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Разработка структурированных молекулярных систем на основе каркаса из нуклеиновых кислот 
учитывает способность одноцепочечной ДНК к образованию стабильной двухспиральной структуры за 
счет стэкинг-взаимодействий и водородных связей комплементарных пар нуклеотидов. Для увеличения 
стабильности двойной спирали ДНК и расширения температурного диапазона в протоколах гибридиза-
ции предложили использовать более стабильные металл-опосредованные комплексы пар нуклеотидов 
в качестве альтернативы уотсон-криковским водородным связям. Один из наиболее часто рассматривае-
мых вариантов — использование ионов серебра для стабилизации пары цитозинов из противоположных 
нитей ДНК. Ионы серебра специфично связываются с атомами N3 цитозинов вдоль оси спирали с обра-
зованием, как считается, прочной связи N3–Ag+–N3, относительно которой может образоваться два  
вращательных изомера — цис- и транс-конфигурации Cyt–Ag+–Cyt. В работе были проведены теорети-
ческое исследование и сравнительный анализ профиля изменения свободной энергии (ПСЭ) диссоциа-
ции двух изомеров Cyt–Ag+–Cyt с использованием комбинированного метода молекулярной механики 
и квантовой химии (КМ/MM). В результате было показано, что цис-конфигурация более выгодна по 
энергии чем транс- для одиночной пары цитозинов, а геометрия глобального минимума на ПСЭ для обо-
их изомеров отличается от равновесных геометрий, полученных ранее методами квантовой химии.  
По-видимому, модель стабилизации ионами серебра дуплекса ДНК должна учитывать не только непо-
средственное связывание ионов серебра с цитозинами, но и наличие сопутствующих факторов, таких как 
стэкинг-взаимодействие в протяженной ДНК, межплоскостные водородные связи, а также металлофиль-
ное взаимодействие соседних ионов серебра. 
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The development of structured molecular systems based on a nucleic acid framework takes into account the 
ability of single-stranded DNA to form a stable double-stranded structure due to stacking interactions and hydro-
gen bonds of complementary pairs of nucleotides. To increase the stability of the DNA double helix and to ex-
pand the temperature range in the hybridization protocols, it was proposed to use more stable metal-mediated 
complexes of nucleotide pairs as an alternative to Watson-Crick hydrogen bonds. One of the most frequently 
considered options is the use of silver ions to stabilize a pair of cytosines from opposite DNA strands. Silver ions 
specifically bind to N3 cytosines along the helix axis to form, as is believed, a strong N3–Ag+–N3 bond, relative 
to which, two rotational isomers, the cis- and trans-configurations of C–Ag+–C can be formed. In present work, 
a theoretical study and a comparative analysis of the free energy profile of the dissociation of two С–Ag+–C 
isomers were carried out using the combined method of molecular mechanics and quantum chemistry 
(QM/MM). As a result, it was shown that the cis-configuration is more favorable in energy than the trans- for 
a single pair of cytosines, and the geometry of the global minimum at free energy profile for both isomers differs 
from the equilibrium geometries obtained previously by quantum chemistry methods. Apparently, the silver ion 
stabilization model of the DNA duplex should take into account not only the direct binding of silver ions to 
cytosines, but also the presence of related factors, such as stacking interaction in extended DNA, interplanar hy-
drogen bonds, and metallophilic interaction of neighboring silver ions. 
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Введение 

Образование комплексов ионов металлов и нуклеотидов в качестве альтернативы образо-
ванию водородных связей вызывает интерес в области создания сложных упорядоченных ДНК 
структур с повышенной устойчивостью к различных факторам — температуре, pH, ионной си-
ле раствора [Clever, Shionoya, 2012; Jash, Müller, 2017a; Jash, Müller, 2017b]. Основная стратегия 
заключается в замене атомов водорода, образующих водородные связи между нуклеотидами 
противоположных цепочек, на ионы металла. Такая замена приводит к стабилизации двойной 
спирали ДНК благодаря образованию координационных связей иона металла с донорами элек-
тронной плотности, такими как атомы N или O. Наиболее удобным вариантом подобной стаби-
лизации считают использование двух цитозинов из разных цепочек ДНК, между которыми по-
мещается ион серебра и образуется комплекс C–Ag+–C [Day et al., 2013; Guo et al., 2014; Houlton 
et al., 2019]. При нейтральном pH цитозин в растворе находится в депротонированной форме по 
позиции N3, где в комплементарной паре с гуанином образуется водородная связь. При раство-
рении соли серебра, например AgNO3, диссоциированный ион серебра проникает между неспа-
ренных цитозинов и связывается с атомами N3 обоих, сшивая при этом дуплекс ДНК. Посколь-
ку связь Ag+–N3 длиннее связи H+–N3, расстояние между Ag+-опосредованными цитозинами 
становится больше, что компенсирует недостаточную близость между двумя пуриновыми нук-
леотидами в B-форме спирали ДНК. Таким образом, ион серебра может стабилизировать ДНК 
без искажения ее вторичной структуры. Описанные представления в основном были получены 
методами структурного ЯМР и кристаллографии [Dairaku et al., 2016a; Dairaku et al., 2016b; 
Dairaku et al., 2016c; Kondo et al., 2015; Kondo et al., 2017; Tanaka et al., 2015]. В экспериментах 
было выявлено, что ДНК в присутствии ионов серебра может образовывать дуплексы с парал-
лельной [Müller, 2017; Swasey et al., 2018] и антипараллельной [Clever et al., 2007; Ono et al., 
2011] укладкой цепей. Две геометрии изомерных форм С–Ag+–C, соответствующие параллель-
ной и антипараллельной укладкам, были определены как транс- и цис-конфигурация соответст-
венно (рис. 1).  

 
Рис. 1. Равновесные конфигурации цис- и транс-комплекса пары цитидинов с ионом серебра 

В структурных работах отмечают, что в случае образования вторичной структуры ДНК 
преимущественно посредством комплементарных спариваний азотистых оснований при после-
дующем добавлении ионов серебра образуются цис-конфигурации пар противолежащих цито-
зинов. Это происходит вследствие стерических ограничений, поскольку в стандартных услови-
ях при гибридизации в двойную спираль B-формы ДНК образуется антипарралельная ориента-
ция одиночных нитей, которой соответствует цис-конфигурация противолежащих цитозинов. 
В тех случаях, когда доля комплементарных пар не велика или нити полностью не комплемен-
тарны, возможно образование двойной спирали посредством ионов серебра с образованием 
транс-конфигурации противолежащих цитозинов. Например, в кристаллографической работе 
Хуарда и др. [Huard et al., 2019] три соседние пары цитозина образуют транс-конфигурацию, 
стабилизируя остальную часть ДНК из одной пары цитозинов и двух пар аденинов, на которой 
растет люминесцирующий кластер. Для объяснения механизма комплексообразования прово-
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дились теоретические исследования равновесных конфигураций изолированных пар цитозинов 
с использованием квантово-химических методов. Так, с использованием теории функционала 
плотности с поправкой на дисперсионные взаимодействия были рассчитаны энергии взаимо-
действия цитозинов в транс- и цис-конфигурации в условиях континуальной модели раствори-
теля [Megger et al., 2011]. Расчеты показали, что обе конфигурации имеют очень близкие энер-
гии, а следовательно, нет преимущества у одной из форм. Другие расчеты димера (С–Ag+–С)2 
с использованием комбинированного метода КМ/MM для транс-конфигурации двух пар цито-
зинов показали, что происходит вращение цитозинов относительно связи N3–Ag+–N3 и обра-
зуются межплоскостные водородные связи, приводящие к дополнительной стабилизации дуп-
лекса [Espinosa Leal et al., 2015]. Из этих расчетов было не очевидно, что модель вращения од-
ного димера 5’–СС–3’ относительно другого с образованием дополнительных водородных 
связей можно применить к более протяженной ДНК. Поскольку равновесные геометрии ком-
плексов пар цитозинов с ионами серебра, полученные разными методами квантовой химии, 
с некоторым допущением соответствуют геометриям этих комплексов, наблюдаемым в кри-
сталлографии и ЯМР, многие исследователи приняли идею, что основной вклад в стабилиза-
цию ДНК вносит непосредственное связывание ионов серебра с нуклеотидами. Однако деталь-
ное рассмотрение параметров длин связей Ag+–N3-комплексов выявляет существенный разброс 
в величинах, что свидетельствует о значительном влиянии окружения на параметры координа-
ционной связи. Для анализа механизма образования связи N3–Ag+–N3 мы провели расчет  
профиля изменения свободной энергии процесса диссоциации пар цитозинов, опосредованных 
ионом серебра, в реальном водном окружении с использованием комбинированной методики 
молекулярной механики и квантовой химии и выявили новые детали этих процессов, уточ-
няющие предыдущие модельные представления. 

Методы и модели  

Для расчета профиля изменения свободной энергии процесса диссоциации двух цитозинов 
в комплексе с ионом серебра использовалась комбинированная схема квантовой механики 
и молекулярной механики (КМ/ММ), реализованная в программе CP2K [Hutter et al., 2014]. 
В качестве модели цитозинов рассматривались цитидины, включающие азотистые основания 
и остаток рибозы без фосфатов. Комбинированная схема позволила разделить систему на кван-
товую часть (КМ), где происходила непосредственно реакция с участием серебра в рамках тео-
рии функционала плотности (ТФП), и молекулярно-механическую (ММ), которая оказывала 
влияние посредством валентного и электростатического взаимодействия на квантовую часть со 
стороны рибозы нуклеотидов и водного растворителя. Для процесса диссоциации проводилась 
молекулярная динамика с наложением силы, действующей на центр масс одного цитозина. 
Расчет молекулярной динамики с наложением силы в КМ/MM проводился с шагом интегриро-
вания 0.5 фс в NVT ансамбле со смещением от 4.2 Å до 9 Å между N3 атомами цитозинов со 
скоростью 0.005 Å/фс. Затем из траектории вырезались фреймы с шагом 0.1 Å, для каждого 
фрейма проводилась ограниченная КМ/MM MД длиной в 2 пс с фиксированием коллективной 
переменной (расстояние между N3 атомами) с помощью алгоритма SHAKE [Ciccotti et al., 
1989]. В результате этих расчетов с использованием алгоритма SHAKE в каждом окне траекто-
рии c шагом в 0.1 Å были получены множители Лагранжа и построены профили изменения 
свободной энергии как зависимость потенциала средней силы от расстояния между атома-
ми N3. КМ/ММ-интерфейс использовал аддитивный гамильтониан для двух систем, КМ и ММ, 
сопряженных через линкерные атомы H. Невалентные взаимодействия между КМ и ММ частя-
ми системы описывались только электростатическими потенциалами с помощью метода гаус-
сова разложения (GEEP) [Laino et al., 2005]. Квантовая часть системы, включающая ионы се-
ребра и азотистые основания цитидинов, описывалась в рамках теории функционала плотности 
(ТФП) с использованием GGA функционала PBE [Perdew et al., 1996] с поправкой Гримма 
[Grimme, 2012] на дисперсионные взаимодействия в плосковолновом представлении (GPW), 
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волновом базисе DZVP [VandeVondele, Hutter, 2007] для электронов органических атомов и ва-
лентных электронов серебра с использованием для остовных электронов серебра псевдопотен-
циала GTH [Goedecker et al., 1996; Hartwigsen et al., 1998; Krack, 2005]. Молекулярно-
механическая часть системы, включающая остатки рибозы и молекулы растворителя, описыва-
лись параметрами силового поля AmberBSC1 [Ivani et al., 2015], доработанного для нуклеино-
вых кислот. Предложенный уровень теории функционала плотности и комбинированной схемы 
КМ/ММ уже использовался ранее для металлоорганических систем [Burgess et al., 2015; 
Espinosa Leal et al., 2015; Ramazanov et al., 2016; Reveguk et al., 2018; Volkov et al., 2018]. Для 
анализа невалентных взаимодействий ионов серебра и цитозинов рассчитывались дескрипторы 
NCI в программе NCIPLOT [Contreras-García et al., 2011]. 

Результаты 

Полученные профили изменения свободной энергии в процессе диссоциации транс- и цис- 
изомеров комплексов C–Ag+–C выявили закономерности, которые несколько отличаются от ра-
нее полученных данных в чистых квантово-химических исследованиях равновесных конфигура-
ций [Espinosa Leal, Lopez-Acevedo, 2015; Fortino et al., 2015]. Для обоих изомеров мы наблюдали 
наличие двух минимумов по энергии на профиле, предшествующих переходному состоянию дис-
социации, которые можно обозначить как локальный и глобальный минимумы (рис. 2). 

 
Рис. 2. Профили изменения свободной энергии в процессе диссоциации цис- и транс-конфигурации ком-
плексов цитидинов с ионами серебра. Статистическая ошибка расчета потенциала средней силы изобра-
жена с помощью черточек 

Для ключевых точек на профилях были рассчитаны дескрипторы невалентных взаимодей-
ствий (рис. 3). Транс-конфигурация (трансоид) имеет два минимума на расстоянии 4.4 Å и 4.9 Å 
с энергиями –8.51 ккал/моль и –13.67 ккал/моль, в то время как цис-конфигурация (цисоид) име-
ет два минимума на расстоянии 4.5 Å и 4.9 Å с энергиями –18.1 и –20.62 ккал/моль. Расчеты 
диссоциации канонических пар гуанин–цитозин и аденин–урацил с использованием классиче-
ских силовых полей и метода молекулярной динамики в явном растворителе предсказывают 
значения свободной энергии для глобального минимума соответственно –5.53 ккал/моль  
и –4.42 ккал/моль, что в несколько раз меньше, чем полученные значения для цитозинов, опо-
средованных ионами серебра [Vendeix et al., 2009]. Две пары цитозинов без ионов серебра в ки-
слой среде также могут образовать комплекс посредством иона H+ с предсказуемой величиной 
свободной энергии диссоциации, не превосходящей 6 ккал/моль. Сравнение показывает, что до-
бавление ионов серебра в структуру цитозиновых нарушений должно существенно стабилизи-
ровать комплекс, что согласуется с результатами экспериментов по плавлению [Swasey, Gwinn, 
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2016; Torigoe et al., 2012]. Надо отметить, что многие теоретические расчеты равновесных кон-
фигураций цис- и транс-изомеров комплексов C–Ag+–C определяют расстояние N3–N3 в преде-
лах 4.2–4.5 Å в зависимости от использованного метода. В исследованиях ЯМР и кристаллогра-
фии этот параметр варьируется в диапазоне 4.24–4.72 Å (таблица 1).  

 

 
Рис. 3. Иллюстрация геометрий ключевых точек профилей изменения свободной энергии в процессе дис-
социации. Рибозные остатки не показаны 
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Таблица 1. Параметры длин связи N3–N3 в комплексах C–Ag+–C, полученные в различных эксперимен-
тах ЯМР и РСА 

PDB ID Цисоид (Ag+), Å Трансоид (Аg+), Å 
2RVP (ЯМР) 4.405 ± 0.025 – 
5AY2 (РСА) 4.55, 4.32, 4.35, 4.35 – 
5IX7 (РСА) 4.72, 4.36 – 
5XJZ (РСА) 4.25 – 
6NIZ (РСА) – 4.24, 4.29, 4.24 

 
Очевидно, что в реальной структуре локальная геометрия связи N3–Ag+–N3 должна зави-

сеть от полимерного окружения, которое влияет на свойства иона серебра координировать не-
поделенные пары атомов азотов и кислородов. Точка 2 на профилях (рис. 2) для обоих изоме-
ров относится к второстепенному барьеру, не превышающему 3 ккал/моль, пока они не попа-
дают в глобальный минимум энергии. В случае цизоида переходное состояние соответствует 
четырем «слабым» координационным связям с экзоциклической карбонильной группой и ами-
ногруппой обоих цитозинов, обладает плоской геометрией, в то время как трансоид характери-
зуется небольшим вращением вокруг оси вдоль линии связи N3–Ag+–N3. Следующая точка 3 
соответствует глобальному минимуму с разностью энергий порядка 7 ккал/моль для изомеров, 
где цизоид лежит ниже, чем трансоид на профиле. Это происходит из-за небольшого вращения 
в трансоиде, приводящего к появлению трех «слабых» связей по сравнению с двумя «сильны-
ми» и одной «слабой» связями в цисоиде. Следующие две точки 4 и 5 для обоих изомеров 
предполагают продолжающуюся диссоциацию путем создания «сильных» и «слабых» электро-
статических взаимодействий посредством вращения одного из цитозинов. 

Заключение 

Проведенные расчеты профилей изменения свободной энергии диссоциации пар цитозинов 
в разной конформации, опосредованных ионами серебра, показали, что при связывании с ионами 
серебра цитозины существенно стабилизируются в сравнении с каноническими парами гуанин-
цитозин и аденин–урацил. В транс- и цис-конфигурации С–Ag+–C свободные энергии составляют 
–13.67 ккал/моль и –20.62 ккал/моль, что в несколько раз превосходит свободную энергию обра-
зования канонических уотсон-криковских пар. С использованием комбинированной схемы 
КМ/ММ для расчета профиля свободной энергии диссоциации было выявлено, что относительно 
одной изолированной пары цитозинов транс-конфигурация обладает меньшей выгодностью по 
энергии, чем цис-конфигурация, что противоречит предыдущим чисто квантово-механическим 
расчетам, где было показано, что эти комплексы в условиях неявно заданного растворителя изо-
энергетичны по отношению к диссоциации. С одной стороны, расчетное преимущество изолиро-
ванной цис-конфигурации С–Ag+–C не объясняет наблюдаемое в экспериментах образование 
транс-конфигураций в случае гибридизации некомплементарных или частично некомплементар-
ных нитей с цитозиновыми включениями, а с другой стороны, может свидетельствовать о более 
сложной картине диссоциации, когда речь идет о протяженной ДНК. В профилях диссоциации 
были обнаружены глобальные минимумы, которые, вероятно, при учете полимерного окружения 
могут поменять свою геометрию и характер образования. По-видимому, модель стабилизации 
ионами серебра дуплекса ДНК в случае гибридизации некомплементарных или частично неком-
плементарных нитей с цитозиновыми включениями должна учитывать не только непосредствен-
ное связывание ионов серебра с цитозинами, но и наличие сопутствующих факторов, таких как 
стэкинг-взаимодействие в протяженной ДНК, межплоскостные водородные связи, а также ме-
таллофильное взаимодействие соседних ионов серебра. Исследование более протяженных струк-
тур с наличием нескольких C–Ag+–C пар нуклеотидов позволит ответить на вопросы, касающие-
ся механизмов сборки ДНК-структур в комплексе с ионами серебра. 
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