется путем объемного
интегрирования:

𝐺el =

∫︁∫︁∫︁
∞

{︃
𝜌f𝜙f

2
+ 𝜌f𝜙m +

𝜌m𝜙m

2
−

− (𝜌m𝜙+ 𝑘𝑇𝑐[2 cosh(𝜙)− 2])

}︃
d𝑉, (4)

где 𝜑f и 𝜑m – потенциалы, создаваемые фиксиро-
ванными и подвижными (ионными) зарядами, со-
ответственно, при этом 𝜑f + 𝜑m = 𝜑; 𝑐 – концен-
трация соли; 𝜌m – плотность подвижных (ионных)
зарядов.

НУПБ учитывает изменение электрических
свойств ближайшей гидратной оболочки молекул
при комплексообразовании, что делает этот ме-
тод наиболее предпочтительным для исследования
электростатических взаимодействий в водном ра-
створе. Гидратный слой разделяет область с низ-
кой диэлектрической проницаемостью в объеме
молекулы и растворитель с 𝜀e = 80. Метод НУПБ
использует неявное задание растворителя и метод
конечных разностей для решения уравнения (3).
Поляризуемость лигандов учитывается также не-
явно путем принятия внутренней диэлектрической

проницаемости молекул и их комплексов 𝜀𝑖 = 4.
Величины ВДВ радиусов для расчета молекуляр-
ной поверхности лигандов и их комплексов соо-
тветствовали силовому полю AMBER [20].

2.5. Гидрофобная энергия

Гидрофобная стабилизация комплексов является
результатом вытеснения воды из объема ком-
плекса в свободный растворитель, и, как след-
ствие, гидрофобная энергия Δ𝐺hyd носит преи-
мущественно энтропийный характер. При расчете
гидрофобного вклада использовался стандартный
эмпирический подход, основанный на существова-
нии линейной корреляции между энергией гидро-
фобного растворения и изменением площади по-
верхности, доступной для растворителя (solvent-
accessible surface area, SASA) Δ𝐴:

Δ𝐺hyd = 𝛾Δ𝐴, (5)

где 𝛾 – микроскопический коэффициент поверх-
ностного натяжения, 𝛾 = 50 кал/(моль·Å2) [23],
“откалиброванный” нами ранее для ДНК-связы-
вающихся лигандов [24]. SASA определяется как
геометрическое место центра пробной сферы с
радиусом, равным ВДВ радиусу кислорода воды
(1,4 Å) при ее движении по поверхности, огра-
ниченной ВДВ поверхностями данной молекулы.
Величина SASA 𝐴 вычислялась с использованием
программы GETAREA 1,1 [25].

2.6. Водородные связи

Энергия водородной связи включает ВДВ, эле-
ктростатическую составляющую, а также специ-
фические факторы квантово-механической приро-
ды. Необходимо различать два разных типа во-
дородного связывания при комплексообразовании
молекул в водном растворе:

1. Образование межмолекулярных Н-связей ме-
жду молекулами.

2. Потеря Н-связей с водой из-за дегидратации
молекулами при образовании комплекса.

Проведенный анализ структур комплексов ле-
кситропсинов показал, что межмолекулярных Н-
связей в них не образуется. Для определения Н-
связей MGB-лигандов с водной средой в насто-
ящей работе рассчитывалось среднее количество
молекул воды, образующих водородные связи с ги-
дрофильными атомами (N, O, S) исследуемых мо-
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лекул (гидратационный индекс 𝑁solv), в течение
последних 40 пс МД. Наличие водородной связи
фиксировалось, если расстояние между электро-
отрицательными атомами лиганда и атомами ки-
слорода/водорода воды не превышало 3,2/2,4 Å,
соответственно [26]. Оценка энергетики H-связи на
воду производилась на основании эмпирического
выражения

ΔΔ𝐺HB = −2,25Δ𝑁solv, ккал/моль, (6)

продемонстрировавшего в рамках уравнения (1)
хорошее согласие с экспериментом для большого
числа различных ДНК-связывающихся лигандов
[17, 18]. При этом энергетический вклад ΔΔ𝐺HB

имеет смысл добавки к энергии ВДВ и электроста-
тических взаимодействий в (1), необходимый для
коррекции суммарной расчетной энергии на водо-
родное связывание с водной средой.

2.7. Энтропийный вклад

Полный энтропийный вклад Δ𝐺entr в свободную
энергию Гиббса комплексообразования молекул
является суммой трех главных компонентов:

Δ𝐺entr = Δ𝐺tr +Δ𝐺rot +Δ𝐺vib, (7)

где Δ𝐺tr, Δ𝐺rot и Δ𝐺vib – изменения свободных
энергий поступательных, вращательных и колеба-
тельных степеней свободы при комплексообразо-
вании, соответственно.

Составляющие Δ𝐺tr и Δ𝐺rot обусловлены ча-
стичным преобразованием поступательных и вра-
щательных степеней свободы при комплексообра-
зовании и рассчитываются в рамках классической
статистической термодинамики [27]:

Δ𝐺tr = Δ𝐻tr − 𝑇Δ𝑆tr, Δ𝐺rot = Δ𝐻rot − 𝑇Δ𝑆rot,

Δ𝐻tr = Δ𝐻rot = −3

2
𝑅𝑇,

𝑆tr = 𝑅

[︂
5

2
+

3

2
ln

2𝜋𝑚𝑘𝑇

ℎ2
− ln

𝑁𝐴

𝑉

]︂
,

𝑆rot = 𝑅

[︂
3

2
+

1

2
ln𝜋𝐼𝑥𝐼𝑦𝐼𝑧

3

2
ln

8𝜋2𝑘𝑇

ℎ2

]︂
,

(8)

где 𝑁A = 6,02 · 1023 моль−1; 𝑉 = 10−3 м3; ℎ – по-
стоянная Планка; 𝑚 – масса молекулы; 𝐼𝑥, 𝐼𝑦, 𝐼𝑧 –
главные моменты инерции молекул или их компле-
ксов, рассчитываемые из X-PLOR.

Компонент Δ𝐺vib соответствует изменению ви-
брационной энергии при комплексообразовании,
что приводит к формированию новых высоко- и
низкочастотных колебательных мод, связанных с
изменением характера вибраций химических свя-
зей (Δ𝐺vib1) и механической вибрации лиганда как
целого в составе комплекса (Δ𝐺vib2), соответствен-
но: Δ𝐺vib = Δ𝐺vib1 +Δ𝐺vib2.

Выражения для энтропии и энтальпии вибраций
1-го рода (колебания химических связей) в гармо-
ническом приближении имеют вид [27]:

𝑆vibl =
1

𝑇

3𝑁−6∑︁
𝑗=1

[︂
ℎ𝜈𝑗

𝑒ℎ𝜈𝑗/𝑘𝑇 − 1
− 𝑘𝑇 ln

(︁
1− 𝑒ℎ𝜈𝑗/𝑘𝑇

)︁]︂
,

𝐻vibl =
1

𝑇

3𝑁−6∑︁
𝑗=1

(︂
ℎ𝜈𝑗

𝑒ℎ𝜈𝑗/𝑘𝑇 − 1
+

ℎ𝜈𝑗
2

)︂
,

(9)

где 𝑁 – число атомов, 𝜈𝑗 – частоты нормальных
мод, вычисленные с помощью пакета Gaussian03
методом Dreiding [28].

Следует отметить, что расчет вибрационного
вклада по формулам (9) опирается на допущение
о гармоническом характере колебаний химических
связей. Этот вопрос был подвергнут нами подро-
бному исследованию для класса MGB-лигандов в
работе [29], результатом которого явилось несу-
щественное изменение величины Δ𝐺vib при учете
ангармоничности колебаний, свидетельствующее о
корректности использования формул (9) для оцен-
ки энергетики вибрационного вклада.

Выражения для термодинамических параме-
тров вибраций 2-го рода (механических низкоча-
стотных) ранее были получены для димеризации
ароматических лигандов [17, 27] и могут быть
использованы в предположении, что остаточные
вращательные движения молекул в комплексах
лекситропсинов малозначимы, а колебания носят
гармонический характер:

𝐻vib2 = 𝑅𝑇, 𝑆vib2 = 𝑅 ln
𝑘𝑇

ℎ𝜈𝑟
+𝑅. (10)

Параметр 𝜈𝑟 в уравнении (10) – классическая ча-
стота механических колебаний вдоль координа-
тных осей 𝑟 ∈ (𝑟, 𝑦, 𝑧):

𝜈𝑟 =
1

2𝜋

√︂
2𝐾𝑟

𝑚red
, (11)
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где 𝐾𝑟 – силовая константа, 𝑚red – приведенная
масса взаимодействующих молекул, определяемая
как 1

𝑚red
= 1

𝑚 + 1
𝑚 = 2

𝑚 .
Величина 𝐾𝑟 может быть оценена путем ква-

дратичной аппроксимации потенциальной энергии
𝑈(𝑟) для малых колебаний вдоль направления 𝑟:

𝑈 = 𝑈0 +𝐾𝑟(𝑟 − 𝑟0)
2. (12)

Расчет зависимости энергии межмолекулярных
взаимодействий (ВДВ + электростатика) в диме-
ре 𝑈(𝑟) выполнен в пакете X-PLOR, затем ап-
проксимировался уравнением (12) для получения
значений 𝐾𝑟. Дальнейшее вычисление 𝜈𝑟 согла-
сно уравнению (11) позволяет получить из уравне-
ний (10) термодинамические параметры вибраций
2-го рода.

3. Результаты и их обсуждение

3.1. Общая структурная
характеристика лекситропсинов
и их димерных комплексов

Выделим некоторые важные особенности стру-
ктуры исследуемых в настоящей работе MGB-
лигандов, необходимые для последующего анализа
энергетики димеризации.

Молекулы лекситропсинов представляют собой
олигопептиды, в которых атомы С𝛼 заменены на
различные ароматические кольца. При конструи-
ровании MGB-лигандов с димерным типом свя-
зывания в малый желобок ДНК чаще всего при-
меняют кольца четырех основных типов: имида-
зольное (Im), пиррольное (Py), гидроксопирроль-
ное (Hp) и тиазиновое (Tz), выполняющие опреде-
ленную функциональную роль. Так, молекула AR
имеет в своем составе 3 имидазольных (Im) коль-
ца, a DM – 3 пиррольных (Py) (cм. рис. 2). Не-
достатком Py цикла является его неспособность
образовывать межмолекулярные Н-связи с малым
желобком ДНК из-за отсутствия в нем донор-
ных и акцепторных центров водородного связыва-
ния [30]. Поэтому Py антибиотики (помимо DM
к ним относится, например, NT) формируют Н-
связи с ДНК только при помощи иминогрупп пе-
птидных связей или концевых аминогрупп (см.
рис. 2), являющихся донорами водорода. Соответ-
ственно, они могут образовывать Н-связи лишь с
акцепторными группами ДНК и, как следствие,

проявляют специфичность к АТ последовательно-
стям нуклеиновых кислот, не различая при этом
АТ/ТА и GC/CG пары оснований. Таким образом,
в рамках чисто Py препаратов переход от моно-
мерного связывания (NT) к димерному (DM) не
дает выраженной кооперативности и специфично-
сти связывания с ДНК. В то же время в молекулах
лекситропсинов неэффективные в плане специфи-
чности к ДНК Ру циклы заменены на имидазоль-
ные, гидроксопиррольные и тиазиновые, позволя-
ющие узнавать гуанин и различать между собой
АТ и ТА пары оснований. Таким образом, тип
ароматического кольца в структуре MGB-лиганда
играет ключевую роль в димерном узнавании пер-
вичной структуры ДНК.

Другой важной особенностью лекситропсинов,
представленных на рис. 2, формирующих диме-
ры на ДНК, является то, что к С-концу их
олигопептидной последовательности прикрепле-
на положительно заряженная цепь. В полиами-
дах PA1 ... PA4, синтезированных группой Дерва-
на [14–16], она состоит из 𝛽-аланина (𝛽) и димети-
ламинопропиламида (Dp), у TZA – только из Dp.
AR имеет на конце диметиламиноэтиламид (Dе), а
DM – пропилдиамидин (Pa). Положительный за-
ряд MGB-лигандов играет важную роль в электро-
статических взаимодействиях с ДНК, заряженной
отрицательно [1–3]. В то же время, длины конце-
вых цепей выбираются достаточно большими, что-
бы ослабить их электростатическое отталкивание,
дестабилизирующее димер.

На рис. 4 схематически приведены структуры
димерных комплексов, построенные в настоящей
работе путем “вырезания” их из ЯМР- или РСА-
структур Димер–ДНК с последующей минимиза-
цией по энергии в водном боксе (см. раздел Ме-
тоды). Можно выделить следующие общие черты
этих комплексов.

Во-первых, каких-либо выраженных структур-
ных трансформаций димера при минимизации по
энергии, либо в ходе выполнения МД при опреде-
лении ВДВ энергии и гидратационных индексов,
не наблюдалось. Это указывает на то, что стру-
ктура димера в свободном растворе и в комплексе
с ДНК подобны.

Во-вторых, в лекситропсиновом димере арома-
тическое кольцо одного димера размещено всегда
над полярной пептидной связью другого (рис. 4).
Специфическое взаимодействие между ними, а та-
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Рис. 4. Схемы димерных комплексов лекситропсинов и
ван-дер-ваальсовских контактов в них. Черные кружки –
имидазол (Im), белые – пиррол (Py), “S” – тиазол (Tz), пря-
моугольники – пептидные связи (CONH), “OH” – гидрокси-
пиррол (Нр)

кже физические причины такого расположения
остаются практически не изученными. Некоторые
авторы указывают на важность их взаимной по-
ляризации [31]. В то же время известно, что ана-
логичные взаимодействия играют важную роль в
стабилизации белковых структур (см. обзор [32]).
Возможны два типа перекрывания между арома-

тическими кольцами и пептидными связями в ди-
мерах: зигзагообразное (stagger) и максимальное
[31]. В случае исследуемых лекситропсинов пер-
вый тип реализуется в трехколечных молекулах
(AR, DM, TZA), несущих пептидную группу на N-
конце, а второй – в четырехколечных (РА1 ... РА4),
не имеющих таковой (см. рис. 4). По-видимому,
зигзагообразное перекрывание позволяет достичь
большего удаления между положительно заряжен-
ными концами молекул при том же числе конта-
ктов “кольцо–пептидная связь”, что важно для ста-
билизации комплексов более коротких (трехколе-
чных) лекситропсинов.

3.2. Общий энергетический
анализ димеризации

Результаты вычислений вкладов различных фи-
зических факторов в полную энергию димериза-
ции MGB-лигандов в водном растворе представ-
лены в табл. 1. Прямое сравнение полученной ра-
счетной энергии димеризации Δ𝐺total с экспери-
ментальной Δ𝐺exp не представляется возможным
ввиду отсутствия данных эксперимента по диме-
ризации рассматриваемых MGB-лигандов в свобо-
дном растворе. Тем не менее, оценка адекватности
полученных энергий вполне возможна. В литера-
туре имеются экспериментальные значения пол-
ной энергии Гиббса Δ𝐺exp только для димериза-
ции четырехколечных MGB-лигандов AIK-18/51
(аналога TZA) и Hoechst33258, равные –6,0 [9]
и –5,0 [8] ккал/моль, соответственно. Типичная
погрешность расчета полной энергии Гиббса для
ДНК-связывающихся лигандов имеет порядок са-
мой энергии [18, 33], поскольку каждый из вкла-
дов в Δ𝐺total в уравнении (1) образуется разно-
стью больших чисел. По этой причине анализ ра-
счетного значения Δ𝐺total лишен смысла. Однако,
сами полученные значения Δ𝐺total из табл. 1 ле-
жат в диапазоне –1 ... –12 ккал/моль, т.е. соответ-
ствуют диапазону значений Δ𝐺exp для типичных
MGB-лигандов, следовательно, последующий ана-
лиз компонент энергии Гиббса, вычисляемых с
меньшей погрешностью порядка 1 ... 3 ккал/моль
[18], приобретает смысл.

Из табл. 1 следует, что основная стабилиза-
ция комплексов осуществляется межмолекуляр-
ными ВДВ Δim

vdw и, в меньшей степени – гидрофо-
бными Δ𝐺hyd взаимодействиями. При этом вели-
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Таблица 1. Вклады различных физических факторов в полную
энергию димеризации лекситропсинов в водном растворе (ккал/моль)

Димер Δ𝐺hyd Δ𝐺solv
el Δ𝐺im

el Δ𝐺solv
vdw Δ𝐺im

vdw ΔΔ𝐺solv
HB Δ𝐺tr Δ𝐺rot Δ𝐺vib1 Δ𝐺vib2 Δ𝐺total

AR –21,7 –1,8 3,5 22,3 –28,7 12,1 11,7 9,9 –3,8 –8,4 –4,9
DM –20,2 –3,1 5,3 22,2 –24,7 0,0 11,7 9,9 –1,6 –7,7 –8,3
TZA –20,8 –1,2 3,0 24,4 –27,1 10,0 11,8 10,0 –3,5 –7,7 –1,1
PA1 –27,7 –0,7 2,7 32,6 –37,8 7,1 12,0 10,8 0,5 –9,4 –9,8
PA2 –28,5 –2,4 4,2 31,1 –36,9 9,8 12,0 10,7 –0,2 –9,3 –9,5
PA3 –28,0 –1,4 4,0 35,3 –39,0 5,5 12,0 10,7 –3,0 –8,3 –12,2
PA4 –30,2 –1,3 5,0 29,7 –39,7 14,7 12,0 10,6 –2,5 –9,4 –11,1

чины Δ𝐺im
vdw и Δ𝐺hyd, в среднем, для четырехколе-

чных лекситропсинов оказываются выше, чем для
трехколечных. Интересно отметить, что Δ𝐺im

vdw

для MGB-лигандов сравнительно слабо зависит
от типа кольца [ср. значения для AR (Im3) и
DM(Py3)] с учетом погрешности ее расчета (∼1–
3 ккал/моль). В то же время, хорошо известно, что
для типичных ДНК-связывающихся ароматиче-
ских молекул параметры стэкинга весьма сильно
зависят от типа их хромофоров [18]. По-видимому,
это является следствием диагонального располо-
жения ароматических колец в димерах лекситро-
псинов, что делает стэкинг между ними менее ин-
тенсивным и специфичным и, как следствие, слабо
зависимым от типа кольца. Отметим, что величи-
ны Δ𝐺hyd и Δ𝐺solv

vdw по трех- и четырехколечным
молекулам также имеют весьма малый разброс и
практически не зависят от типа образующих ли-
ганды ароматических колец (см. табл. 1).

Дестабилизация комплексов MGB-лигандов
происходит за счет суммы энтропийных факторов
(Δ𝐺entr) и дегидратации ΔΔ𝐺solv

HB при образова-
нии димера (см. табл. 1). Трансформация посту-
пательных Δ𝐺tr и вращательных Δ𝐺rot степеней
свободы является энтропийно невыгодным про-
цессом, в то время как образование комплексов
приводит к появлению новых мод колебаний хими-
ческих связей (вибраций 1-го рода). Этот процесс
выгоден энтропийно, но невыгоден энтальпийно,
поскольку на создание этих колебаний требуется
дополнительная энергия. В результате такой эн-
тальпийно-энтропийной компенсации Δ𝐺vib1 ока-
зывается близкой к нулю величиной, положи-
тельной для РА1 и отрицательной для остальных
исследуемых лекситропсинов. Вибрации 2-го рода
имеют аналогичную физическую интепретацию,

однако для них энтропийный вклад является одно-
значно доминирующим над энтальпийным, поэ-
тому Δ𝐺vib2 < 0 и значительно стабилизирует ди-
мерные комплексы (см. табл. 1). Однако в целом
за счет компонент Δ𝐺tr и Δ𝐺rot энтропийный
вклад является энергетически невыгодным.

Отметим также, что вклад дегидратации для
ΔΔ𝐺solv

HB коррелирует с числом гидрофильных ато-
мов (N и S) в ароматических циклах трехколечных
молекул: AR>TZA>DM (см. табл. 1 и рис. 3). Для
четырехколечных лекситропсинов, каждый из ко-
торых состоит из различных типов колец, такой
взаимосвязи не наблюдается.

Из табл. 1 следует, что электростатические ме-
жмолекулярные взаимодействия (Δ𝐺im

el ) и взаимо-
действия с водной средой (Δ𝐺solv

el ) вносят весьма
малый вклад в энергетику димеризации MGB-
лигандов по сравнению с другими составляющи-
ми полной энергии Гиббса. Этот вывод не явля-
ется изначально ожидаемым, поскольку в насто-
ящее время принято считать, что при связыва-
нии MGB-лигандов с ДНК электростатика име-
ет определяющее значение [34]. Это также озна-
чает, что рассматриваемый некоторыми автора-
ми фактор электростатической стабилизации ди-
меров MGB-лигандов в комплексе с ДНК за счет
взаимодействия статических дипольных моментов
молекул, по-видимому, малозначим. В целях выя-
снения природы этого эффекта в рамках пакета
Gaussian03 и на основании квантово-механически
рассчитанных атомных зарядов (см. раздел Ме-
тоды) нами были получены значения дипольных
электрических моментов 𝑃 молекул в составе ди-
мерных комплексов (табл. 2). Полагая локализа-
цию положительного заряда диполя на соответ-
ствующем крае молекулы, и представляя диполь
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Рис. 5. Модель двух диполей на примере AR (масштаб
смещения диполей и расстояния между ними выдержан),
𝐿 – длина молекулы, пояснения к остальным обозначениям
см. в тексте

в виде классической системы из положительного
и отрицательного заряда: 𝑃 = 𝑒𝐿𝑃 , можно полу-
чить оценку длины диполя 𝐿𝑃 в пределах размера
самой молекулы 𝐿, перекрывания 𝑥 молекул в ди-
мере и наименьшего расстояния между осями мо-
лекул 𝑧 ≈ 3,4 Å (рис. 5).

Из рис. 5 следует, что диполи фактически ока-
зываются смещенными друг относительно друга.
Оценка энергии кулоновского взаимодействия за-
рядов диполей в димере (см. табл. 2, 𝑈el = 𝑈++ +
+𝑈−− +𝑈+−) с использованием указанных геоме-
трических параметров показывает, что взаимодей-
ствие диполей в основном определяется отталкива-
нием отрицательных зарядов, что и является при-
чиной малой значимости взаимодействия статиче-
ских диполей в димерах MGB-лигандов. При этом
величины 𝑈el качественно согласуются со значени-
ями Δ𝐺im

el > 0 в табл. 1. В то же время, повыше-
ние плотности заряда в центре комплекса вбли-
зи двух отрицательных полюсов димеров приво-
дит к энергетически выгодному взаимодействию с

Таблица 2. Величины дипольных моментов 𝑃

молекул лекситропсинов, длины их диполей 𝐿𝑃 ,
самих молекул 𝐿, перекрывания между ними 𝑥 (Å)
и электростатических энергий дипль-дипольного
взаимодействия 𝑈el(ккал/моль)

Моле-
кула

𝑃 𝐿𝑝 𝐿 𝑥 𝑈++ 𝑈−− 𝑈+− 𝑈el

AR 37,2 7,8 ≈20 ≈14 3,2 7,6 –9,0 1,8
DM 42,4 8,8 3,2 9,2 –9,5 2,9
TZA 38,0 7,9 3,2 7,7 –9,0 1,9

PA1 63,0 13,1 ≈26 ≈19 2,5 10,9 –8,2 5,2
PA2 51,2 10,7 2,5 6,9 –7,4 2,0
PA3 64,1 13,4 2,5 11,7 –8,3 5,9
PA4 45,8 9,5 2,5 5,8 –7,0 1,3

водным окружением Δ𝐺solv
el < 0 за счет поляри-

зации последнего (см. табл. 1) – эффект, хорошо
известный при связывании заряженных молекул
интеркаляторов с ДНК [35].

3.3. Анализ взаимодействия структурных
компонент MGB-лигандов в димерах

Как отмечалось выше, межмолекулярные ВДВ
взаимодействия вносят наибольший вклад в ста-
билизацию димеров лекситропсинов, в связи с чем
представляет интерес выяснение роли ВДВ взаи-
модействий между различными структурными
компонентами MGB-лигандов в димерах. Данную
задачу можно переформулировать следующим об-
разом: если выше рассматривалось разложение
энергии Гиббса на вклады от различных физиче-
ских факторов, то сейчас будет рассмотрено ра-
зложение энергии Гиббса на вклады от различных
структурных компонент MGB-лигандов.

Будем далее рассматривать суммарную ВДВ
энергию межмолекулярных взаимодействий в ди-
мере в виде суммы парных ВДВ контактов, отно-
сящихся к двум основным структурным элемен-
там MGB-лигандов: ароматические кольца и пе-
птидные связи (см. рис. 4). Расчетные энергии
парных ВДВ контактов представлены в Приложе-
нии (см. таблицу), а их усредненные величины – в
табл. 3.

Из табл. 3 следует, что взаимодействие аромати-
ческих колец между собой (по диагонали) и колец
с пептидными связями в среднем примерно оди-
наково. Стоит также отметить интенсивный ВДВ
контакт между N-концевыми Im и С-концевой це-
пью (𝛽-Dp+) в лекситропсинах PA1 ... РА4. ВДВ
взаимодействия между пептидными связями, а та-
кже концевых пептидных групп с кольцами явля-
ются весьма слабыми. При этом все без исключе-
ния ВДВ контакты стабилизируют димерные ком-
плексы.

Разброс расчетных значений энергий коль-
цо–кольцо принадлежит диапазону –1,6 ...
–2,9 ккал/моль, однако выделение какой-либо
выраженной взаимосвязи этих значений с типом
участвующих во взаимодействии колец выделить
не удалось (см. табл. 3), что согласуется со сде-
ланным выше выводом об отсутствии корреляции
энергии ВДВ взаимодействий с типом аромати-
ческих колец. В целом полученный результат
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Таблица 3. Средние энергии парных ВДВ контактов
между структурными элементами лекситропсинов (ккал/моль)

Кольцо–пептидная связь Кольцо–кольцо С концевыми группами

Py-CONH −1, 8± 0, 2 Im-Im −2, 1± 0, 8 CONH2-De −1, 3± 0, 01

Im-CONH −1, 9± 0, 4 Py-Py −1, 9± 0, 5 CONH2-Pa −0, 4± 0, 03

Hp-CONH −1, 9± 0, 1 Hp-Hp –1,6 CONH2-Dp −0, 6± 0, 19

Tz-CONH −2, 0± 0, 6 Tz-Py −1, 7± 0, 03 Im-(𝛽-Dp+) −2, 7± 0, 4

Связь–связь Im-Py −2, 9± 0, 8 CONH-(𝛽-Dp+) −0, 5± 0, 1

CONH-CONH −0, 5± 0, 2 Py-Hp −2, 7± 1, 3

П р и м е ч а н и е: погрешности, приведенные в таблице, представляют собой средний диапазон разброса соответствую-
щих энергий данного типа контакта по различным лигандам.

Таблица 4. Энергии взаимодействия
между ароматическими кольцами и пептидной
группой (ккал/моль)

CONH+
Параллельное
расположение

Перпендикулярное
(оптимизированная

структура)

Hp –4,09 –16,51
Im –4,06 –20,89
Py –4,00 –22,05
Tz –2,58 –44,24

соответствует имеющимся представлениям о
специфике взаимодействия ароматических соеди-
нений [36]. В то же время стэкинг ароматических
систем с пептидными группами остается сравни-
тельно малоизученным. В димерах лекситропси-
нов плоскости ароматических колец и пептидных
групп практически параллельны и располагаются
друг над другом (рис. 6, а), что нехарактерно для
подобных взаимодействий в белковых системах,
обычно характеризуемых перпендикулярной ори-
ентацией NH-группы по отношению к плоскости
ароматического кольца [32]. Тем не менее, про-
веденный нами квантово-механический расчет в
среде Gaussian (MP2/6-31++G**) показал, что
энергия взаимодействия между ароматическими
кольцами и пептидными группами при плоско-па-
раллельном расположении все-таки остается отри-
цательной, хотя и относительно малой по модулю
(табл. 4), что качественно согласуется с данными
молекулярно-механического расчета в табл. 3.

По всей видимости, взаимодействия между
кольцами и пептидными группами обусловлены
перекрыванием их 𝜋-электронных облаков. При

a

б
Рис. 6. Параллельное (а) и перпендикулярное (б) взаимное
расположение ароматического кольца и пептидной группы
в димерах лекситропсинов

этом энергия взаимодействия слабо зависит от ти-
па кольца (за исключением Tz, где кольцо иска-
жается массивным атомом серы). В то же вре-
мя, и как следовало ожидать, свободная опти-
мизация геометрии комплексов “пептидная связь–
кольцо” привела к перпендикулярному располо-
жению плоскостей этих элементов (см. рис. 6, б)
в полном согласии с их поведением в белковых
системах [32].
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4. Выводы
В настоящей работе впервые проведено исследо-
вание роли различных физических факторов в
стабилизации димерных комплексов перспектив-
ного класса MGB-лигандов – лекситропсинов, как
предварительной фазы, обеспечивающей высоко-
кооперативное и высокоспецифичное связывание
этого типа биологически активных соединений
с ДНК. Показано, что основная стабилизация
димерных комплексов лекситропсинов в водном

Приложение. Энергии ВДВ парных
контактов между структурными элементами
лекситропсинов (ккал/моль)

Контакт AR DM TZA PA1 PA2 PA3 PA4

1 –1,3 –0,4 –0,5 –3,3 –2,7 –2,6 –3,6
2 –1,9 –2,0 –1,6 –3,7 –3,2 –2,7 –3,4
3 –0,3 –0,6 –0,6 –1,9 –1,0 –1,7 –1,7
4 –2,8 –1,6 –1,7 –1,4 –1,5 –1,2 –1,7
5 –1,9 –1,9 –1,9 –0,3 –0,3 –0,3 –0,3
6 –1,3 –1,1 –2,5 –0,6 –0,7 –0,8 –1,0
7 –0,6 –0,4 –0,5 –1,6 –1,8 –1,8 –1,9
8 –1,9 –1,7 –2,1 –0,2 –0,3 –0,2 –0,4
9 –0,3 –0,5 –0,5 –3,0 –3,0 –4,0 –2,9

10 –2,3 –1,8 –2,0 –1,7 –2,0 –1,7 –2,1
11 –1,9 –2,0 –2,2 –0,6 –0,5 –0,8 –0,5
12 –1,3 –2,4 –2,4 –1,4 –1,7 –1,5 –1,6
13 –0,6 –0,3 –0,5 –1,9 –1,9 –1,6 –1,8
14 –1,9 –1,9 –1,8 –0,3 –0,3 –0,2 –0,3
15 –0,3 –0,3 –0,5 –2,9 –2,5 –3,9 –2,9
16 –2,8 –2,0 –1,7 –1,8 –1,9 –1,7 –1,7
17 –1,9 –1,9 –2,5 –0,7 –0,6 –0,7 –0,7
18 –1,3 –0,4 –0,7 –1,8 –1,4 –1,1 –1,7
19 –0,05 –0,3 –0,2 –1,8 –1,6 –1,6 –1,4
20 –0,06 –0,2 –0,2 –0,3 –0,4 –0,2 –0,4
21 –0,06 –0,2 –0,1 –3,2 –2,9 –4,1 –2,9
22 –0,05 –0,1 –0,2 –2,6 –3,1 –2,2 –2,7
23 –0,3 –0,03 –0,05 –0,3 –0,2 –0,3 –0,3
24 –0,3 –0,05 –0,06 –0,3 –0,2 –0,3 –0,5
25 –0,3 –0,08 –0,09 –0,3 –0,2 –0,4 –0,2
26 –0,3 –0,07 –0,09 –0,3 –0,2 –0,4 –0,2
27 –0,3 –0,08 –0,06 –0,3 –0,2 –0,3 –0,3
28 –0,3 –0,08 –0,05 –0,2 –0,1 –0,3 –0,2
29 –0,03 –0,04 –0,02 –0,04
30 –0,02 –0,05 –0,02 –0,05
32 –0,03 –0,05 –0,02 –0,04
33 –0,04 –0,07 –0,01 –0,03
34 –0,04 –0,06 –0,01 –0,04

П р и м е ч а н и е: номера в колонке 1 соответствуют ну-
мерации контактов на рис. 4.

растворе происходит за счет межмолекулярных
ван-дер-ваальсовских взаимодействий и, в мень-
шей степени, гидрофобных взаимодействий. ВДВ
вклад обусловлен энергетически выгодными кон-
тактами между ароматическими кольцами мо-
лекул, а также колец с пептидными группами.
Электростатические взаимодействия, несмотря на
значительные дипольные моменты молекул, ве-
сьма слабы и дестабилизируют комплекс в силу
невыгодного взаимного расположения молекуляр-
ных диполей. Дегидратация молекул при димери-
зации и энтропийные вклады также оказываются
энергетически невыгодными.
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В.В.Костюков, Ю.Г.Милосердова,
О.А.Шрам, М.А.Рубiнсон, М.П.Євстигнєєв

ЕНЕРГЕТИКА ДИМЕРИЗАЦIЇ ЛIГАНДIВ,
ЩО ЗВ’ЯЗУЮТЬСЯ В МАЛИЙ ЖОЛОБОК ДНК

Р е з ю м е

Методами молекулярного моделювання виконано енергети-
чний аналiз димеризацiї у водному розчинi семи рiзних за

структурою бiологiчно-активних лекситропсинiв. Показа-
но, що основна стабiлiзацiя димерiв вiдбувається за рахунок
гiдрофобних i мiжмолекулярних ван-дер-ваальсовських
взаємодiй. Останнi зумовленi в основному енергетично ви-
гiдними контактами мiж ароматичними кiльцями молекул,
а також кiлець з пептидними групами. Електростатичнi
взаємодiї, незважаючи на значнi дипольнi моменти моле-
кул, вельми слабкi i дестабiлiзують комплекс в силу не-
вигiдного взаємного розташування молекулярних диполiв.
Ентропiйнi фактори i дегiдратацiя також перешкоджають
димеризацiї.

V.V.Kostjukov, Yu.G.Miloserdova,
O.A. Shram, M.A.Rubinson, M.P. Evstigneev

DIMERIZATION ENERGETICS
OF DNA MINOR GROOVE BINDERS

S u m m a r y

The energy analysis of a dimerization in aqueous solutions

of seven biologically active lexitropsins, which are different

by structure, was carried out with the use of the molecu-

lar simulation method. The main stabilization of dimers was

shown to take place owing to hydrophobic and intermolecular

van der Waals interactions. The latter are mainly associated

with energy-favorable contacts between the aromatic rings of

molecules and their peptide groups. Despite the significant

dipole moments of the molecules concerned, the electrostatic

interactions are relatively weak and destabilize the complexes

because of the unfavorable relative arrangement of molecular

dipoles. Entropic factors and the dehydration were shown to

also hinder the dimerization.
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