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Ýâîëþöèîííî-âûñîêîêîíñåðâàòèâíûå áåëêè TIP49a è TIP49b, ïðèíàäëåæàùèå ê ñóïåðñåìåéñòâó
AAA+ ÄÍÊ-çàâèñèìûõ ÀÒÔàç, âîâëå÷åíû âî ìíîãèå âíóòðèêëåòî÷íûå ïðîöåññû, òàêèå êàê ðåìîäåëèðî-
âàíèå õðîìàòèíà, ðåãóëÿöèÿ òðàíñêðèïöèè è êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ âî âðåìÿ ìèòîçà, ïîääåðæàíèå ñòà-
áèëüíîñòè ãåíîìà, áèîãåíåç snoRNP, à òàêæå â îáðàçîâàíèå àêòèâíîãî êîìïëåêñà òåëîìåðàçû è ÄÍÊ.
Ïîêàçàíî, ÷òî ýòè áåëêè ïðèíèìàþò àêòèâíîå ó÷àñòèå â ñëîæíûõ ñåòÿõ áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé
è, íåñìîòðÿ íà ñòðóêòóðíîå ñõîäñòâî, â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ âûïîëíÿþò ïðîòèâîïîëîæíûå ôóíêöèè. Íå-
ñìîòðÿ íà ðàçíîîáðàçèå ïðîÿâëÿåìûõ àêòèâíîñòåé, ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ ýòèõ áåëêîâ ïîêà ìàëî èçó÷å-
íû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ìîëåêóëÿðíîãî äîêèíãà âïåðâûå ïîëó÷åíû êîìïëåêñû
êîëüöåâûõ ãåòåðîãåêñàìåðíûõ ñòðóêòóð áåëêîâ TIP49a/b ñ êîðîòêèìè ôðàãìåíòàìè äâóõíèòåâîé ÄÍÊ
(äíÄÍÊ, 20 ïàð îñíîâàíèé ðàçëè÷íîãî GC-ñîñòàâà) â öåíòðàëüíîì êàíàëå è ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ìîëåêó-
ëÿðíîé äèíàìèêè (ÌÄ) â ïåðèîäè÷åñêîì âîäíîì áîêñå èçó÷åíû êîíôîðìàöèîííàÿ äèíàìèêà è ìåõàíèç-
ìû ãåëèêàçíîé àêòèâíîñòè ýòèõ áåëêîâ. Áûëî ïîêàçàíî ñëåäóþùåå: 1) âçàèìîäåéñòâèå ñ ïîëîæèòåëüíî
çàðÿæåííûìè áåëêîâûìè ïåòëÿìè â öåíòðàëüíîì êàíàëå êîëüöåâîãî ãåêñàìåðíîãî êîìïëåêñà èññëåäóå-
ìûõ áåëêîâ ïðèâîäèò ê ðàñêðó÷èâàíèþ ñïèðàëè ÄÍÊ; 2) ýòî ðàñêðó÷èâàíèå ïðîèñõîäèò òîëüêî âíóòðè
ãåêñàìåðíîãî êîëüöà, â òî âðåìÿ êàê êîíöû, íàõîäÿùèåñÿ ñíàðóæè, â òå÷åíèå 50 íñ ÌÄ ñîõðàíÿþò íà-
÷àëüíóþ êîíôîðìàöèþ êëàññè÷åñêîé B-ôîðìû; 3) ïðèñóòñòâèå ÀÒÔ â êîìïëåêñå ñ áåëêàìè TIP49a/b
âëèÿåò íà äèíàìèêó è êîíå÷íóþ ñòðóêòóðó äíÄÍÊ, ïðèâîäÿ ê ðàçðûâó ÷àñòè êîìïëåìåíòàðíûõ ñâÿçåé â
GC-áåäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ÄÍÊ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìîëåêóëÿðíàÿ äèíàìèêà, TIP49, ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ, äâóõíèòåâàÿ ÄÍÊ,
ãåêñàìåðíûé êîìïëåêñ.

Âûñîêîêîíñåðâàòèâíûå áåëêè TIP49 ïðèíàäëåæàò ê
ñóïåðñåìåéñòâó AAA+-ÀÒÔàç, èìåþùèõ P-ïåòëþ è ñâÿ-
çàííûõ ñ ðàçíîîáðàçíûìè êëåòî÷íûìè ôóíêöèÿìè, îäíîé
èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ ó÷àñòèå â ìåõàíèçìàõ êëåòî÷íîãî
äåëåíèÿ è äèôôåðåíöèðîâêè (Jha, Dutta, 2009). Îíè íåîá-
õîäèìû äëÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè äðîææåé è âûñøèõ ýóêà-
ðèîò è âîâëå÷åíû â ñëîæíóþ ñåòü áåëîê-áåëêîâûõ âçàè-
ìîäåéñòâèé. Íåìîòðÿ íà âûñîêèé óðîâåíü ñòðóêòóðíîãî
ñõîäñòâà, îíè ïðîÿâëÿþò ïðîòèâîïîëîæíûå àêòèâíîñòè
âî âðåìÿ ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ è ýìáðèîíàëüíî-
ãî ðàçâèòèÿ. Îáùèì ñâîéñòâîì ýòèõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ
ñïîñîáíîñòü ïåðåñòðàèâàòü áåëêè è (èëè) íóêëåèíîâûå
êèñëîòû ñ ïîìîùüþ èõ ðàçâîðà÷èâàíèÿ è ðàçáîðêè (Gri-
bun et al., 2008; Cheung et al., 2010; Huen et al., 2010).
AAA+-áåëêè ñîäåðæàò êîíñåðâàòèâíûå äîìåíû, ñïîñîá-
íûå ê ñâÿçûâàíèþ è ãèäðîëèçó ÀÒÔ â îëèãîìåðíîì ñî-
ñòîÿíèè îò äèìåðîâ äî äîäåêàìåðîâ (Ikura et al., 2000).
Ñâÿçûâàíèå è ãèäðîëèç ÀÒÔ âûçûâàþò êîíôîðìàöèîí-

íûå èçìåíåíèÿ, íåîáõîäèìûå äëÿ òðàíñëîêàöèè èëè ðå-
êîíôèãóðàöèè ñóáñòðàòîâ.

Áåëêè TIP49a è TIP49b ôîðìèðóþò òàêñîíîìè÷å-
ñêóþ ãðóïïó, ñâîéñòâà êîòîðîé îòëè÷àþòñÿ îò äðó-
ãèõ ÷ëåíîâ øèðîêîãî ñåìåéñòâà áåëêîâ AAA+, è ýòî ìî-
æåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî óêàçàííûå áåëêè îáëà-
äàþò óíèêàëüíûìè ñâîéñòâàìè, ïîêà íåèçó÷åííûìè
(Ammelburg et al., 2006). Ýòè áåëêè âîâëå÷åíû âî ìíî-
æåñòâî êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, òàêèõ êàê ïåðåñòðîéêà õðî-
ìàòèíà, ðåïàðàöèÿ äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ, ðåãóëÿ-
öèÿ òðàíñêðèïöèè, ïîääåðæàíèå ñòàáèëüíîñòè ãåíîìà,
áèîãåíåçèñ snoRNA, ñáîðêà òåëîìåðàç è êëåòî÷íîå äåëå-
íèå âî âðåìÿ ìèòîçà (Jha, Dutta, 2009). Îíè òàêæå èãðà-
þò âàæíóþ ðîëü â êàíöåðîãåíåçå (Huber et al., 2008). Êà-
êèì îáðàçîì ïàðà ýòèõ êîíñåðâàòèâíûõ áåëêîâ ïðèíèìà-
åò ó÷àñòèå â òàêîì áîëüøîì äèàïàçîíå áèîëîãè÷åñêèõ
ïðîöåññîâ, îñòàåòñÿ â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè íåèçâåñò-
íûì.
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Íåïîëíàÿ ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà îëèãîìåðíîãî
êîìïëåêñà áåëêà TIP49a îïðåäåëåíà ìåòîäàìè ðåíòãåíî-
ñòðóêòóðíîãî àíàëèçà (Matias et al., 2006). Êðèñòàëëè÷å-
ñêàÿ ñòðóêòóðà ìîíîìåðà áåëêà ÷åëîâåêà TIP49a ïîêàçà-
ëà, ÷òî ñâåðíóòûé áåëîê èìååò òðè ñòðóêòóðíûõ äîìå-
íà — D1, D2 è D3. Ñòðóêòóðà ñîäåðæèò òèïè÷íûé
AAA+-ìîäóëü, êîòîðûé îáðàçîâàí äâóìÿ îáëàñòÿìè äîìå-
íîâ D1 è D3. Ïðè ýòîì äîìåí D1 ñîäåðæèò P-ïåòëþ, à
öåíòð ñâÿçûâàíèÿ ÀÒÔ è ñîñòîèò èç òèïè÷íîãî ïÿòè÷ëåí-
íîãî b-ëèñòà, ðàñïîëîæåííîãî ìåæäó a-ñïèðàëÿìè. Êîí-
ôîðìàöèÿ äîìåíà D3 òàêæå ïîäîáíà ìíîãèì äðóãèì áåë-
êàì ãðóïïû AAA+ è ñîñòîèò èç ñâÿçêè a-ñïèðàëåé. Â ýòîé
êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóêòóðå áåëîê TIP49 íàõîäèòñÿ â êîì-
ïëåêñå ñ ÀÄÔ, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðîÿñíèòü ìåõàíèçìû ñâÿ-
çûâàíèÿ è ãèäðîëèçà ÀÒÔ ýòèìè áåëêàìè. Íåäàâíî áûëè
ïîëó÷åíû ïîõîæèå íåïîëíûå êðèñòàëëè÷åñêèå ñòðóêòóðû
ãåêñàìåðíîãî êîëüöåâîãî êîìïëåêñà áåëêîâ TIP49b, à òàê-
æå ñìåøàííîãî êîìïëåêñà áåëêîâ TIP49a/TIP49b ñ óäà-
ëåííûì äîìåíîì D2 (Gribun et al., 2008; Petukhov et al.,
2012).

ÀÒÔàçíàÿ àêòèâíîñòü — ýòî îäíî èç êëþ÷åâûõ
ñâîéñòâ áåëêîâ ñåìåéñòâà TIP49. Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà
ïðèñóòñòâèå âñåõ âàæíûõ ñòðóêòóðíûõ ìîòèâîâ, õàðàê-
òåðíûõ äëÿ «êëàññè÷åñêèõ» ïðåäñòàâèòåëåé ñóïåðñåìåé-
ñòâà ÀÒÔàç AAA+, ñêîðîñòü ãèäðîëèçà ÀÒÔ â áåëêàõ
TIP49 íåîáû÷íî ìàëà (Papin et al., 2010; Afanasyeva et al.,
2014). Ìåõàíèçì ãèäðîëèçà ÀÒÔ â ýòèõ áåëêàõ ïðåäïîëà-
ãàåò ïðîòåêàíèå íóêëåîôèëüíîé àòàêè àêòèâèðîâàííûõ
ìîëåêóë âîäû íà g-ôîñôàò ÀÒÔ è îáðàçîâàíèå 5-êîîðäè-
íèðîâàííîãî ïåðåõîäíîãî ñîñòîÿíèÿ (Afanasyeva et al.,
2014). Îòðèöàòåëüíûé çàðÿä, íàêàïëèâàþùèéñÿ âáëèçè
g-ôîñôàòà, êîìïåíñèðóåòñÿ çàðÿäîì èîíà Mg2+ è çàðÿäà-
ìè äîíîðîâ âîäîðîäíûõ ñâÿçåé (èç áîêîâûõ öåïåé àìèíî-
êèñëîòíûõ îñòàòêîâ â àêòèâíîì ñàéòå áåëêà). Ïîýòîìó àê-
òèâíûå ñàéòû ýòèõ ÀÒÔàç âêëþ÷àþò â ñåáÿ àìèíîêèñëîò-
íûå îñòàòêè, ñïîñîáíûå ê íóêëåîôèëüíîé àêòèâàöèè
âîäû, ýëåêòðîôèëüíûå ãðóïïû, ñïîñîáíûå ñòàáèëèçèðî-
âàòü îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííîå ïåðåõîäíîå ñîñòîÿíèå, à
òàêæå ãðóïïû, îñóùåñòâëÿþùèå êîîðäèíàöèþ èîíà Mg2+,
êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì êîôàêòîðîì. Àêòèâíûå
ñàéòû ýòèõ ÀÒÔàç, êàê ïðàâèëî, ñîäåðæàò îäèí èëè íå-
ñêîëüêî «ñåíñîðîâ», êîòîðûå ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ðåàê-
öèè ñ ÀÒÔ, îäíàêî îñíîâíàÿ èõ ôóíêöèÿ çàêëþ÷àåòñÿ â
ïîëó÷åíèè èíôîðìàöèè î íàëè÷èè èëè îòñóòñòâèè g-ôîñ-
ôàòà è â ïåðåäà÷å ñèãíàëà ê ïðîñòðàíñòâåííî óäàëåííûì
ñàéòàì áåëêà ïóòåì ðÿäà êîíôîðìàöèîííûõ ïåðåñòðîåê.

Íàøè ïðåäâàðèòåëüíûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî
TIP49b ÷åëîâåêà è åãî äðîææåâîé îðòîëîã Rvb2p êîîïå-
ðàòèâíî ñâÿçûâàþò ÄÍÊ â ìîíîìåðíîì ñîñòîÿíèè (Papin
et al., 2010). Áåëêè TIP49a/TIP49b èìåþò ñòðóêòóðíîå
ñõîäñòâî ñ áàêòåðèàëüíûì áåëêîì RuvB, ãåêñàìåðíûå
êîìïëåêñû êîòîðîãî ó÷àñòâóþò â ïðîöåññå ìèãðàöèè
ñòðóêòóð Õîëëèäåÿ âî âðåìÿ ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíà-
öèè è ÿâëÿþòñÿ íóêëåîòèäçàâèñèìûìè ÀÒÔàçàìè (Put-
nam et al., 2001; Hishida et al., 2004). Ïîõîæèé ìåõàíèçì
äåéñòâèÿ è ó áåëêîâ SV40 LTag (large tumor antigen), êî-
òîðûå òàêæå ÿâëÿþòñÿ ÷ëåíàìè ñåìåéñòâà AAA+ è ó÷àñò-
âóþò â ïðîöåññå ðåïëèêàöèè âèðóñíîé ÄÍÊ. Ýòè áåëêè
ôîðìèðóþò êîìïëåêñû èç äâóõ ãåêñàìåðíûõ êîëåö ñ
äëèííûì ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûì âíóòðåííèì êàíà-
ëîì, â êîòîðîì ìîãóò ñâÿçûâàòüñÿ êàê ñ îäíîíèòåâûìè,
òàê è ñ äâóõíèòåâûìè ÄÍÊ (îíÄÍÊ è äíÄÍÊ ñîîòâåòñò-
âåííî) (Li et al., 2003). Ñòðóêòóðà öåíòðàëüíûõ êàíàëîâ â
RuvB è SV40 LTag íàïîìèíàåò ñòðóêòóðó âíóòðåííèõ êà-
íàëîâ ãåêñàìåðîâ TIP49a/b. Ïîýòîìó öåëü íàñòîÿùåãî

èññëåäîâàíèÿ ñîñòîèò â òîì, ÷òîáû óñòàíîâèòü âçàèìîîò-
íîøåíèå ìåæäó ñâÿçûâàíèåì ÄÍÊ áåëêàìè TIP49, èõ
îëèãîìåðèçàöèåé è ÀÒÔ-çàâèñèìîé ìîòîðíîé äåÿòåëü-
íîñòüþ.

Â íàøåé ïðåäûäóùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè, ÷òî äèà-
ìåòð öåíòðàëüíîãî êàíàëà ãåêñàìåðíîãî êîëüöà áåëêîâ
ñåìåéñòâà TIP49 èìååò äîñòàòî÷íûé ðàçìåð (~2.4 íì —
äèàìåòð, èçìåðåííûé îòíîñèòåëüíî êðàéíèõ òî÷åê íà
ãëàâíîé öåïè áåëêîâûõ ïåòåëü, ðàñïîëîæåííûõ âíóòðè
öåíòðàëüíîãî êàíàëà) äëÿ ñâÿçûâàíèÿ äíÄÍÊ â êëàññè÷å-
ñêîé Â-ôîðìå (äèàìåòð äíÄÍÊ â êëàññè÷åñêîé B-ôîðìå
2.03 íì) (Petukhov et al., 2013). Ñ ïîìîùüþ ìîëåêóëÿðíî-
ãî äîêèíãà ìû ïîëó÷èëè íèçêîýíåðãåòè÷åñêóþ ñòðóêòóðó
ãåêñàìåðíîãî êîìïëåêñà TIP49a ñ êîðîòêèì ôðàãìåíòîì
äíÄÍÊ (20 ïàð îñíîâàíèé) â öåíòðàëüíîì êàíàëå áåç ñòå-
ðè÷åñêèõ ïåðåêðûòèé ñ áåëêîâûìè ïåòëÿìè, ïðè ýòîì
äíÄÍÊ ðàñïîëîæåíà ïîä íàêëîíîì ~12° îòíîñèòåëüíî
öåíòðàëüíîé îñè ãåêñàìåðà. Ìåæìîëåêóëÿðíûé èíòåð-
ôåéñ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÄÍÊ ôîðìèðóåòñÿ çà ñ÷åò ïîëî-
æèòåëüíî çàðÿæåííûõ ïîäâèæíûõ ïåòåëü áåëêà.

Ïðîÿñíåíèå ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ è ðàçëè÷íûõ áèî-
ëîãè÷åñêèõ àêòèâíîñòåé áåëêîâ TIP49 â æèâîé êëåòêå
èìåëî áû áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ áèî-
ëîãè÷åñêèõ àñïåêòîâ æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòêè, âêëþ÷àÿ
ïàòîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ íîðìàëüíûõ ôåíîòèïîâ. Â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ìîëåêóëÿðíîãî ìî-
äåëèðîâàíèÿ è ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè ìû ïðåäïðèíÿëè
ïîïûòêó ïðîÿñíèòü ìåõàíèçìû ãèäðîëèçà ÀÒÔ â îòñóòñò-
âèå è ïðèñóòñòâèè ÄÍÊ â ãåêñàìåðíûõ êîìïëåêñàõ áåë-
êîâ ñåìåéñòâà TIP49.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ïîëíîàòîìíûå ðåãóëÿðèçèðîâàííûå ïðîñòðàíñòâåí-
íûå ñòðóêòóðû êîìïëåêñîâ TIP49a/b ñ ôðàãìåíòîì
äíÄÍÊ â öåíòðàëüíîì êàíàëå ãåêñàìåðíîãî êîëüöà áûëè
ïîëó÷åíû íà îñíîâå êðèñòàëëè÷åñêèõ ñòðóêòóð áåëêîâ ñå-
ìåéñòâà TIP49 (êîäû PDB: 2C9O è 3UK6) è ñòðóêòóðû
TIP49b ÷åëîâåêà, ïîëó÷åííîãî ñ ïîìîùüþ ìîäåëèðîâà-
íèÿ ïî ãîìîëîãèè, êàê ýòî îïèñàíî ðàíåå (Petukhov et al.,
2012). Êîíôîðìàöèè íåñòðóêòóðèðîâàííûõ ïåòåëü ðàñ-
ñ÷èòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíûõ ïðîòîêîëîâ
ìîäåëèðîâàíèÿ ïåòåëü ICM-Pro íà îñíîâå Ìîíòå-Êàðëî-
ìèíèìèçàöèè êîíôîðìàöèîííîé ýíåðãèè ïîäâèæíûõ
îñòàòêîâ ïåòëè ñ ôèêñèðîâàííûìè êîíöàìè. Âî âðåìÿ
ìèíèìèçàöèè ýíåðãèè âàðüèðîâàëè òîëüêî ñòàíäàðòíûå
òîðñèîííûå óãëû àìèíîêèñëîò. Èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðò-
íûé äëÿ ICM íàáîð ýíåðãåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ (ïîòåíöè-
àë ECEPP/3) äëÿ âàí-äåð-âààëüñîâûõ, ýëåêòðîñòàòè÷å-
ñêèõ, òîðñèîííûõ âçàèìîäåéñòâèé è ýíåðãèè âîäîðîäíûõ
ñâÿçåé. Ïîëîæåíèå êîðîòêîãî ôðàãìåíòà äíÄÍÊ â öåíò-
ðàëüíîì êàíàëå ãåêñàìåðà áûëî ïîëó÷åíî ðàíåå ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäîâ ìîëåêóëÿðíîãî äîêèíãà (Petukhov et al.,
2013).

Ïîëó÷åííûå òàêèì îáðàçîì ïðîñòðàíñòâåííûå ñòðóê-
òóðû èñïîëüçîâàëè â äàëüíåéøåì â êà÷åñòâå èñõîäíûõ
êîíôîðìàöèé äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ìîëåêóëÿðíîé äèíàìè-
êè ãåêñàìåðîâ TIP49a/b îòäåëüíî è â êîìïëåêñå ñ ÄÍÊ è
ÀÒÔ. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûå ìåòîäû è ïðî-
ãðàììíîå îáåñïå÷åíèå äëÿ ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè (ÌÄ)
â ïåðèîäè÷åñêîì âîäíîì áîêñå, à òàêæå íàïèñàííûå íàìè
ïðîãðàììû äëÿ îáðàáîòêè ïîëó÷åííûõ òðàåêòîðèé ÌÄ.
Ðàñ÷åòû ÌÄ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî
ïàêåòà AMBER 12 íà âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîì ìíîãî-
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ïðîöåññîðíîì êëàñòåðå Íàöèîíàëüíîãî èññëåäîâàòåëü-
ñêîãî öåíòðà «Êóð÷àòîâñêèé èíñòèòóò» (Ìîñêâà), à òàêæå
ñ èñïîëüçîâàíèåì íåäàâíî ïîÿâèâøåéñÿ òåõíîëîãèè âû-
ñîêîïðîèçâîäèòåëüíûõ ïàðàëëåëüíûõ âû÷èñëåíèé íà
ãðàôè÷åñêèõ êàðòàõ, ïîääåðæèâàþùèõ ñòàíäàðò CUDA.
Ðàñ÷åòû ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè âêëþ÷àëè â ñåáÿ íå-
ñêîëüêî ñòàíäàðòíûõ øàãîâ, òàêèõ êàê: 1) ñîçäàíèå ôàé-
ëîâ òîïîëîãèè èññëåäóåìûõ áåëêîâ è èõ ëèãàíäîâ è ïîä-
ãîòîâêà èñõîäíûõ äàííûõ äëÿ çàïóñêà AMBER ñ ïî-
ìîùüþ âñòðîåííîãî ìîäóëÿ LEaP; 2) ñîçäàíèå ìîäåëè
ãèäðàòàöèè êîìïëåêñà ÀÒÔ—äíÄÍÊ—TIP49a/b â ïåðèî-
äè÷åñêîì âîäíîì áîêñå ñ ìèíèìàëüíûì ðàññòîÿíèåì îò
ïîâåðõíîñòè áåëêà äî ãðàíèö áîêñà 1 íì; 3) òåðìîäèíà-
ìè÷åñêîå óðàâíîâåøèâàíèå ñèñòåìû è îêðóæàþùåãî ðàñ-
òâîðèòåëÿ; 4) ðàñ÷åò ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè ïðè ïîñòî-
ÿííîé òåìïåðàòóðå ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèëîâîãî ïîëÿ AM-
BER ff99bsc0, äîïîëíåííîãî äëÿ ðàñ÷åòîâ àìèíîêèñëîò è
ÄÍÊ, è ìîäåëè ìîëåêóëû âîäû òèïà TIP3P (Lindorff-Lar-
sen et al., 2010). Òåðìîäèíàìè÷åñêè óðàâíîâåøåííóþ ñèñ-
òåìó èñïîëüçîâàëè äàëåå äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ìîëåêóëÿð-
íîé äèíàìèêè ïðè 37 °Ñ äëèòåëüíîñòüþ 50 íñ ñ øàãîì
2 ôñ. Òåêóùåå ñîñòîÿíèå ñèñòåìû ñîõðàíÿëè äëÿ ïîñëåäó-
þùåãî àíàëèçà ÷åðåç êàæäûå 10 ïñ âðåìåíè ìîëåêóëÿð-
íîé äèíàìèêè. Äëÿ ðàñ÷åòîâ ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ âçàèìî-
äåéñòâèé èñïîëüçîâàëè àëãîðèòì PME-Switch ñ îãðàíè÷å-
íèåì ðàññòîÿíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ äî 1.5 íì (êàê ýòî
ðåàëèçîâàíî â ïàêåòå ïðîãðàìì AMBER). Äëÿ ðàñ÷åòà
òåìïåðàòóðû èñïîëüçîâàëè àëãîðèòì V-rescale (Bussi
et al., 2007), à äëÿ ðàñ÷åòà äàâëåíèÿ — àëãîðèòì Ïàððè-
íåëëî—Ðàõìàíà (Parrinello, 1981; Nos *e, Klein, 2006).

Ãåîìåòðè÷åñêèå ïàðàìåòðû ïîäâèæíîé ÄÍÊ ðàññ÷è-
òûâàëè ñ ïîìîùüþ øèðîêî èñïîëüçóåìîãî ïðîãðàììíîãî
ïàêåòà 3DNA, ñïåöèàëüíî ïðåäíàçíà÷åííîãî äëÿ àíàëèçà
ñòðóêòóðû íóêëåèíîâûõ êèñëîò (Olson, 2003). 3DNA ìî-
æåò îáðàáàòûâàòü ñòðóêòóðû àíòèïàðàëëåëüíûõ è ïàðàë-
ëåëüíûõ äâîéíûõ ñïèðàëåé, îäíîöåïî÷å÷íûõ íóêëåèíî-
âûõ êèñëîò è äðóãèõ ñëîæíûõ ìîòèâîâ òðåòè÷íîé ñòðóê-
òóðû ÄÍÊ è ÐÍÊ. Ïðîöåäóðà àíàëèçà âêëþ÷àåò â ñåáÿ
èäåíòèôèêàöèþ è êàòåãîðèçàöèþ âñåõ êîìïëåìåíòàðíûõ
âçàèìîäåéñòâèé è êëàññèôèêàöèþ ïàðàìåòðîâ äâîéíîé
ñïèðàëè ñîîòâåòñòâóþùèõ ïàð îñíîâàíèé. Ïðîãðàììà èñ-
ïîëüçóåò ñòàíäàðòíóþ íîìåíêëàòóðó îïèñàíèÿ ãåîìåòðèè
ïàð íóêëåèíîâûõ êèñëîò è òî÷íóþ ìàòðè÷íóþ ñõåìó ðàñ-
÷åòà ëîêàëüíûõ êîíôîðìàöèîííûõ ïàðàìåòðîâ è ïîçâî-
ëÿåò âîññòàíàâëèâàòü ñòðóêòóðó ÄÍÊ íà îñíîâå ýòèõ ïà-
ðàìåòðîâ. Êðîìå òîãî, ýòà ïðîãðàììà ïîçâîëÿåò ãåíåðè-
ðîâàòü ìîäåëü ðåãóëÿðíîé ñïèðàëè íà îñíîâå äàííûõ
ðåíòãåíîâñêèõ äèôðàêöèîííûõ èçìåðåíèé äëÿ ðàçëè÷íûõ
ïîâòîðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Ìû àäàïòèðîâàëè
3DNA äëÿ ðàñ÷åòà èçìåíåíèÿ îñíîâíûõ ëîêàëüíûõ ïàðà-
ìåòðîâ öåïè ÄÍÊ â õîäå ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè, òàêèõ
êàê ðàññòîÿíèå ìåæäó ñîñåäíèìè ïàðàìè îñíîâàíèé â
öåïè ÄÍÊ âäîëü ãëàâíîé îñè (h) è óãîë ïîâîðîòà ïàðû
îñíîâàíèé ÄÍÊ îòíîñèòåëüíî ãëàâíîé îñè (wDNA). ×èñëî
ïàð îñíîâàíèé, ïðèõîäÿùèõñÿ íà ñïèðàëüíûé âèòîê
(Nsub), ðàññ÷èòûâàëè êàê 360°/wDNA, çíà÷åíèå øàãà ñïèðà-
ëè çàòåì ðàññ÷èòûâàëè êàê h�Nsub. Ïðîãðàììà 3DNA ðàñ-
ñ÷èòûâàåò ëîêàëüíûå ïàðàìåòðû h è wDNA äëÿ êàæäîé
ïàðû áàç, íà îñíîâå êîòîðûõ ìû âû÷èñëÿëè ñðåäíèå çíà-
÷åíèÿ â íåñêîëüêèõ çîíàõ ïî äëèíå ÄÍÊ ñ ðàçëè÷íîé ñòå-
ïåíüþ ðàñòÿæåíèÿ (äëÿ áîëåå ðàñòÿíóòîé öåíòðàëüíîé ÷à-
ñòè ÄÍÊ è ìåíåå ðàñòÿíóòûõ êîíöåâûõ ó÷àñòêîâ).

Îáðàáîòêó äàííûõ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ñïåöè-
àëüíî ñîçäàííîé ïðîãðàììû íà ÿçûêå ñöåíàðèåâ bash â
íåñêîëüêî øàãîâ. Íà ïåðâîì øàãå èç ôàéëà òðàåêòîðèè

ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè áûëè ïåðåçàïèñàíû PDB-ôàéëû
ñòðóêòóðû ÄÍÊ, óñðåäíåííîé ïî äåñÿòè øàãàì ìîëåêó-
ëÿðíîé äèíàìèêè ÷åðåç êàæäûå 100 ïñ (÷òîáû èçáåæàòü
âëèÿíèÿ ñëó÷àéíûõ ñòðóêòóðíûõ êîëåáàíèé, âîçíèêàþùèõ
â õîäå ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè), ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðò-
íîé óòèëèòû cpptraj èç ïàêåòà AMBER. Çàòåì äëÿ êàæäîé
ñòðóêòóðû ÄÍÊ âûïîëíÿëè ðàñ÷åòû ïàðàìåòðîâ ÄÍÊ ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû 3DNA, ïîñëå ÷åãî èñïîëüçîâàëè âûõîä-
íûå äàííûå 3DNA äëÿ ðàñ÷åòà øàãà ñïèðàëè è ÷èñëà ïàð
îñíîâàíèé, ïðèõîäÿùèõñÿ íà îáîðîò ñïèðàëè.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ä è í à ì è ê à ô ð à ã ì å í ò î â ä í Ä Í Ê â ã å ò å ð î -
ã å ê ñ à ì å ð í û õ ê î ì ï ë å ê ñ à õ T I P 4 9. Â ýòîé ðàáîòå
íà îñíîâå èìåþùèõñÿ êðèñòàëëè÷åñêèõ ñòðóêòóð èññëå-
äóåìûõ áåëêîâ ìû ïîñòðîèëè ïîëíîàòîìíóþ ìîäåëü ãå-
òåðîãåêñàìåðíîãî êîìïëåêñà TIP49a/b ñ ÷åðåäóþùèìèñÿ
ïðîòîìåðàìè TIP49a è TIP49b, ïîìåñòèâ äíÄÍÊ ñ ðàç-
ëè÷íûì GC-ñîñòàâîì â öåíòðàëüíîì êàíàëå, îáðàçî-
âàííîì ãåêñàìåðíûì êîëüöîì. Çàòåì ìåòîäîì ïîñëåäîâà-
òåëüíûõ ìèíèìèçàöèé ýíåðãèè ìû ïîëó÷èëè íèçêî-
ýíåðãåòè÷åñêóþ ñòðóêòóðó êîìïëåêñà áåç êàêèõ-ëèáî
ñòåðè÷åñêèõ çàòðóäíåíèé (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòî-
äèêà»). Äëÿ ïîëó÷åííîãî êîìïëåêñà ìû ïðîâåëè íåñêîëü-
êî ðàñ÷åòîâ ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè â ïåðèîäè÷åñêîì
âîäíîì áîêñå äëÿ ÄÍÊ ñ ðàçëè÷íûì íóêëåîòèäíûì ñîñòà-
âîì («GCGC...», «ATAT...» è «ACAC...»).

Â ïðîöåññå ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè ìû íàáëþäàëè
ñóùåñòâåííûå ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ôðàãìåíòà äíÄÍÊ.
Öåíòðàëüíûé ó÷àñòîê ÄÍÊ-ñïèðàëè, ðàñïîëîæåííûé
âíóòðè êàíàëà, ñôîðìèðîâàííîãî ãåêñàìåðíûì êîëüöîì,
çíà÷èòåëüíî óäëèíèëñÿ (ðèñ. 1), â òî âðåìÿ êàê êîíöåâûå
ó÷àñòêè ÄÍÊ, âûñòóïàþùèå çà ïðåäåëû êàíàëà, ñîõðà-
íèëè íà÷àëüíóþ B-ôîðìó. Ñòåïåíü óäëèíåíèÿ âñåãî
ÄÍÊ-ôðàãìåíòà ñî 100%-íûì ñîäåðæàíèåì GC-ïàð îòíî-
ñèòåëüíî íåáîëüøàÿ (îòíîøåíèå äëèí ðàñòÿíóòîé ôîðìû
ê íà÷àëüíîé ôîðìå 7.93 : 6.69 íì, ÷òî ñîñòàâëÿåò ïðèìåð-
íî 1.2 îò íà÷àëüíîé äëèíû), â òî âðåìÿ êàê øàã ñïèðàëè
äëÿ öåíòðàëüíîãî ó÷àñòêà ÄÍÊ óâåëè÷èëñÿ ïî÷òè â 2 ðàçà
(ñ 3.24 äëÿ B-ôîðìû äî 6.19 íì äëÿ ðàñòÿíóòîé êîíôîð-
ìàöèè). Ñîãëàñíî äàííûì, ïðèâåäåííûì â èññëåäîâàíèè
ìåõàíèçìîâ ðàñòÿæåíèÿ ÄÍÊ (Lebrun, Lavery, 1996), ìàê-
ñèìàëüíàÿ ñòåïåíü ðàñòÿæåíèÿ äíÄÍÊ ñî 100%-íûì
GC-ñîñòàâîì ñîñòàâëÿåò ~1.7 îò ïåðâîíà÷àëüíîé äëèíû
äî íà÷àëà ðàçðûâà êîìïëåìåíòàðíûõ ñâÿçåé ìåæäó îñíî-
âàíèÿìè. Â íàøåì ñëó÷àå íåáîëüøîå óäëèíåíèå ôðàãìåí-
òà äíÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì ÷àñòè÷íîãî ðàñêðó÷èâà-
íèÿ ñïèðàëè ÄÍÊ. Àíàëèç ïîëó÷åííûõ òðàåêòîðèé ÌÄ
ïîêàçàë, ÷òî ýòîò ïðîöåññ ïðîèñõîäèò â îñíîâíîì â ðåçó-
ëüòàòå âçàèìîäåéñòâèÿ ôîñôàòíûõ öåïåé ÄÍÊ ñ áîêîâû-
ìè öåïÿìè îñòàòêîâ áåëêîâûõ ïåòåëü, ðàñïîëîæåííûõ
âíóòðè ãåêñàìåðíîãî êîëüöà, áîãàòûõ ïîëîæèòåëüíî çà-
ðÿæåííûìè îñòàòêàìè àðãèíèíà è ëèçèíà. Ïðîöåññ ðàñ-
êðó÷èâàíèÿ ÄÍÊ íà÷èíàåòñÿ ñ ó÷àñòêà, ðàñïîëîæåííîãî
íàïðîòèâ ÀÒÔ-ñâÿçûâàþùèõ ñàéòîâ áåëêà. Ïðè ýòîì ïåò-
ëè áåëêîâ, ðàñïîëîæåííûå âáëèçè äíÄÍÊ, ïðîíèêàþò
ìåæäó åå ôîñôàòíûìè öåïÿìè ñî ñòîðîíû áîëüøîé áî-
ðîçäêè è ðàçäâèãàþò öåïè. Ýòî ñîïðîâîæäàåòñÿ ðÿäîì ïå-
ðåñòðîåê áîêîâûõ öåïåé àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ â ïåò-
ëÿõ áåç çíà÷èòåëüíûõ èçìåíåíèé êîíôîðìàöèè ãëàâíîé
öåïè. Íà ðèñ. 2 ïðèâåäåíû ñòðóêòóðû ÄÍÊ-ôðàãìåíòîâ ñ
îäíîé èç áåëêîâûõ ïåòåëü â ðàçíûå ìîìåíòû ÌÄ, ïîêàçàí
ïîâîðîò îñòàòêà àðãèíèíà (R339 â TIP49a èëè R334 â
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TIP49b) ñ îáðàçîâàíèåì ñåòè âîäîðîäíûõ ñâÿçåé. Áîêî-
âûå öåïè îêðóæàþùèõ îñòàòêîâ â ïåòëÿõ òàêæå èçìåíÿþò
êîíôîðìàöèþ, ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå âîäî-
ðîäíîé ñâÿçè ìåæäó E342 è R339, à êðîìå òîãî, E343 îá-
ðàçóåò êîíòàêò ñ ôîñôàòíîé öåïüþ ÄÍÊ. Êîíå÷íàÿ ñòðóê-
òóðà ÄÍÊ íàïîìèíàåò ñòðóêòóðó, ïîëó÷åííóþ ïóòåì ðàñ-
òÿæåíèÿ ÄÍÊ çà 5R-5R-êîíöû (Lebrun, Lavery, 1996).
Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî, ñîãëàñíî äàííûì ýòîé ðàáî-
òû, ðàñòÿæåíèÿ çà 3R-, 5R- è 3R—5R-êîíöû ïðèâîäÿò ê ðàç-
ëè÷íûì êîíå÷íûì ñòðóêòóðàì äíÄÍÊ.

Àíàëèç âîäîðîäíûõ ñâÿçåé äíÄÍÊ — áåëêîâîãî èí-
òåðôåéñà, ôîðìèðóþùåãîñÿ â ïðîöåññå ìîäåëèðîâàíèÿ

ÌÄ, ïîêàçàë, ÷òî êëþ÷åâûå îñòàòêè, îáðàçóþùèå íàèáî-
ëåå ñòàáèëüíûå âîäîðîäíûå ñâÿçè ñ ÄÍÊ, ýòî àðãèíè-
íû (R339 â TIP49a èëè R334 â TIP49b). Â òàáë. 1
ïðèâåäåí ñïèñîê íàèáîëåå ñòàáèëüíûõ âîäîðîäíûõ ñâÿ-
çåé ìåæäó áåëêîì è ÄÍÊ, äàííûå ïðèâåäåíû ïî óìåíü-
øåíèþ âåëè÷èíû çàñåëåííîñòè âîäîðîäíûõ ñâÿçåé (äîëÿ
îò îáùåãî âðåìåíè ÌÄ, êîãäà ñîîòâåòñòâóþùàÿ âîäîðîä-
íàÿ ñâÿçü ñóùåñòâóåò). Èíòåðåñíî, ÷òî ñàìûå ñòàáèëüíûå
âçàèìîäåéñòâèÿ (ïî çíà÷åíèþ èõ çàñåëåííîñòè) îáðàçóþò
R339 è R334 èç ðàçëè÷íûõ ñóáúåäèíèö ãåêñàìåðà
TIP49a/b. Â îñíîâíîì ïðîèñõîäèò âçàèìîäåéñòâèå ñ ôîñ-
ôàòíîé öåïüþ ÄÍÊ, òîëüêî àðãèíèí èç ñóáúåäèíèöû A
âçàèìîäåéñòâóåò íåïîñðåäñòâåííî ñ îñíîâàíèÿìè ÄÍÊ
G11 èç öåïè I è G29 èç öåïè II, ïîñêîëüêó ïåòëÿ èç ñóáú-
åäèíèöû A ðàñïîëîæåíà íàïðîòèâ áîëüøîé áîðîçäêè
ÄÍÊ.

Ìû òàêæå èññëåäîâàëè èçìåíåíèå ñòðóêòóðíûõ õà-
ðàêòåðèñòèê äíÄÍÊ â ïðîöåññå ÌÄ, ÷òîáû ïîíÿòü, êàê
ïðîèñõîäèò ïðîöåññ ðàñêðó÷èâàíèÿ ñïèðàëè ÄÍÊ. Íà
ðèñ. 3, à ïîêàçàíî èçìåíåíèå øàãà ñïèðàëè, óñðåäíåííîå
ïî òðåì ó÷àñòêàì ÄÍÊ (öåíòðàëüíûé ó÷àñòîê, ðàñïîëî-
æåííûé âíóòðè ãåêñàìåðíîãî êàíàëà: ïàðû îñíîâàíèé
ñ 6-é ïî 5-þ è êîíöåâûå ó÷àñòêè ïî 5 ïàð îñíîâàíèé, ðàñ-
ïîëîæåííûå çà ïðåäåëàìè ãåêñàìåðíîãî êîëüöà).
Øàã ñïèðàëè íà÷àëüíîé ñòðóêòóðû ÄÍÊ ðàâåí 3.24 íì
(êëàññè÷åñêàÿ B-ôîðìà), â ïðîöåññå äèíàìèêè øàã ñïèðà-
ëè öåíòðàëüíîé ÷àñòè äíÄÍÊ óâåëè÷èâàåòñÿ äî
6.14 � 0.54 íì, ïðè ýòîì ïðèìåðíî äî 20 íñ ìîëåêóëÿð-
íîé äèíàìèêè çíà÷åíèå øàãà ñïèðàëè ðàâíîìåðíî âîçðàñ-
òàåò, à çàòåì äîñòèãàåò ðàâíîâåñíîãî çíà÷åíèÿ, è ìû íà-
áëþäàåì íà ãðàôèêå ôëóêòóàöèè îêîëî ñðåäíåãî çíà÷å-
íèÿ. Íî çà âðåìÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ÌÄ øàã ñïèðàëè
õâîñòîâûõ ó÷àñòêîâ íåçíà÷èòåëüíî îòêëîíÿåòñÿ îò íà-
÷àëüíîãî (ñðåäíåå çíà÷åíèå â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè äè-
íàìèêè 3.56 � 0.23 è 3.72 � 0.52 íì äëÿ ïåðâîãî è âòîðî-
ãî êîíöåâûõ ó÷àñòêîâ ñîîòâåòñòâåííî), ÷òî ñâèäåòåëüñò-
âóåò îá óñòîé÷èâîñòè êîíôîðìàöèè ó÷àñòêîâ ÄÍÊ, íå
âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ áåëêîì. Íà ðèñ. 3, á—ã ïîêàçàíû
îñíîâíûå ñòðóêòóðíûå õàðàêòåðèñòèêè öåíòðàëüíîãî
(ðàñòÿíóòîãî) ó÷àñòêà ÄÍÊ: óãîë ïîâîðîòà ïàð îñíîâàíèé
îòíîñèòåëüíî ãëàâíîé îñè ÄÍÊ (õàðàêòåðèçóåò ñêðó÷åí-
íîñòü ñïèðàëè), ðàññòîÿíèå ìåæäó ñîñåäíèìè ïàðàìè
îñíîâàíèé âäîëü ãëàâíîé îñè ÄÍÊ è êîëè÷åñòâî ïàð
îñíîâàíèé, ïðèõîäÿùèõñÿ íà îäèí âèòîê ñïèðàëè. Âèäíî,
÷òî âñå õàðàêòåðèñòèêè ïðåòåðïåâàþò çíà÷èòåëüíûå èç-
ìåíåíèÿ â ïðîöåññå äèíàìèêè, îäíàêî ñïèðàëüíûé ïîäú-
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Ðèñ. 1. Ñðàâíåíèå ñòðóêòóðû ÄÍÊ-ôðàãìåíòà ïîñëå 50-íàíîñå-
êóíäíîé ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè ñ íà÷àëüíîé êîíôîðìàöèåé.

Ðèñ. 2. Êîíôîðìàöèîííûå ïåðåñòðîéêè áîêîâûõ îñòàòêîâ áåëêîâûõ ïåòåëü â ðåçóëüòàòå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÄÍÊ â ïðîöåññå ìîëå-
êóëÿðíîé äèíàìèêè â ìîìåíòû 0 (à), 15 (á) è 30 (â) íñ.



åì èçìåíÿåòñÿ â ìåíüøåé ñòåïåíè ïî ñðàâíåíèþ ñî çíà÷å-
íèåì ñêðó÷åííîñòè, îñîáåííî íà ôîíå òåïëîâûõ ôëóêòóà-
öèé çíà÷åíèÿ ñïèðàëüíîãî ïîäúåìà. Ãðàôèê èçìåíåíèÿ
øàãà ñïèðàëè (ðèñ. 3, à) ïîõîæ íà èíâåðòèðîâàííûé ãðà-
ôèê ñïèðàëüíîé ñêðó÷åííîñòè (ðèñ. 3, â). Òàêèì îáðàçîì,
îñíîâíûå ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ÄÍÊ ñâÿçàíû ñ óìåíü-
øåíèåì ñêðó÷åííîñòè ñïèðàëè ÄÍÊ, ò. å. íàáëþäàåòñÿ
ðàñêðó÷èâàíèå äíÄÍÊ.

Ä è í à ì è ê à ê î ì ï ë å ê ñ à T I P 4 9 a / b—ä í Ä Í Ê ñ
À Ò Ô â ÀÒ Ô - ñ â ÿ ç û â à þ ù è õ ñ à é ò à õ á å ë ê à. Áûëà
ïðîâåäåíà ñåðèÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïî ìîëåêóëÿðíîé äèíà-
ìèêå êîìïëåêñà ñìåøàííîãî ãåòåðîãåêñàìåðà TIP49a/b ñ
ôðàãìåíòàìè äíÄÍÊ êàê â ïðèñóòñòâèè, òàê è â îòñóòñò-
âèå ÀÒÔ â ÀÒÔ-ñâÿçûâàþùåì ñàéòå. Ðåçóëüòàòû ýòèõ
âû÷èñëèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ ïîêàçàëè, ÷òî ïðèñóòñò-
âèå ÀÒÔ â êîìïëåêñå ñèëüíî âëèÿåò íà äèíàìèêó ñâÿçàí-
íîãî â öåíòðàëüíîì êàíàëå ñìåøàííîãî ãåòåðîãåêñàìåðà
TIP49a/b—äíÄÍÊ (ðèñ. 4). Â ÷àñòíîñòè, äëÿ äíÄÍÊ ñî
100 %-íûì AT-ñîñòàâîì (ïîâòîðÿþùèéñÿ ìîòèâ ‘ÀÒÀÒ’)
íàáëþäàåòñÿ ðàçðûâ ÷àñòè âîäîðîäíûõ ñâÿçåé ìåæäó
îñíîâàíèÿìè, âåäóùèé ê ïîòåðå ñïàðåííîãî ñîñòîÿíèÿ íà
îãðàíè÷åííîì ó÷àñòêå ÄÍÊ (7—10-ÿ ïàðû îñíîâàíèé),
ïðè ýòîì â êîìïëåêñàõ áåç ÀÒÔ â ýòîì ñëó÷àå íàáëþäà-
åòñÿ òîëüêî ðàñêðó÷èâàíèå ñïèðàëè ÄÍÊ ñ ñîõðàíåíèåì

ñîïðÿæåííîãî ñîñòîÿíèÿ îñíîâàíèé ÄÍÊ. Ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî òàêèå ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ÿâëÿþòñÿ
ðåçóëüòàòîì ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî ýôôåêòà îò ïðèñóòñò-
âèÿ ÀÒÔ â êîìïëåêñå — äîïîëíèòåëüíûé îòðèöàòåëüíûé
çàðÿä ïðèâîäèò ê ëîêàëüíîìó îòðèöàòåëüíîìó ñìåùåíèþ
ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà íà ïðîòîí-äîíîðíûõ
ãðóïïàõ ÄÍÊ îñíîâàíèé. Ýòîò ýôôåêò ïðèâîäèò ê îñëàá-
ëåíèþ è ðàçðóøåíèþ âîäîðîäíûõ ñâÿçåé ìåæäó ïàðàìè
îñíîâàíèé ÄÍÊ â òîì ìåñòå öåíòðàëüíîãî êàíàëà, ãäå
ñäâèã ïîòåíöèàëà ìàêñèìàëüíûé. Â ðåçóëüòàòå ðàçðûâà
êîìïëåìåíòàðíûõ ñâÿçåé ïîòåðÿâøèå ñïàðåííîå ñîñòîÿ-
íèå îñíîâàíèÿ ïðîíèêàþò äðóã ïîä äðóãîì, îáðàçóÿ âçàè-
ìîäåéñòâèÿ àðîìàòè÷åñêèõ êîëåö àçîòèñòûõ îñíîâàíèé.
Ðàñ÷åòû ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà â òî÷êå, ðàñ-
ïîëîæåííîé íà öåíòðàëüíîé îñè öåíòðàëüíîãî êàíàëà
â íàèáîëåå ýëåêòðîîòðèöàòåëüíîé çîíå, ïîêàçàëè, ÷òî â
èññëåäóåìîì ãåêñàìåðíîì êîìïëåêñå â îòñóòñòâèå
ÀÒÔ çíà÷åíèå ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà â ÀÒÔ-
ñâÿçûâàþùèõ ñàéòàõ îêîëî –5.9 êêàë/e, à â ïðèñóòñòâèè
ÀÒÔ ýòî çíà÷åíèå óìåíüøàåòñÿ äî –9.0 êêàë/å. Ýòîò
ñäâèã ýëåêòðîñòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà íà –3.1 êêàë/å ìîæåò
îáúÿñíèòü íàáëþäàåìóþ ðàçíèöó â äèíàìèêå äíÄÍÊ â
öåíòðàëüíîì êàíàëå ñìåøàííîãî ãåòåðîãåêñàìåðà
TIP49a/b.
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Ò à á ë è ö à 1

Ïàðàìåòðû íàèáîëåå ñòàáèëüíûõ âîäîðîäíûõ ñâÿçåé, ôîðìèðóþùèõñÿ ìåæäó ÄÍÊ è áåëêîì
â ïðîöåññå ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè

Äîíîð âîäîðîäíîé ñâÿçè (áåëîê) Àêöåïòîð âîäîðîäíîé ñâÿçè (ÄÍÊ)
Äëèíà

âîäîðîäíîé
ñâÿçè, íì

Çàñåëåí-
íîñòü, %íîìåð

îñòàòêà
ñóáúåäèíèöà äîíîð

âîäîðîä
äîíîðñêîé

ãðóïïû

íîìåð
îñíîâàíèÿ

àêöåïòîð
ñòðóêòóðíàÿ

÷àñòü
íóêëåîòèäà

R334 B NH1 H12 29 O2P Ôîñôàò 0.283 92.84

R339 E » » 13 O1P » 0.293 85.67

R334 B NH2 H22 29 O2P » 0.299 85.12

R339 E » » 13 » » 0.293 85.12

A » H21 11 O6 Îñíîâàíèå 0.288 81.25

R334 D NH1 H12 14 O1P Ôîñôàò 0.282 80.26

D NH2 H22 14 » » 0.305 68.83

F NH1 H12 12 O2P » 0.290 67.88

D NH2 H22 13 O3R » 0.304 59.11

R339 A » » 29 O6 Îñíîâàíèå 0.291 56.56

R334 B » » 29 O5R Ôîñôàò 0.308 49.49

R339 A NE HE 11 N7 Îñíîâàíèå 0.316 38.15

R334 F NH2 H22 12 O2P Ôîñôàò 0.299 37.26

R339 A NH1 H12 29 O6 Îñíîâàíèå 0.309 32.55

E » » 13 O2P Ôîñôàò 0.317 32.03

E » » 12 O3R » 0.321 30.19

A NE HE 11 O6 Îñíîâàíèå 0.317 26.74

C NH2 H21 31 O2P Ôîñôàò 0.285 23.33

E » H22 12 O3R » 0.328 19.98

R334 B » H21 30 O2P » 0.286 18.84

R339 C NE HE 31 » » 0.303 15.43

C » » 31 O1P » 0.307 10.91

E NH2 H22 13 » » 0.329 10.67

A » H21 30 N4 Îñíîâàíèå 0.319 10.54

B NE HE 30 O2P Ôîñôàò 0.318 9.47
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Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå îñíîâíûõ ñòðóêòóðíûõ õàðàêòåðèñòèê ÄÍÊ â ïðîöåññå ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè.

à — øàã ñïèðàëè äëÿ ðàçëè÷íûõ ó÷àñòêîâ ÄÍÊ; á — ðàññòîÿíèå ìåæäó ñîñåäíèìè ïàðàìè îñíîâàíèé ÄÍÊ äëÿ öåíòðàëüíîãî ó÷àñòêà; â — óãîë ñêðó-
÷åííîñòè ñïèðàëè îòíîñèòåëüíî ãëàâíîé îñè ÄÍÊ; ã — ÷èñëî ïàð îñíîâàíèé, ïðèõîäÿùèõñÿ íà îäèí îáîðîò ñïèðàëè.

Ðèñ. 4. Ðàçëè÷èÿ êîíå÷íîé ñòðóêòóðû ÄÍÊ ïîñëå 50-íàíîñåêóíäíîé ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè â ïðèñóòñòâèè èëè â îòñóòñòâèå
ÀÒÔ â ñîñòàâå áåëêîâîãî êîìïëåêñà.

à — íà÷àëüíàÿ ñòðóêòóðà ÄÍÊ; á — ïîñëå ÌÄ áåç ÀÒÔ; â — ïîñëå ÌÄ â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ.



Â ñëó÷àå äíÄÍÊ ñî 100 %-íûì GC-ñîñòàâîì òàêæå
íàáëþäàåòñÿ ðàçðûâ ÷àñòè âîäîðîäíûõ ñâÿçåé ìåæäó
îñíîâàíèÿìè íóêëåèíîâûõ êèñëîò, îäíàêî ýëåêòðîñòàòè-
÷åñêîå âëèÿíèå ÀÒÔ íåäîñòàòî÷íî äëÿ ïîëíîãî ðàçðûâà
êîìïëåìåíòàðíûõ ñâÿçåé ìåæäó GC-ïàðàìè è íå ïðèâî-
äèò ê ïîòåðå ñïàðåííîãî ñîñòîÿíèÿ îñíîâàíèé. Â ðåçóëü-
òàòå ñòðóêòóðà äíÄÍÊ â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ â êîìïëåêñå
óäëèíÿåòñÿ â ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì ÄÍÊ ñ âûñîêèì ñî-
äåðæàíèåì AT-ïàð.

Ç à ê ë þ ÷ å í è å. Ìû èññëåäîâàëè êîíôîðìàöèîííóþ
ñòàáèëüíîñòü ãåòåðîãåêñàìåðíîãî êîìïëåêñà TIP49a/b ñ
ïîìîùüþ 50-íàíîñåêóíäíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ ÌÄ è ñðàâ-
íèëè ñòðóêòóðíûå õàðàêòåðèñòèêè ïîëó÷åííîé â ðåçóëü-
òàòå äèíàìèêè ñòðóêòóðû ÄÍÊ â êîìïëåêñå c TIP49 (òîé
÷àñòè ÄÍÊ, êîòîðàÿ ïîäâåðãëàñü ÷àñòè÷íîìó ðàñêðó÷èâà-
íèþ â ðåçóëüòàòå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ïîëîæèòåëüíî çàðÿ-
æåííûìè îñòàòêàìè áåëêîâûõ ïåòåëü â öåíòðàëüíîì êà-
íàëå ãåêñàìåðíîãî êîëüöà) ñ äðóãèìè ôîðìàìè ðàñòÿ-
íóòûõ ÄÍÊ. Ýòè ôîðìû èçâåñòíû èç èññëåäîâàíèé
ïðîöåññîâ ãîìîëîãè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè â êîìïëåêñàõ
RecA ñ îíÄÍÊ è äíÄÍÊ (Nishinaka et al., 1998; Chen et al.,
2008), à òàêæå èç èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ ýêñòðåìàëü-
íîãî ðàñòÿæåíèÿ ÄÍÊ (Lebrun, Lavery, 1996). Áåëêè RecA
îáðàçóþò ôèëàìåíòû íà äíÄÍÊ â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ, ïðè
ýòîì ÷àñòè÷íî ðàñêðó÷èâàþò è ðàñòÿãèâàþò ñïèðàëü
ÄÍÊ. Ïîëó÷åííàÿ íàìè ñòðóêòóðà ïî îñíîâíûì ãåîìåò-
ðè÷åñêèì ïàðàìåòðàì áëèæå âñåãî ê òàê íàçûâàåìîé
S-ôîðìå äíÄÍÊ (Nishinaka et al., 1998). Ñîãëàñíî äàííûì
ýòîé ðàáîòû, S-ôîðìà ÄÍÊ ñîîòâåòñòâóåò íåàêòèâíîìó
ñîñòîÿíèþ ôèëàìåíòà RecA â êîìïëåêñå ñ ÀÄÔ (òàáë. 2).

Âàæíûì ðåçóëüòàòîì îêàçàëîñü òî, ÷òî ïðèñóòñòâèå
ÀÒÔ â ñîñòàâå êîìïëåêñà îêàçûâàåò çíà÷èòåëüíîå âëèÿ-
íèå íà ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ â ÄÍÊ, ïðèâîäÿ ê ðàçðûâó
íåêîòîðûõ êîìïëåìåíòàðíûõ ñâÿçåé ìåæäó îñíîâàíèÿìè
ÄÍÊ, îñîáåííî â ñëó÷àå äíÄÍÊ ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì
ÀÒ-ïàð, ÷òî ìîæåò èãðàòü çíà÷èòåëüíóþ ðîëü â ìåõàíèç-
ìàõ ãåëèêàçíîé àêòèâíîñòè ýòèõ áåëêîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-34-00023). Ðàñ÷åòû
ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè îñóùåñòâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ìíîãîïðîöåññîðíîãî êëàñòåðà Íàöèîíàëüíîãî èñ-
ñëåäîâàòåëüñêîãî öåíòðà «Êóð÷àòîâñêèé èíñòèòóò» (Ìî-
ñêâà).
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Ò à á ë è ö à 2

Ñðàâíåíèå ñòðóêòóðíûõ ïàðàìåòðîâ ðàñòÿíóòîé ÄÍÊ â ðàçëè÷íûõ ôîðìàõ

Ôîðìà ÄÍÊ
Ñïèðàëüíûé óãîë,

ãðàä

Ñäâèã ñîñåäíèõ
íóêëåîòèäîâ âäîëü

ãëàâíîé îñè ÄÍÊ (h), íì

×èñëî ïàð íóêëåîòèäîâ,
ïðèõîäÿùèõñÿ íà âèòîê

ñïèðàëè (Nsub)

Øàã ñïèðàëè
ÄÍÊ, íì

B-ôîðìà 37.21 0.341 9.67 3.30

TIP49a/b 25.36 0.425 14.47 6.14

RecAà 30.61 0.338 11.76 3.98

N-ôîðìàá 19.25 0.510 18.61 9.50
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à Ñòðóêòóðà äâóõíèòåâîé ÄÍÊ â êîìïëåêñå ñ ôèëàìåíòîì RecA (Chen et al., 2008), êîä â áàçå äàííûõ êðèñòàëëè÷åñêèõ ñòðóê-
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îäíîíèòåâîé è äâóõíèòåâîé ÄÍÊ â êîìïëåêñàõ ñ ôèëàìåíòîì RecA (Nishinaka et al., 1998); â ñòðóêòóðû ðàñòÿíóòûõ çà 3R—3R- è
5R—5R-êîíöû äíÄÍÊ GC-ñîñòàâà (Lebrun, Lavery, 1996).
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Evolutionary conserved TIP49a and TIP49b ATPases belong to the AAA+ superfamily of DNA-dependent
ATPases that are involved in many cellular processes such as chromatin remodeling, regulation of transcription
and cell division during mitosis, the maintenance of genome stability, snoRNP biogenesis, and participate in the
formation of active form of telomerase. These proteins are involved in the complex networks of protein-protein
interactions and, in spite of high structural similarity, in some cases, can perform opposite functions. Despite of
the variety of their different activities, the exact mechanisms of action of TIP49a and TIP49b are still poorly un-
derstood. In this paper, by means of molecular docking approaches we first modeled the structures of hetero-he-
xameric TIP49 complexes with short ds-DNA fragments (20 base pairs with different GC content) within the
central channel of hexameric ring. Using molecular dynamics simulations in the periodic water box (MD) we
investigated conformational dynamics and mechanisms of DNA unwinding activity of these proteins. We
shown that: a) the interaction between the positively charged protein loops and DNA within the central channel
of protein ring leads to the partial unwinding of the DNA helix; b) DNA unwinding occurs only in the region
within the protein ring, while the terminal parts of DNA outside the protein complex remain in its initial b-form
conformation; c) the presence of ATP in the active sites of protein complex affects both the dynamics and the
structure of DNA, leading to the breakage of some complementary bonds in AT-rich DNA sequences.

K e y w o r d s: molecular dynamics, TIP49, structural changes of DNA, hexameric complex.

678 À. Ñ. Àôàíàñüåâà è äð.


