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РЕФЕРАТ 

м. Севастополь – 2013
Метою циклу наукових праць є вивчення фізичних властивостей біологічно-активних молекул – лікарських препаратів (протипухлинного антибіотика топотекану (ТРТ), рибофлавіну (RBF), кофеїну (CAF)) і молекулярних мішеней їхньої дії (структурних ланок ДНК) та створення на цій основі фізичної моделі їхнього специфічного зв’язування.

Наукова новизна. 
У представленому циклі наукових праць створено фізичну модель спільного зв'язування TPT і ароматичних біологічно активних сполук (БАС) із ДНК, що надає можливість оцінки відносної зміни біологічного ефекту TPT при введенні ліганда-інтерцептора, і заснованої на уявленні про домінування у системі двох молекулярних процесів ‑ інтерцепторного (гетероасоціація) і протекторного (конкуренція TPT і БАС за місця посадки на ДНК). На підставі цієї моделі вперше для класу лігандів, що зв'язуються з ДНК, продемонстрована можливість кількісного опису експериментальної залежності відсотку клітинного апоптозу як функції концентрації молекули-інтерцептора, виконана на прикладі in vitro даних в системах TPT-CAF-ДНК, а також встановлено відповідність між теоретично очікуваним і експериментально спостереженим протекторним ефектом рибофлавіну (вітаміну B2), що виступає в ролі молекули-інтерцептора по відношенню до клітинної культури, яка містить TPT. Встановлено також, що у всіх досліджених системах TPT-БАС-ДНК домінує протекторний механізм, у той час як у системі TPT-CAF-ДНК внески протекторного і інтерцепторного механізмів у витіснення TPT з ДНК є порівняними.
Вперше доведено, що гетероасоціація TPT з різними ароматичними БАС у розчині має характер π-стекінга, стабілізованого переважно міжмолекулярними ван-дер-ваальсовими і гідрофобними взаємодіями, і дестабілізованого дегідратацією і втратою ступенів свободи молекул при утворенні комплексів. Показано, що особливістю систем TPT-БАС є незначний електростатичний внесок у гетероасоціацію і, у випадку системи TPT-профлавін – формування міжмолекулярного водневого зв'язку в гетерокомплексі. Вперше отримано вирази для закону збереження маси і спостережуваного експериментального параметра в моделі двокомпонентної гетероасоціації, яка найбільш точно враховує ефекти комплексоутворення у системах з сильною само- і гетероасоціацією без обмежень на використовуваний концентраційний діапазон.

Вперше одержано повні сімейства конформерів ізольованих канонічних 2'-дезоксирибо​нуклеотидів ДНК – 5'-де​зокси​​ци​тидилової (5ДЦК), 5'-тимідилової (5ТК), 5'-дезоксиаденілової (5ДАК) і 5'-дезокси​гуанілової (5ДГК) кислот – та їхніх структурних складових – 2-дезоксирибози (ДР), ортофосфорної кислоти (ОФК), метилдигідрофосфату (МДФ) та 1,2-дидезоксирибофуранози-5-фосфату (3DR). Показано, що серед конформерів усіх цих ізольованих біомолекул наявні A- та B-ДНК-подібні структури та вперше встановлено, що відносні енергії Гіббса ДНК-подібних конформерів ДРН за нормальних умов на (2,7÷10,5) ккал/моль вищі, а ніж у енергетично найвигідніших. Виявлено відмінності заселеностей кута псевдообертання фуранозного кільця цих молекул у порівнянні із відповідними 2'-дезоксирибонуклеозидами.

Розроблено оригінальний метод визначення релаксованих силових сталих колективних ступенів вільності біомолекул, який розширює можливості вивчення кількісних характеристик структурної нежорсткості. Визначено величини релаксованих силових сталих усіх конформаційних ступенів вільності ДНК-подібних конформерів канонічних ДРН і зафіксовано їхню конформаційну чутливість. Показано, що зазначені релаксовані силові сталі мають однаковий порядок величини, а їхні значення лежать у межах (1÷35) ккал/моль·рад-2. Встановлено, що жорсткість лібрації основи відносно глікозидного зв’язку ((2÷28) ккал/моль·рад-2) суттєво залежить від конформації фуранозного кільця і типу нуклеотидної основи.

Розроблено новий метод визначення середньоквадратичних коливальних відхилень (СКВ) конформаційних параметрів молекул від рівноважних значень, зумовлених тепловими або квантовими нульовими коливаннями ядер. Вперше визначено величини цих відхилень ((4÷25)° при 0 К; (7÷50)° при 298 К) для усіх конформаційних параметрів ДНК-подібних конформерів канонічних 2'-дезоксирибонуклеотидів. Висунуто припущення, що значні СКВ конформаційних параметрів елементарних ланок ДНК є однією з причин невисокої роздільної здатності при її рентгеноструктурному аналізі.

Виявлено енергетично найвигідніші конформери усіх канонічних ДРН і їхніх структурних складових. Показано, що основними фізичними чинниками, що стабілізують структури ДРН, є H-зв’язки OP1H···O2, C3′H···O2, O3′H···OP і C3′H···OP у піримідинах та OP1H···N3 у пуринах, а також O3′H···OP, C3′H···N3, C3′H···OP у 5ДАК і N2H···OP, C2′H···N3 у 5ДГК, енергія яких лежить в межах (1,4÷8,8) ккал/моль.

У континуальному наближенні в рамках моделі IEFPCM оцінено вплив оточення з діелектричною проникністю εd = 78,4 на структуру енергетично найвигідніших конформерів канонічних ДРН. Показано, що врахування оточення призводить до малих змін конформаційних параметрів (3÷32)° порівняно як з шириною класичних g+, g– і trans-секторів, так і з величинами СКВ відповідних конформаційних параметрів від рівноважних значень. Ці дані свідчать про те, що ізольовані ДРН є адекватними моделями структурних ланок нативної ДНК.

Виявлено лінійний взаємозв’язок між енергіями H-зв’язків EHB (ккал/моль) типу NH···O, OH···N, OH···O та ОH···С і густиною ρcp (а.о.) електронного заряду у критичній точці типу (3,–1) на відповідних лініях зв’язків, вперше використавши для визначення EHB розраховані коливальні спектри усіх можливих конформерів ДРН: EHB = -2,77 + 255·ρcp; EHB = 1,59 + 144·ρcp; EHB = ‑2,15 + 214·ρcp та EHB = ‑0,27 + 278·ρcp відповідно.

Розроблено системний підхід, що забезпечує повноту конформаційного сімейства модельного цукрово-фосфатного кістяка 2´-дезоксирибо​полінуклеотидів, зокрема ДНК. На основі згаданого підходу, вперше отримано повні конформаційні сімейства низькомолекулярних моделей цукрово-фосфатного ланцюга 2´-дезоксирибополінуклеотидів у аніонній та електронейтральній формах. Визначено геометричні, енергетичні та спектрально-коливальні характеристики конформерів. Виявлено та охарактеризовано внутрішньомолекулярні H-зв’язки та ван-дер-вальсові контакти, що їх стабілізують. Зафіксовано водневий зв'язок C2´n-1H2...O4´n між сусідніми цукровими залишками, який стабілізує твірні конформери, набір значень номенклатурних торсійних кутів у яких подібний аналогічному набору В-форм ДНК. Доведено, що тільки у конформаційних сімействах електронейтральних модельних сполук, фосфатна група яких нейтралізована протоном чи однозарядним іоном, містяться структури, що є твірними спірального цукрово-фосфатного ланцюга В-форми ДНК. Оцінено релаксовані коефіцієнти жорсткості кута спірального обертання та торсійних кутів біологічно важливих конформерів модельного цукрово-фосфатного кістяка 2´-дезоксирибополінуклеотидів у різних зарядових формах. Визначено енергію, необхідну для зміни кутів спірального обертання, що спостерігається у біологічно важливих конформерах цукрово-фосфатного кістяка, до нативних значень, характерних для ДНК, та коливальні дисперсії усіх номенклатурних торсійних кутів останнього.

Досліджено фізичні властивості біологічно важливих арсеновмісних низькомолекулярних сполук, що моделюють кістяк 2´-дезоксирибо​полінуклеотидів, та проведено їхнє порівняння з аналогічними характеристиками фосфоровмісних модельних сполук.

Підтверджено фізичну адекватність використаної найпростішої молекулярної моделі цукрово-фосфатного ланцюга 2´-дезоксирибополінуклеотидів, а також продемонстровано несуттєвий вплив на отримані результати і висновки переходу із вакууму до континууму з діелектричною проникністю ε 
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 78 та заміни іона Na+ на Li+, K+ чи Cs+.

Завдяки об’єднанню в рамках одного циклу праць досліджень молекул лікарських препаратів та мішеней їхньої дії було забезпечено цілісність одержаних нових уявлень про базові фізичні механізми, які визначають біологічну активність досліджених молекул, і необхідні для раціонального керування медико-біологічною активністю лікарських препаратів для профілактики та лікування найпоширеніших захворювань. Тому цикл наукових праць має комплексний міждисциплінарний характер, адже пов’язаний з молекулярною фізикою, молекулярною біологією та медициною.

Наукова значимість одержаних результатів полягає в розробці авторами циклу наукових праць теоретичних основ, необхідних для подальшого розвитку найпріоритетніших напрямків сучасної науки – нанобіофізики та молекулярної біології. А саме – авторами було отримано нові уявлення про молекулярні механізми взаємодії лікарських препаратів з модельними молекулярними мішенями клітини, зокрема – з ДНК, на основі одержаних знань про їхні фізичні властивості. 

Практична значимість одержаних результатів в широкому розумінні полягає у можливому подальшому використанні їх у фармакології та медицині при проведенні прикладних досліджень з вдосконалення існуючих та створення нових, більш ефективних, лікарських засобів. Одержані нові знання щодо фізичних властивостей органічних молекул з електронним спряженням та запропонована фізична модель спільного зв'язування TPT і ароматичних БАС з ДНК і параметризація рівнянь даної моделі можуть бути використані для передбачення відносної зміни біологічного ефекту TPT при введенні ароматичного ліганда-інтерцептора.

В більш вузькому розумінні ряд одержаних результатів можуть знайти практичне застосування при проведенні подальших досліджень в біофізиці та біохімії, в навчальному процесі у вищих навчальних закладах тощо.

Так,  у циклі праць отримано вирази для закону збереження маси і спостережуваного експериментального параметра у моделі двокомпонентної гетероасоціації, що найбільш точно враховує ефекти комплексоутворення молекул. Дана модель може бути використана для отримання термодинамічних параметрів гетероасоціації в рамках таких спектральних методів як ЯМР, спектроскопія УФ та видимого діапазону, флуоресценція, без обмежень на використовуваний концентраційний діапазон.
Розроблене авторами програмне забезпечення (ПЗ) дозволяє вдосконалити процес конформаційного аналізу гнучких біомолекул нуклеотидної природи, а саме: автоматизувати процеси генерації вхідних файлів для квантово-хімічних пакетів та аналізувати вихідні файли; зберігати результати аналізу в базах даних із можливістю їхньої подальшої обробки; аналізувати геометричні та енергетичні параметри конформерів, візуалізувати статистичні розподіли цих параметрів та проводити їхній статистичний аналіз; аналізувати вихідні файли програм, що дозволяють ідентифікувати H-зв’язки методом QTAIM, та вносити результати у базу даних; аналізувати основні фізичні властивості H-зв’язків; проводити статистичні узагальнення; візуалізувати просторову структуру молекул та ідентифіковані в ній H-зв’язки; розраховувати коефіцієнти жорсткості основних конформаційних ступенів вільності, їхні коливальні дисперсії та деформаційні енергії, необхідні для зміни конформацій.

Розроблені авторами методи визначення характеристик структурної нежорсткості біомолекул та відповідне ПЗ для розрахунку релаксованих силових сталих та СКВ конформаційних параметрів від їхніх рівноважних значень мають практичне застосування у наукових дослідженнях біомолекул. 

Створене авторами ПЗ для статистичної обробки результатів аналізу розподілу густини електронного заряду може бути використане в наукових дослідженнях при встановленні кореляційних закономірностей між параметрами нековалентних зв’язків в біомолекулах, а ПЗ для створення стартових структур та порівняльного аналізу структурних параметрів оптимізованих конформерів – для вирішення задач конформаційного аналізу біомолекул, зокрема – білкової природи. 

Запропонований спосіб представлення результатів конформаційного аналізу у вигляді діаграм густини розподілів значень конформаційних параметрів може бути використаний в біофізиці при дослідженнях складніших, ніж ДРН біомолекул, зокрема – ди- та тринуклеотидів. 

Одержані результати можуть бути використані при дослідженні структурно-динамічних властивостей біополімерів та їхніх структурних складових у відділі молекулярної та квантової біофізики Інституту молекулярної біології і генетики НАН України та у навчальному процесі Київського національного університету імені Тараса Шевченка, зокрема, на кафедрі молекулярної фізики фізичного факультету при викладанні дисципліни “Будова молекул і хімічний зв’язок” для студентів за напрямом підготовки 0701–фізика і на кафедрі молекулярної біології, біотехнології та біофізики Інституту високих технологій.

Одержана в роботах циклу множина конформерів органічних біомолекул може слугувати відправною точкою для проведення досліджень і аналізу складніших біомолекулярних структур нуклеотидної природи, а саме – високомолекулярних нативних чи модифікованих у той чи інший спосіб цукрово-фосфатних кістяків 2´-дезокси​рибо​полі​нуклеотидів тощо.

Стан використання одержаних результатів. Результати робіт [1–5, 35–43] використані при виконанні двох держбюджетних науково-дослідницьких тем (державний замовник  Міністерство освіти і науки України) в Севастопольському національному технічному університеті: «Термодинаміка комплексоутворення ароматичних лігандів з ДНК», 2007-2009 рр. (№ держ. реєстр. 0107U001331, шифр «Ліганд-3») та «Термодинаміка комплексоутворення лігандів, що зв’язуються з поверхнею молекули ДНК», 2010-2012 рр. (№ держ. реєстр. 0110U001683, шифр «Комплекс»). Результати робіт [6-34, 44-69] впроваджені у наукові дослідження НДЛ «Фізика рідин, полімерів та фазових переходів в них» фізичного факультету Київського національного університету імені Тараса Шевченка в рамках Комплексної наукової програми “Конденсований стан – фізичні основи новітніх технологій» за держбюджетними науково-дослідними темами «Фундаментальні дослідження молекулярних процесів в рідинних, полімерних, медико-біологічних і наносистемах, які визначають їх рівноважні та кінетичні властивості» (2006 – 2010 р.р., № ДР 0106U006363) та «Фундаментальні дослідження в галузі фізики конденсованого стану і елементарних частинок, астрономії і матеріалознавства для створення основ новітніх технологій. П. 1. Рівноважні та кінетичні властивості молекулярних рідин, твердих та рідких полімерних та біологічних систем» (2011 р., № ДР 0111U004954), що дозволило розширити фізичні уявлення про структурні характеристики та біологічну активність органічних молекул в медико-біологічних системах.
Цикл наукових праць складається з 69 публікацій, опублікованих протягом 6 років, з яких 34 наукові статті, в т.ч. 15 містяться у наукометричній базі даних SCOPUS, 35 тез доповідей. Загальний індекс цитування робіт дорівнює 30, h-індекс 3. Сумарний імпакт-фактор 20,027. 
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