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определеlш стр}т(т}рные и энергетиtIеские параметры межмолекулярньIх взаи-
модействий в модельном узнающ9м комrrлексе ЕукJIеинового оснOваниrI
1-метипурац}Lт с боковыми радикаJIами аминокислот аспарагина и гJц/тамина.
Ве.rrичина энт€tльrrии образоватмя комгrлекса АН, измереш{ая rrосредством
метода температ}рЕо-зависимой ионизационно-полевой масс спектрометрии,
составляет (- 40,6+4,2) кЩlтdмоль и находится в хорошем согласии со
зЕачениrtмИ энергии взаимодействиlI в двl,х наиболее вьгодньIх конфиryрациях
димеров, рассчитанньш, методами МР2 и DFT.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВАl белково-нуклеиновое узнавание, масс-спектрометриrt,
аЬ initio расчеты.

БеЛКОВО-НукЛеиновое узнавание, явJI;Iющееся важным этапом во многих процес-
сах биорегуляции, активно из)л{ается разнообразными молекуJuIрно-биологическими
ll биофизическими методами [1,2]. Однако, большинство из этих методов дают ин-
формацшо преиNrущественно 0 струкryрe узнающих комплексов. Определяемые
энергетические параметры относятся, в основном, к суммарному взаимодействию на
урОВне макрOмолекул, что не позвоJuIет вьцелить вкJIад специфических взаимо-
ДеЙСТВиЙ В УЗнающих центрах. ,.Щля решенlая последней задащ используется подход
Экспериментilльного и теоретического моделированIдI узЕаюш{их центров, вклю-
ЧаЮIцИХ небольшое тмсло связанньгх посредством водородньlх связеЙ фlтrкциональ-
ньrх атомных груIш биополrгмеров [3].

Эффективным методом определениlI термодинамичоских параметров межмоле-
кУJUIРнЬГх взаимодеЙствиЙ в комплексах мономеров биополимеров явJUIется метод
ТеМПеРатУрНо*ЗаВисиМоЙ масс-спектрометрии с rrолевой ионизациеЙ (ПИ), разрабо-
танный во ФТИНТ Ндн Украиньi [4]. Срели теоретических квантово-химическt{х
}rетОдОв моделированIФI межмолекуJUIрньD( комплексов наибольшей то.*rостью от-
личаются неэмпирические методы DШ'Т (Density Frrrrctional Тhеоrу, Теория Функцио-
нала плотпости) и TeopIдI возмущениЙ МР2 (Moller-Plesset). Щелью настоящеЙ рабо-
ты, продолжаюп{еЙ серию модеJьньж исследованиЙ узнаюшцх центров в белково-
н}кJIеиновьж комплексах [5-7], явилось из)п{ение структурнъж и эЕергетических
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параметров комплексов l-метитryрацила (miUrа) с актиламидом (Acr), моделирую-
щипt боковые радикаJIы аминокислот аспарагина и гл}.тамина, !ля определен}ш эн-
тальпиЙ взаимодеЙствиrI использовали экспериментальныЙ метод темпераlурн0_
зависимоЙ ПИ масс-спектрометрии и теоретические методы МР2 и DFT; эти же тео-
ретические методы использовNIи для установления оптимаJIьной структуры ассоциа-
тов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ.
Эксrrериментальное определениg энтiulьпии взаимодействия ts комплексе m'Ura-

Acr провсlдили с помоIцью метода температурно-зависимой ПИ масс-спектрометрии
Полробное описание метода можно найти в работах [4,8,9]. Метод основан на по_
строении Вант-Гоффовских графиков, представляющих собой зависимость констан-
ты ассоциации I(u.. молекул в газовой фазе от температуры и содержащих исходные
данные дJuI расчета энтаJIьпий эбразования комплексов по формуле:

lnKacc : - (^H/RT) * const (i)
ранее бьшо установлено, что ионные токи компонентов реакционной системы
(мономеров и продуктов Iтx ассоциации) в ПИ масс-спекТрах прямо пропорционаJIь-
ны конценц)ациям этих компонентов в газовой фазе [10], что позволяет использо*
ВатЬ интенсиВносТи соотВеТсТВУюЩих пикоВ В Масс-спектрах Для расчетоВ К"...

ТеМператУра реакционной зоны регулировапась посредством измененIuI TeIvIпe-

РаТУрЫ ПИ Эмиттера [9]. Анализ условий термодинамического равновесшI в исполь-
зуемых экспериментальньIх условиlIх проведен в [4,8].

ИзмеРения проВодили при помоIди секторного магнитного масс-спектрометра
МИ 1201 (ПО <ЭЛекТРоН>, Сумы, Украина), снабженного лабораторньIм ПИ источ-
ником ионов [4,1 1]. В работе использовали препараты 1*метшryрацила и акриламида
ilроизводства фирмы KReanal>, Венгрия.

Теоретические квантово-химические расчеты стр}ктурньж и энергетиI[еских па-
раметров димеров проводили методами DFT / B3LYP и МР2 [12-16] с использова-
НИеМ ПРОГРаММЫ GAUSSIAN-94 LI7J, На первом этапе проводилась полная оптими-
зациJI геометрии димеров Еа уровне DFT / B3Ly?/ 6-31++G**. Для найденной по
этой процед}ре геометрии опредеJuIли гармонические частоты длlI расчета поправок
к энергии rryлевьж колебаний (ZPVE - zero-point vibration energy) . Затем геоп,{етрия
найденньЖ димероВ реоптимиЗироваласЬ методоМ MP2/6-31+G". При расчете
эпергltй взаимодействю{ использовали BssE (basic set superposition еrrоr) поправку.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
ПОЛеВые Масс-спектры газофазной системы (mlUra + Асr) содержали пики, соот-

ветствуlюшдие молекулярным ионам мономеров а также ионам гомо- и гетероассоциа-
тов. Соотношение интенсивностей (I) этих пиков изменялось при постепенном
(ступенчатом) изменении температ.yры реакционной зоны. Константа ассоциации
Ku.. рассчитываJIась как

К"..'= I J*l urа,дсr1 / (I дr1 uru1 . I 1а.п) (2)
зависимость К".. от температуры (вант-гоффовская зависимость) приведена на
Рис 1.

Величина энтальпии образов:ания водородно-связанного ассоциата ml Ura . Асr, рас-
считанная по формуле ( l), оказалась равной 40,6+4,2 к,Щхс/моль.

Квантово-химическИе расчеты, проведенные ITо методам, описанным выше, д;L,II,I

две равновесные Ьтруктуры (А и В) димера ml Urа .Асr, приведенные на Рис 2 (а,б).
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Рисутlок 1. Тетlгпераryрная зависимость конста}Iты ассоциации К*"" для водородн0-
связаннъIх димеров m' Ura . Асr, определенЕая на осЕовz}нии данных ПИ масс спектров га-
зофазной реакционной системы (ml Ura + Acr).
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Рисунок 2, Равновесные структуры А и В шtя дIп4ера m' Ura Acr, рассчитанные на

}ровне МР2/б-31+G- (Геометриtlеские параметры KoMIuIeKcoB моryт быть по;ц"rены у авто-

ров. (E-mail : stepanian@ilt.kharkov.ua)
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Оба ллтмера имеют планарн},ю структ}рУ и стабилизированы N_H.,.,o водороднымлI
связями. Энергия взаимодействиrI дJIя двух структур имеет близкие значен}бI:
(- 52.70) кflх/моль для стр}ктуры (а) и (- 47.З6) кffхсlмоль дJUI структуры (б), рассчи-
танные методом DFT / B3LYP/ 6-31++G** и (-51.43) Klx/Morru дп" Ьтрlктурьт 1а1 и
(- 47.84) к!ясlмоль для структуры (б), рассчитанные методом МР2/6-Зl+G-. Наблю-
дается хорошее согдасие рассIIитанньж энергий с экспериментальн0 определенной
величиной АН. Сравнение величины АН, определенной в данной работе лJUI коп4-
п-[екса m' Ura , Acr сО значениlIМи АН, изNIереннЫми в ряде предшестВ}тоIIlих работ
для дру-гих оснований [б,7], показывает, что урацил по прOчности связывания с
амидной группой занимает ts ряду место междуцитозинопд и тимином:

*'Cyt > m','Cyt > mlJ'{Л Cyt > mlu.а , *r,'Thy
В работе [18] с использованием моделъЕого подхода При из)л{ении ЩНК - белковьгх
взаимодействий показано дестабr*тизирующее влIuIние акриламида и глутамина на
днк, связанное с образованием водородньж связей между амидной группой и осно-
ваниями ДНК в односпиральньж у{астках. В работе [19] методом ЯМР также было
обнарlrкено взаимодействие амидной гр}цпы с основаниjIми посредством водород-
ной связи в растворителе хлороформе. Это yказывает на ваяtное значение
амидной гр)шпы как элемеЕта белковой структlzры и возможность ее неr1осредст-
венного iЛ]Lастия в функционировании белков, распл9тающlтх двойную с11ираль нук-
леиновьIх кислот. Контакты посредством водородньrх связей межд}, нуклеиновыми
основаниями и амидной группой реализуются в кристаллиtIеской структуре спе-
цифического комплекса репрессор-оператор бактериофага 4з4 из)п{енного рентгено-
структурным методом [20].

выводы
результаты проведенньж исследований показываIот, что димер ml ura . дсr име-

ет планарную структуру; связывание азотистого основания и акриламида
(моделирующего боковые радикалы аминокислот аспарагина и гJtутамина) осуrцест-
вляется посредством N-H....o водородньuс связей. Наблшодается хорошее согласие
между эксперименталъно измеренной энта-пьпией образованиJI комплекса дН: (-
40,6+4,2) кffхс/мопь и теоретиttески определенными энергрUIми взаимодействия в
дв}х оптимальньIх конформациrIх димеров (-51,43) кЩхс/моJIь и (_ 47"s4) кДяdмоль
(по даннъrм метода MP2/6-31+G-). Полг1..1енные данные могут быть использованы в
дальнейших исследованиях белково-ЕукJIеиновьIх комплексов в рамках модели то-
чечньIх контактов.
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