
оповiдi
НАЦIОНАЛЬНОЇ

АКАДЕМIЇ НАУК

УКРАЇНИ

10 • 2009

БIОФIЗИКА

УДК 577.3

© 2009

О.О. Броварець, академiк НАН України Л. А. Булавiн,

член-кореспондент НАН України Д. М. Говорун

Фiзична модель впiзнавання вотсон-крикiвських пар

основ ДНК бiлками реплiкативного комплексу

Вперше запропоновано та обгрунтовано з використанням неемпiричних квантово-меха-
нiчних методiв просту фiзичну модель впiзнавання вотсон-крикiвських пар основ бiл-
ками реплiкативного комплексу з боку мажорної борозенки ДНК. Показано, що най-
iмовiрнiшими претендентами на цю роль є аспарагiн або глутамiн, якi своїм амiдним
бiчним радикалом взаємодiють (з урахуванням його повороту на 180◦ навколо одинар-
ного зв’язку C−C) двома Н-зв’язками NH. . .O4/6 i C=O. . .HN6/4 з кожною iз чотирьох
вотсон-крикiвських пар основ.

Реплiкацiя ДНК in vivo має високу точнiсть — у середньому 10−9 помилок на пару основ [1].
Незважаючи на неабияку бiологiчну роль цих процесiв у функцiонуваннi клiтини, їхнi фi-
зичнi механiзми нинi до кiнця не з’ясовано (див. [2–5] та наведену там бiблiогр.).

Теоретично [2, 3] i експериментально [6, 7] на моделях встановлено, що ДНК-полiме-
раза in vitro впiзнає вотсон-крикiвськi пари нуклеотидiв водневими (Н) зв’язками мiж її
амiнокислотними залишками, що утворюють досить жорсткий центр впiзнавання, та так
званими iнварiантними атомними групами нуклеотидних основ, а також цукрових зали-
шкiв. Проте такi модельнi уявлення є неповними, оскiльки вони не враховують роль бiлкiв
реплiкативного комплексу, якi, функцiонуючи in vivo разом з ДНК-полiмеразою [1], пiд-
вищують точнiсть реплiкацiї на три–чотири порядки порiвняно з аналогiчною величиною
в експериментах in vitro, коли цi бiлки вiдсутнi.

У цiй роботi вперше описано просту фiзичну модель впiзнавання вотсон-крикiвських
пар основ бiлками реплiкативного комплексу з боку мажорної борозенки ДНК, для обгрун-
тування якої використано сучаснi неемпiричнi квантово-механiчнi методи. Показано, що
найiмовiрнiшими претендентами на цю роль є аспарагiн або глутамiн, якi за допомогою
своїх амiдних бiчних радикалiв iнварiантно (з урахуванням повороту на 180˚ навколо оди-
нарного зв’язку C−C) взаємодiють двома Н-зв’язками NH. . .O4/6 i C=O. . .HN6/4 з кожною
iз чотирьох вотсон-крикiвських пар основ ДНК T · A, A · T, C · G i G · C.
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Об’єкти та методи дослiдження. У дослiдженнi використовували найпростiшi мо-
дельнi об’єкти — класичнi вотсон-крикiвськi пари нуклеотидних основ, якi моделюють стру-
ктури, утворенi комплементарними нуклеотидами, та їхнi комплекси з найпростiшими мо-
делями амiнокислотних залишкiв, що належать бiлкам реплiкативного комплексу.

Квантово-механiчнi розрахунки геометричної та електронної будови дослiджуваних об’-
єктiв проводили на рiвнi теорiї DFT B3LYP/6-311++G(d,p) у вакуумному наближеннi, яке
є адекватним для даного класу задач [8, 9], бо задовiльно моделює гiдрофобне середовище
центру впiзнавання ДНК-полiмерази з низькою дiелектричною проникнiстю. Усi зоптимi-
зованi структури перевiряли на стiйкiсть за вiдсутнiстю уявних частот у їхнiх коливальних
спектрах, якi розраховували в гармонiйному наближеннi. Електронну енергiю взаємодiї
в парах основ та мiж парами основ i модельними амiнокислотними залишками визнача-
ли на рiвнi теорiї MP2/6-311++G(d,p)//B3LYP/6-311++G(d,p) з урахуванням так званої
BSSE-поправки на базисний набiр функцiй [10]. Усi квантово-механiчнi розрахунки викону-
вали з використанням програмного пакета “GAUSSIAN03” для платформи Win32 [11].

Мiжмолекулярнi Н-зв’язки iдентифiкували та дослiджували методом аналiзу топологiї
електронної густини [12, 13] (так звана квантово-механiчна теорiя атомiв у молекулах Бей-
дера), використовуючи хвильовi функцiї, отриманi на рiвнi теорiї B3LYP/6-311++G(d,p).
При цьому енергiю Н-зв’язкiв визначали за формулою, запропонованою в роботi [14]. То-
пологiю електронної густини аналiзували за допомогою програмного пакета AIM2000.

У роботi використовували загальноприйняту нумерацiю атомiв [15].
Результати та їхнє обговорення. Моделювання гiпотетичного центру впiзнавання

вотсон-крикiвських пар основ бiлками реплiкативного комплексу ДНК здiйснювали у два
етапи. Спочатку, спираючись на якiсний просторовий аналiз, з усiх 20 амiнокислот були ви-
бранi лише тi, що здатнi своїми бiчними радикалами утворювати найпростiшу структуру,
яка б була комплементарною до всiх чотирьох пар основ, що розпiзнаються нею, i не за-
знавала при цьому iстотної просторової реорганiзацiї при переходi вiд однiєї пари до iншої.
Виявилося, що вимогам iнварiантної взаємодiї вiдповiдають лише чотири амiнокислоти —
аспарагiнова i глутамiнова та аспарагiн i глутамiн, якi мають карбоксильний та амiдний
залишки вiдповiдно. Потiм, узявши цей результат за основу, вивчали електронну та просто-
рову будову водневозв’язаних комплексiв найпростiших моделей цих залишкiв — HCOOH
i HCONH2 вiдповiдно — iз вотсон-крикiвськими парами основ ДНК.

Аналiз одержаних результатiв свiдчить про те, що обидва модельнi амiнокислотнi зали-
шки утворюють досить мiцнi копланарнi Н-комплекси з вотсон-крикiвськими парами основ,
зв’язуючись з ними за допомогою двох (у одному випадку — лише одного) нееквiвалентних
мiжмолекулярних Н-зв’язкiв (табл. 1, 2, рис. 1). При цьому карбоксильна група HCOOH
забезпечує бiльшу електронну енергiю взаємодiї з парами у комплексах (Т·А/А·Т)·HCOOH
та (С ·G/G ·C) ·HCOOH — 10,46 i 15,39 ккал/моль вiдповiдно, нiж амiдна група HCONH2

у комплексах (Т ·А/А ·Т) ·HCONH2 i (С ·G/G ·C) ·HCONH2 — 7,78 i 14,50 ккал/моль вiд-
повiдно. Зазначимо, що електронна енергiя взаємодiї модельних амiнокислотних залишкiв
у всiх комплексах з вотсон-крикiвськими парами основ ДНК помiтно менша, нiж анало-
гiчна величина в останнiх (13,50 ккал/моль у парi А · Т/Т · А i 27,19 ккал/моль у парi
G · C/С · G), хоч i спiвмiрна з нею. Порiвнюючи електронну енергiю взаємодiї для всiх до-
слiджених структур iз сумарною енергiєю вiдповiдних Н-зв’язкiв (див. табл. 1), бачимо, що
внесок останнiх є домiнуючим. Унiкальна, на наш погляд, притягувальна взаємодiя споте-
рiгається в комплексi (Т ·А/А ·Т) ·HCOOH, а саме — ван-дер-ваальсiвський контакт N6. . . O
(dN6...O = 3,016 Å, ρ = 0,008 ат. од., ∆ρ = 0,034 ат. од.). На жаль, у лiтературi вiдсутнi да-
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нi про спiввiдношення, якi б дозволяли оцiнювати енергiю таких взаємодiй на основi їхнiх
електронно-топологiчних характеристик. Попри те що карбоксильна група має енергетичнi
переваги над амiдною в розпiзнаваннi вотсон-крикiвських пар (див. табл. 1), остання забез-
печує помiтно кращу просторову iнварiантнiсть центру розпiзнавання, нiж перша (рис. 2).

Привертає до себе увагу те, що при утвореннi комплексiв модельних бiчних радикалiв
амiнокислот iз вотсон-крикiвськими парами основ ДНК змiнюється енергiя всiх Н-зв’язкiв
мiж основами. У всiх комплексах енергiя верхнього (з боку мажорної борозенки) внутрi-
шньопарного Н-зв’язку знижується, а нижнього (з боку малої борозенки) i середнього —
посилюється таким чином, що їхня сумарна енергiя мало вiдрiзняється вiд аналогiчної ве-
личини в iзольованих вотсон-крикiвських парах (див. табл. 2). Цi змiни енергiї Н-зв’язкiв
корелюють зi змiнами їхнiх довжин dA...B та dH...B, подовжень ∆dAH i такими електрон-
но-топологiчними характеристиками, як ρ i ∆ρ (див. табл. 1, 2): при змiцненнi Н-зв’язку
першi два параметри зменшуються, а останнi три — зростають, i навпаки. Цiкаво, що третiй
(нижнiй) Н-зв’язок C2H. . .O2 у парi Т · А/А · Т, енергiя якого становить 0,74 ккал/моль,
що перевищує kТ (0,62 ккал/моль за кiмнатної температури), помiтно посилюється в ком-
плексах i його енергiя зростає до 1,14 ккал/моль у структурi (Т · А/А · Т) · HCOOH. Це,

Таблиця 1. Електронно-топологiчнi та енергетичнi характеристики мiжмолекулярних Н-зв’язкiв у дослi-
джуваних структурах

Пари основ та
їхнi комплекси

Н-зв’язок
AH . . .B ρ, ат.од.

∇
2
ρ,

ат.од. 100ε
dBCP−RCP,

ат.од.
EHB,

ккал/моль

(T · A/A · T) · HCOOH OH. . .O4 0,039 0,134 1,27 2,74 11,25

N6H. . . O4 0,019 0,069 4,93 2,02 4,01

N3H. . . N1 0,045 0,094 6,23 2,35 11,47

C2H. . .O2 0,006 0,020 0,22 1,47 1,14

(T · A/A · T) · HCONH2 NH. . .O4 0,020 0,082 0,93 2,60 4,49

N6H. . . O 0,012 0,047 7,88 3,02 2,46

N6H. . . O4 0,021 0,076 4,79 2,04 4,55

N3H. . . N1 0,044 0,093 6,31 2,31 11,04

C2H. . .O2 0,006 0,018 1,12 1,42 1,03

T · A/A · T N6H. . . O4 0,026 0,093 4,39 2,13 5,98

N3H. . . N1 0,040 0,093 6,49 2,28 9,68

C2H. . .O2 0,004 0,014 3,40 1,27 0,74

(C · G/G · C) · HCOOH N4H. . . O 0,012 0,050 27,28 2,71 2,56

OH. . .O6 0,043 0,137 2,34 2,68 12,57

N4H. . . O6 0,031 0,108 4,84 2,14 7,83

N1H. . . N3 0,033 0,087 6,81 2,18 7,54

N2H. . . O2 0,031 0,105 5,45 2,18 7,51

(C · G/G · C) · HCONH2 N4H. . . O 0,018 0,069 1,50 2,87 3,80

NH. . .O6 0,026 0,101 2,45 2,59 6,28

N4H. . . O6 0,033 0,114 4,28 2,14 8,63

N1H. . . N3 0,034 0,087 6,83 2,15 7,63

N2H. . . O2 0,030 0,101 5,56 2,17 7,14

C · G/G · C N4H. . . O6 0,037 0,120 3,71 2,20 9,95

N1H. . . N3 0,033 0,088 6,93 2,15 7,36

N2H. . . O2 0,027 0,094 5,78 2,14 6,22

Пр и м i т ка . ρ i ∆ρ — значення електронної густини i лапласiана електронної густини в критичнiй точцi
вiдповiдно; ε — елiптичнiсть; dBCP−RCP — вiдстань вiд критичної точки зв’язку (BCP) до кругової критичної
точки (RCP) [12]; EHB — енергiя Н-зв’язку [14].
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зокрема, може бути свiдченням його бiологiчної ролi, попри його незначний внесок (∼ 5,5%)
у енергiю стабiлiзацiї iзольованої пари (13,5 ккал/моль). Побiжно зазначимо, що отриманi
нами данi дозволяють дати вiдповiдь на запитання щодо вiдносної енергiї Н-зв’язкiв у во-
тсон-крикiвських парах — за своєю енергетикою вони утворюють такi ряди прiоритетностi:
EN3H...N1 > EN6H...O4 > EC2H...O2 у парi Т · А/А · Т i EN4H...O6 > EN1H...N3 > EN2H...O2 у парi
С · G/G · C.

Виходячи iз стеричних мiркувань, легко зрозумiти, чому запропонований нами меха-
нiзм впiзнавання дозволяє ефективно пригнiчувати синтез неправильних пар G ·T/T ·G та
A · C/C · A: причина вельми проста i полягає в iстотнiй вiдмiнностi геометрiї цих пар вiд
вотсон-крикiвських [2–4]. Згаданi пари не можуть комплементарно розмiститися в центрi
впiзнавання, внаслiдок чого останнiй не набуде компетентної конфiгурацiї i не запустить
хiмiчну стадiю процесу бiосинтезу ДНК.

Насамкiнець зазначимо, що всi вивченi та охарактеризованi нами Н-зв’язки задовольня-
ють усi критерiї, запропонованi Кохом i Попельє [11]. Тут цi данi не наведено, вони будуть
предметом наших наступних публiкацiй.

Таким чином, уперше iз залученням неемпiричного квантово-механiчного моделювання
запропоновано i обгрунтовано просту фiзичну модель розпiзнавання вотсон-крикiвських
пар основ ДНК та iнгiбування бiосинтезу неправильних пар, утворених основами в кано-
нiчнiй таутомернiй формi, бiлками реплiкативного комплексу з боку мажорної борозен-

Таблиця 2. Геометричнi характеристики Н-зв’язкiв у дослiджуваних структурах

Пари основ
та їхнi комплекси

Н-зв’язок
AH . . .B dA...B, Å dH...B, Å

∠AH . . .B,
град. ∆dAH, Å

(T · A/A · T) · HCOOH OH. . .O4 2,715 1,723 179,8 0,021
N6H. . .O4 3,076 2,062 170,0 0,008
N3H. . . N1 2,846 1,792 177,9 0,042
C2H. . .O2 3,768 2,682 135,1 0,00013

(T · A/A · T) · HCONH2 NH. . . O4 3,010 1,992 177,7 0,009
N6H. . .O 3,304 2,295 145,1 0,003
N6H. . .O4 3,037 2,022 175,0 0,008
N3H. . . N1 2,857 1,803 178,1 0,041
C2H. . .O2 3,818 2,732 133,6 0,00021

T · A/A · T N6AH. . .O4 2,946 1,926 173,5 0,014
N3H. . . N1 2,886 1,841 178,8 0,032
C2H. . .O2 3,975 2,890 132,3 0,00022

(C · G/G · C) · HCOOH N4H. . .O 3,320 2,312 115,4 0,003
OH. . .O6 2,693 1,694 175,4 0,027
N4H. . .O6 2,874 1,851 178,7 0,016
N1H. . . N3 2,950 1,913 178,8 0,025
N2H. . .O2 2,883 1,859 179,4 0,015

(C · G/G · C) · HCONH2 N4H. . .O 3,113 2,101 134,5 0,007
NH. . . O6 2,919 1,896 175,2 0,014
N4H. . .O6 2,849 1,825 178,1 0,017
N1H. . . N3 2,948 1,911 178,5 0,025
N2H. . .O2 2,898 1,874 179,4 0,016

C · G/G · C N4H. . .O6 2,809 1,774 178,8 0,027
N1H. . . N3 2,954 1,922 177,1 0,020
N2H. . .O2 2,936 1,915 178,4 0,012

Пр и м i т ка . dA...B, dH...B— вiдстань мiж атомами А i В та Н i В вiдповiдно, якi беруть участь у Н-зв’язку
АН. . . В; ∠AH. . . B — кут Н-зв’язування; ∆dAH — подовження хiмiчного зв’язку АН при утвореннi Н-зв’язку
АН. . . В.
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Рис. 1. Геометрична структура вотсон-крикiвських пар основ ДНК (праворуч) та їхнiх комплексiв з мо-
дельними залишками аспарагiнової i глутамiнової кислот (лiворуч) та аспарагiну i глутамiну (посерединi)
за даними квантово-механiчних розрахункiв на рiвнi теорiї B3LYP/6-311++G(d,p). Пунктиром зображено
мiжмолекулярнi Н-зв’язки, бiля кожного з них вказано його довжину (Å) — вiдстань мiж атомами Н i В;
у комплексi (T · A/A · T) · HCOOH стрiлкою позначено ван-дер-ваальсiвський контакт N6. . . O

Рис. 2. Просторова квазiiзоморфнiсть дослiджуваних комплексiв
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ки ДНК. Доведено, що найiмовiрнiшим кандидатом на роль амiнокислот, якi забезпечу-
ють цей сценарiй, є аспарагiн та глутамiн, бiчнi радикали яких iнварiантно взаємодiють
з усiма чотирма правильними парами двома нееквiвалентними Н-зв’язками NH. . .O4/O6

i C=O. . .HN6/N4. Така модель фактично унеможливлює помилки бiосинтезу ДНК, пов’я-
занi з утворенням неправильних пар АС/CA та GT/TG основами в канонiчнiй (основнiй)
таутомернiй формi [2, 3], i свiдчить на користь таутомерного механiзму спонтанних то-
чкових мутацiй [4], вперше запропонованого Вотсоном i Криком (вiдповiдну бiблiогр. див.
у роботi [4]).

Автори висловлюють щиру вдячнiсть канд. бiол. наук Є.П. Юренку (Iнститут молекуляр-
ної бiологiї та генетики НАН України) за увагу до роботи та корпорацiї “Gaussian” (США) за
люб’язно наданий Д.М. Говоруну грант — програмний пакет “Gaussian03” для платформи Win32.
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A physical model of Watson-Crick base pairs DNA recognition by

proteins of the replicative complex

A simple physical model of Watson-Crick base pairs recognition by the proteins of a replicative
complex from the side of the major groove of DNA using modern non-empirical quantum-mechanical
methods is suggested and proved for the first time. It is shown that the most credible candidate for
this role is asparagin or glutamine which interacts with his own amide residue (taking into account
its rotation by 180◦ around single bond C−C) by both H-bonds NH. . .O4/6 and C−O. . .HN6/4
with each of four Watson-Crick base pairs.
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