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с антибиотиком топотеканом

© А. А. МосУнов, в. в. КостюКов, М. П. ЕвстигнЕЕв

севастопольский национальный технический университет, Украина;
e-mail: max_evstigneev@mail.ru

в настоящей работе с использованием данных 1H ЯМР-спектроскопии проведен анализ гетеро-
ассоциации антибиотика топотекана (TPT) с ароматическими биологически активными соединения-
ми (БАс): кофеином, мутагенами бромистым этидием и профлавином, антибиотиком дауномицином, 
витаминами флавин-мононуклеотидом и никотинамидом. Получены равновесные константы гетеро-
ассоциации и индуцированные химические сдвиги протонов БАс в составе комплексов. Установлено, 
что комплексообразование TPT-БАс носит характер стэкинга хромофоров, дополнительно стабили-
зируемого в случае профлавина межмолекулярной водородной связью. Проведен расчет основных со-
ставляющих свободной энергии гиббса реакции комплексообразования, выделены факторы, стабилизи-
рующие и дестабилизирующие гетерокомплексы молекул.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: топотекан; гетероассоциация; стэкинг; свободная энергия гиббса.

А роматические биологически активные 
соединения (БАС) в настоящее время 
широко используются в качестве ком-

понентов лекарственных препаратов для лече-
ния многих видов заболеваний [1, 2]. Благода-
ря наличию плоского хромофора в структуре 
ароматических БАС механизм их биологиче-
ского действия часто связывают с интеркаля-
цией в ядерную ДНК с последующим наруше-
нием жизненно важных клеточных процессов 
[3]. Кроме этого, плоская структура хромофора 
способствует эффективному комплексообразо-
ванию ароматических молекул в водном рас-
творе, которое характеризуется энергетически 
выгодной стопочной ориентацией хромофоров 
в составе комплексов (стэкинг-ассоциация) 
и проявляется в регистрируемых различны-
ми экспериментальными методами процессах 
само- и гетероассоциации ароматических БАС 
[4, 5]. Отмеченное свойство ароматических 
соединений оказывать свое медико-биологи-
ческое действие путем связывания с ДНК и 
одновременно образовывать комплексы друг с 
другом в физиологической среде (гетероассо-
циация), рассматривается в настоящее время 
как один из наиболее значимых молекулярных 
механизмов, лежащих в основе регистрируемо-
го in vivo или in vitro изменения биологической 
активности ароматических БАС в присутствии 
других ароматических соединений (т.н. интер-
цепторный механизм действия) [4, 5]. По этой 

причине изучение гетероассоциации имеет 
большое значение для понимания механизмов 
биологических эффектов, наблюдаемых при 
совместном использовании различных арома-
тических препаратов.

Антибиотик топотекан (TPT), используе-
мый в клинической практике для лечения он-
кологических заболеваний, является одним из 
представителей группы ароматических соеди-
нений, для которого наблюдается выраженное 
изменение биологического эффекта при сов-
местном использовании с другими ароматиче-
скими молекулами, в частности, кофеином [6] 
и витамином B2 [7], причем авторы процитиро-
ванных работ связывают этот эффект именно 
с процессами комплексообразования с ДНК и 
гетероассоциацией. Помимо кофеина и вита-
мина B2, существует также ряд свидетельств 
того, что активность TPT может изменяться 
в присутствии и других ароматических БАС 
[8], однако удовлетворительного объяснения 
этому факту дано не было. Недавно для си-
стемы ТРТ-кофеин нами была впервые проде-
монстрирована возможность количественного 
описания изменения биологического отклика 
ТРТ при добавлении кофеина на основании 
известных значений равновесных констант 
комплексообразования с ДНК и гетероассо-
циации [9]. Аналогичная взаимосвязь биоло-
гического отклика некоторого ароматического 
БАС1 в присутствии другого БАС2 и способ-
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ности к гетероассоциа ции БАС1-БАС2 была 
ранее обнаружена для антиопухолевых анти-
биотиков доксорубицина и митоксантрона в 
присутствии кофеина [5], а также ароматиче-
ских канцерогенов в присутствии хлорофил-
лина [10]. Учитывая наличие плоского арома-
тического хромофора в структуре TPT, а также 
способность антибиотика к сильной агрега-
ции за счет π-стэкинга в водном растворе [11], 
можно предположить, что гетероассоциация 
TPT-БАС является одним из возможных меха-
низмов, наблюдаемого медико-биологического 
синергизма при их совместном использовании. 
Однако, необходимо отметить, что до сих пор 
исследования гетероассоциации TPT-БАС не 
проводились за исключением единственной 
известной нам работы [6], в которой гетеро-
ассоциация с кофеином (в контексте интер-
цепторного механизма) была изучена методом 
спектрофотометрии и микрокалориметрии, 
при этом данных о константе гетероассоциа-
ции получено не было.

Целью настоящей работы является иссле-
дование гетероассоциации TPT с типичными 
представителями группы ароматических БАС: 
кофеином (CAF), мутагенами – бромистым 
этидием (EB) и профлавином (PF), антибио-
тиком дауномицином (DAU), витаминами – 
флавин-мононуклеотидом (FMN) и никотина-
мидом (NMD). Параметры гетероассоциации 
ТРТ-CAF были определены ранее [9], однако в 
настоящей работе для этой системы (как и для 
всех остальных) был дополнительно проведен 
полный энергетический анализ гетероассоциа-
ции.

материалы и методы

ЯмР-эксперимент

Исследуемые соединения (рис. 1) были 
приобретены у фирмы Sigma (США), за ис-
ключением топотекана (фирма Molekula, Ве-
ликобритания). Все они растворялись в D2O 
с изотопной чистотой 99,95% (Sigma) и лио-
филизовались. Растворы готовили путем до-
бавления взвешенного количества образца в 
дейтерированный 0,1 М фосфатный буфер 
(pD 7,1), содержащий 10-4 моль/л EDTА. Одно- 
и двумерные спектры 1Н ЯМР измерены на 
спектрометре “Bruker DRX” с резонансной ча-
стотой 500 МГц. Измерения протонных хими-
ческих сдвигов молекул в смешанном растворе 
выполняли при температуре 298К, поддержи-
вая постоянной концентрацию ТРТ (0,77 мM) 
на уровне, соответствующем пределу раство-
римости антибиотика в выбранных условиях, 

и варьируя концентрацию БАС в диапазоне их 
растворимости.

Отнесение резонансных сигналов про-
тонов молекул в смешанных растворах про-
изводилось при помощи двумерных ROESY 
и TOCSY спектров. Химический сдвиг опре-
деляли относительно ДСС (2,2 диметил-2-
силапентан-5-сульфокислота), в качестве 
внутреннего стандарта использовали бромид 
тетраметиламмония.

построение структур комплексов молекул

Методика структурного анализа в целом 
соответствует методике, использованной нами 
ранее для исследования различных комплек-
сов биомолекул [12, 13]. Техника построения 
структур вкратце заключается в следующем. 
Расчет пространственных структур 1 : 1 ге-
терокомплексов всех исследованных молекул 
производился методами молекулярной меха-
ники с использованием программы X-PLOR 
(версия 3.851 [14] с силовым полем Charmm22). 
К сожалению, межмолекулярных nOe кросс-
пиков ни в одной из исследуемых систем TPT-
БАС, на используемом в работе спектрометре 
(500 МГц) не наблюдалось, что связано с от-
носительно небольшим вкладом реакций гете-
роассоциации в суммарное динамическое рав-
новесие в растворе. Начальная структура 1 : 1 
комплексов была построена исходя из значе-
ний магнитного экранирования Δδс = δm – δc, 
рассчитанного из кривых титрования. Моде-
лирование водно-солевого окружения взаи-
модействующих комплексов осуществлялось 
с помощью 1100 молекул воды TIP3P, рас-
положенных в кубическом боксе. Топология 
всех молекул и параметризация их атомных 
взаимодействий была создана в программе 
XPLO2D [15], при этом использовались кри-
сталлические структуры из PDB банка дан-
ных. Параметры невалентных взаимодействий 
соответствовали силовому полю Charmm22. 
Квантово-механический расчет парциальных 
зарядов на атомах всех исследованных веществ 
проводился в программе Gaussian 03W [16], на 
уровне теорий DFT (B3LYP) и MP2 в базисе 
6-31G*.

Расчет параметров гетероассоциации

Расчет параметров комплексообразования 
TPT-БАС по протонам БАС в настоящей ра-
боте проводился в рамках двухкомпонентной 
модели [17], строго учитывающей специфиче-
ские эффекты, которые возникают при само- 
и гетероассоциации более высокого порядка, 
чем димеры. Входными данными для расче-
та были экспериментальные кривые (рис. 2), 

еКСПеРИМеНТАльНі РОБОТИ
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а также параметры самоассоциации молекул 
БАС – из работы [4]. Искомыми параметрами, 
определяе мыми из условия минимума функ-
ции невязки (суммы квадратов отклонения 
расчетных от экспериментальных значений 
химических сдвигов), были константы гетеро-
ассоциации KС и индуцированные химические 
сдвиги в составе комплексов (δc). Алгоритм 
проведения вычислительного эксперимента 
в точности соответствует стандартной схеме 
анализа гетероассоциации, детально описан-
ной в работах [4,18]. Значения констант гете-
роассоциации рассчитывали по каждому про-
тону, далее определяли среднее и погрешность 
среднего.
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Рис. 1. Структурные формулы исследованных молекул БАС: а) лактонная 

форма топотекана; б) дауномицин, в) бромистый этидий, г) профлавин, д) 

кофеин, е) никотинамид, ж) флавинмононуклеотид.  

Рис. 1. структурные формулы исследуемых молекул БАс: а) лактонная форма топотекана; б) дауно-
мицин, в) бромистый этидий, г) профлавин, д) кофеин, е) никотинамид, ж) флавинмононуклеотид

методика энергетического 
анализа гетероассоциации

Расчет различных составляющих пол-
ной энергии Гиббса реакции гетероассоциа-
ции ТРТ с ароматическими БАС выполняли 
в соответствии с методикой, использованной 
ранее для решения аналогичной задачи для 
других типов гетерокомплексов [19]. Вкратце 
методика энергетического анализа заключает-
ся в следующем.

Реакция (1) нековалентного комплексо-
образования молекул X и Y, приводящая к 
образованию гетерокомплекса XY, характе-
ризуется равновесной константой комплек-
сообразования K и изменением свободной 
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Рис. 2. Экспериментальная зависимость химических сдвигов ароматических протонов от концентра-
ции исследуемых БАс в смешанном растворе в присутствии топотекана: а) дауномицина, б) броми-
стого этидия, в) профлавина, г) кофеина, д) никотинамида, е) флавинмононуклеотида
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энергии Гиббса ΔGtotal, которые измеряются 
экспериментально.
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Изменение свободной энергии Гиббса 
ΔGtotal состоит из множества вкладов от различ-
ных физических факторов, наиболее значимые 
из которых записываются в виде суммы [19]:
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,    (2)

где индексы при ΔG обозначают вклад в из-
менение полной энергии Гиббса от ван-дер-
ваальсовых, электростатических, гидрофоб-
ных взаимодействий, водородных связей и 
специфических факторов преимущественно 
энтропийной природы.

Полагая, что при невалентном комплек-
сообразовании каких-либо структурных из-
менений в достаточно жестких ароматических 
молекулах не происходит, а также учитывая, 
что гетероассоциация протекает в водной сре-
де, расчет каждого из термов в выражении (2) 
проводился по термодинамическому цик лу, 
изображенному на рис. 3. Согласно этому цик-
лу, расчет свободной энергии проводится в от-
дельности в вакууме (межмолекулярный терм, 
ΔGim) и в водной фазе (сольватационный терм, 
ΔGsolv), которые связаны между собой выра-

жением 
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упрощающимся к виду: 
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где 
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 представляет 

собой суммарный вклад от взаимодействий с 
растворителем.

Ван-дер-ваальсовы взаимодействия (ΔGvdW) 
являются энтальпийными по своей природе и 
рассчитывались в настоящей работе с учетом 
траектории движения атомов в ходе молеку-
лярной динамики (МД, общее время эволю-
ции системы составляло 1 нс) исследуемой си-
стемы, путем усреднения VDW-составляющих 
выходной энергии в X-PLOR за последние 
40 пс МД.

Расчет электростатической энергии (ΔGel) 
проводился путем решения нелинейного урав-
нения Пуассона–Больцмана в программе 
DelPhi [20], учитывающего изменение элек-
трических свойств ближайших гидратных 
слоев молекул при комплексообразовании. 
Нелинейное уравнение Пуассона–Больцма-
на использует неявное задание растворителя; 
для его решения применяется метод конечных 

разностей. Поляризуемость лигандов учитыва-
ется неявно путем установления внутренней 
диэлектрической проницаемости комплексов 
εi = 4.

Расчет гидрофобного вклада (ΔGhyd) прово-
дился на основе линейной корреляции между 
энергией гидрофобной сольватации и измене-
ниями площади, доступной для растворителя 
(SASA), ΔA:

ΔGhyd = γ⋅ΔA,                                    (4)

где γ = 50 кал/моль⋅Å2 – микроскопический 
коэффициент поверхностного натяжения [21]. 
Площадь, доступная для растворителя, рас-
считывалась в программе GETAREA, версия 
1.1 [22]. Ранее нами было показано [21], что 
этот метод является наиболее подходящим для 
расчета гидрофобной энергии для класса аро-
матических молекул.

Энергетика водородных связей (ΔGHB) об-
разуется взаимодействиями двух типов:

- межмолекулярные водородные связи 
между лигандами в 1 : 1 комплексах;

- потеря водородных связей с водой вслед-
ствие дегидратации лигандов при образовании 
комплексов.

Конечное выражение для расчета энерге-
тики водородных связей ΔGHB имеет вид [19]:

ΔGHB = −0.25 ∙ 9 ∙ (Nim + ΔNsolv), ккал/моль,  (5)

где Nim – количество межмолекулярных во-
дородных связей (как будет показано ниже, 
только в комплексе PF-TPT образуется одна 
межмолекулярная связь (Nim = 1), для всех 
остальных изученных систем – Nim = 0); 
ΔNsolv – изменение гидратационного индек-
са, рассчитываемого как количество молекул 
воды, формирующих водородные связи с гид-
рофильными атомами исследуемых молекул, в 

Рис. 3. термодинамический цикл для расчета 
энергетических термов
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процессе комплексообразования. Наличие во-
дородной связи фиксировалось, если расстоя-
ние между электроотрицательными атомами 
лиганда и атомами кислорода/водорода воды, 
определяемое по траекториям МД, не превы-
шало 3,2/2,4 Å соответственно.

Энтропийный вклад в полное изменение 
свободной энергии Гиббса гетероассоциации 
ароматических молекул вычисляли как сумму 
трех основных компонент:

ΔGentr = ΔG tr + ΔGrot + ΔGvibr,                 (6)

где ΔG tr, ΔGrot и ΔGvibr – изменения свободной 
энергии вследствие потерь трансляционных, 
ротационных и вибрационных степеней сво-
боды при комплексообразовании.

Общий вибрационный вклад ΔGvibr рас-
считывали как:
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 соответствуют изменению виб-

раций химических связей (вибрации I типа) и 
механических осцилляций лигандов в ком-
плексе (вибрации II типа) соответственно.

Методика расчета составляющих 
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 подробно описана в ра-

боте [23].

Результаты и обсуждение

анализ расчетных значений 
параметров гетероассоциации

Из рис. 2 следует, что по мере увеличения 
концентрации БАС (при фиксированной кон-
центрации TPT), ароматические протоны всех 
соединений смещаются в область сильного 
поля. Такое поведение является характерным 
для стэкинг-взаимодействия ароматических 
плоскостей и ранее неоднократно наблюда-
лось для большого количества различных ти-
пов ароматических молекул [4, 12, 13]. На воз-
можность гетероассоциации TPT посредством 
стэкинга ароматических хромофоров также 
указывают результаты работ [11, 24], в кото-
рых монотонное смещение химических сдви-
гов протонов антибиотика в область сильного 
поля было отмечено при исследовании само-
ассоциации TPT и его комплексообразования 
с олигонуклеотидами. Высокие концентрации 
взаимодействующих молекул, используемые в 
ЯМР-эксперименте (мМ) и предполагающие 
агрегацию более высокого порядка чем диме-
ры, дают основание для использования моде-
ли комплексообразования, учитывающей ве-
роятность образования всех возможных типов 

гетерокомплексов и гомо-агрегатов в системе 
ТРТ-БАС. Однако существование TPT в рас-
творе в двух различных формах накладывает 
свое ограничение на выбор модели, используе-
мой для анализа экспериментальных кривых 
по протонам БАС.

В настоящей работе определение парамет-
ров гетероассоциации TPT-БАС производи-
лось по полному набору ароматических про-
тонов только молекул БАС (рис. 2), несмотря 
на то, что исходные 1H ЯМР-спектры также 
содержат сигналы ароматических протонов 
топотекана. Это связано с тем, что в услови-
ях эксперимента (нейтральный рН) топотекан 
(рис. 1, а) существует в двух формах – лактон-
ной (lact, кольцо е закрыто) и карбоксилатной 
(carb, кольцо е открыто) [25], – что проявля-
ется в наличии двух наборов пиков от моле-
кулы ТРТ в одномерных 1Н ЯМР-спектрах. 
Неизбежное перекрывание сигналов ТРТ и их 
невысокая интенсивность по сравнению с сиг-
налами БАС (вследствие меньшей концентра-
ции) является причиной ненадежности опре-
деления положения резонансов протонов ТРТ 
в спектрах и, как следствие, ненадежности по-
следующего количественного расчета парамет-
ров гетероассоциации по этим данным.

В отличие от протонов TPT, представлен-
ных в эксперименте двумя раздельными на-
борами пиков, химические сдвиги протонов 
молекул БАС содержат в себе взвешенное, про-
порционально мольным долям соответствую-
щих типов комплексов, экранирование как от 
карбоксилатной, так и лактонной форм анти-
биотика. Выделение этих вкладов на основа-
нии концентрационных кривых протонов БАС 
не представляется возможным, в связи с чем 
анализ равновесия TPT-БАС по протонам БАС 
возможен только в рамках двухкомпонентной 
модели, предполагающей несущественную 
разницу констант гетероассоциации Carb-БАС 
и Lact-БАС, и, следовательно, рассматриваю-
щей TPT как однокомпонентную систему. Та-
кое предположение является вполне допусти-
мым, поскольку, как указывалось ранее [9], 
параметры самоассоциации Lact- и Carb-форм 
совпадают в пределах погрешности определе-
ния, равно как и параметры гетероассоциации 
кофеина с Lact- и Carb-формами статистиче-
ски неразличимы на фоне погрешности экс-
перимента. 

Результаты расчетов параметров гетеро-
ассоциации TPT-БАС по двухкомпонентной 
модели, учитывающей бесконечномерную 
само- и гетероассоциацию взаимодействую-
щих веществ, представлены в таблице.
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Расчетные значения параметров гетероассоциации топотекана с ароматическими БАс при 298 K

Примечание: Ks и KC – константы самоассоциации БАС и их гетероассоциации с TPT, соответственно; 
fC – критерий дополнительной стабилизации гетерокомплексов; δc, Δδc – абсолютный и индуцированный 
химические сдвиги протонов в гетерокомплексах

Протон БАС δc, м.д. Δδc, м.д. Ks, М
-1 KC, М

-1 fC, %

PF-TPT

H9 7,91 0,89

700 ± 150 3000 ± 300 39,7
H1/8 7,21 0,69

H2/7 6,56 0,50

H4/5 6,06 0,80

EB-TPT

H1 8,02 0,67

305 ± 14 1450 ± 300 25,9

H2 7,10 0,38

H4 6,89 0,66

H7 6,17 0,50

H9 7,30 0,36

H10 7,94 0,69

DAU-TPT

H2 7,42 0,46

720 ± 130 2000 ± 340 30,4

H1 7,13 0,77

H3 7,25 0,35

4OMe 3,83 0,22

H10e 2,86 0,22

H10a 2,61 0,24

H1′ 5,50 0,05

NMD-TPT

H2 8,56 0,37

0,73 ± 0,05 45 ± 10 1,2
H6 8,50 0,20

H4 7,86 0,38

H5 7,53 0,06

FMN-TPT

H8 7,69 0,30

265 ± 38 1300 ± 200 24,2
H5 7,61 0,39

7Me 2,40 0,19

6Me 2,30 0,19

CAF-TPT [9]

H8 7,72 0,17

11,8 ± 0,3 320 ± 30 7,7
7Me 3,82 0,13

3Me 3,30 0,24

1Me 3,15 0,20

А. А. МОСУНОВ, В. В. КОСТюКОВ, М. П. еВСТИГНееВ
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Анализ индуцированных химических 
сдвигов по протонам БАС (табл.) свидетель-
ствует об эффекте экранирования (Δδc > 0) 
и подтверждает вывод о стэкинг-характере 
комплексообразования TPT-БАС, сделанный 
выше на основании качественного рассмотре-
ния экспериментальных кривых титрования. 
Наибольшее, в среднем, экранирование про-
тонов БАС от молекулы TPT наблюдается в 
комплексе с PF. По-видимому, это связано с 
отсутствием разветвленных боковых цепей в 
структуре PF и, как следствие, меньшим рас-
стоянием в гетерокомплексе. Ранее похожий 
эффект наблюдался при замене аминогрупп 
PF на массивные диметильные группы акри-
динового оранжевого [26], а также, когда про-
исходила последовательная замена боковых 
групп бромистого этидия на азидогруппы [27] 
при исследовании гетероассоциации указан-
ных соединений с антибиотиком дауномици-
ном.

Расчетные константы гетероассоциации 
по всем исследованным системам принима-
ют промежуточные значения между констан-
тами самоассоциации TPT (KTPT = 3800 M-1 

[9]) и соответствующего лиганда. Считается, 
что основной вклад в энергетику комплек-
сов ароматических молекул дают гидрофоб-
ные, ван-дер-ваальсовы и электростатические 
взаимодействия [17, 28]. Однако в некоторых 
системах может наблюдаться дополнительная 
стабилизация комплексов за счет межмоле-
кулярных водородных связей или взаимодей-
ствий по типу «перенос заряда» [4, 29]. Для 
оценки вероятности дополнительной стаби-
лизации гетерокомплексов XY по сравнению с 
самоассоциатами ароматических соединений 
X и Y в работе [29] был предложен критерий 

XYYX totalG  
  1 

entrHBhydelvdWtotal GGGGGG         2 

 

Y
solv

X
solv

XY
solvimtotal GGGGG   

  solvimtotal GGG  ,  (3) 

Y
solv

X
solv

XY
solvsolv GGGG    

II
vibr

I
vibrvibr GGG    (7) 

II
vibr

I
vibr , GG    

I II
vibr vibr, , ,tr rotG G G G     

CYX

C
C KKK

K
f


   , причем  установлено, что для 

реакций комплексообразования в водной сре-
де, удовлетворяющих условию fC > 35%, с вы-
сокой степенью вероятности может ожидаться 
дополнительная стабилизация гетерокомплек-
сов за счет межмолекулярных водородных 
связей. Как следует из таблицы, указанному 
условию соответствует система TPT-PF, следо-
вательно, в этом комплексе существует высо-
кая вероятность образования дополнительной 
межмолекулярной водородной связи, стабили-
зирующей его. Эта информация является важ-
ной для последующего структурного и энерге-
тического анализа систем TPT-БАС.

Важно отметить, что фактор fC по своей 
сути представляет собой меру относительного 
вклада реакций гетероассоциации в суммарное 

динамическое равновесие и, следовательно, 
отражает значимость вклада интерцепторного 
механизма действия (см. введение) в изменение 
связывания антибиотика TPT с ДНК при вве-
дении лиганда-перехватчика. Это значит, что 
при условии отсутствия других механизмов, 
интерцепторное действие на TPT, будет наибо-
лее значительным при введении в систему PF 
и DAU, и наименее значительным для NMD и 
CAF (табл.).

структурный и энергетический анализ 
гетероассоциации тРт-бас

Рассчитанные методами молекулярного 
моделирования структуры приведены на рис. 4 
(структура комплекса TPT-CAF опубликована 
в работе [9]). Так, в комплексе с DAU наблюда-
ется полное перекрывание всех колец аромати-
ческих хромофоров, в комплексе ТРТ-EB моле-
кула красителя располагается над кольцами А, 
В, С молекулы антибиотика. Молекула PF рас-
полагается над всеми кольцами молекулы ТРТ, 
обеспечивая полное перекрывание колец С и 
D и частичное – колец А, В и е. Кроме того, 
сделанное выше предположение о возможной 
стабилизации данного комплекса водородной 
связью нашло свое подтверждение в процес-
се молекулярного моделирования. Водородная 
связь, стабилизирующая комплекс PF-TPT, 
образуется между протонами аминогруппы 
красителя в положении 3 и атомом кислоро-
да антибиотика в положении 20. В комплексе 
ТРТ-CAF молекула кофеина расположена над 
кольцами А и В молекулы ТРТ [9]. Комплекс 
ТРТ-NMD является наиболее сложным с точ-
ки зрения анализа взаимного расположения 
молекул (в силу малых размеров молекулы 
никотинамида). Однако, исходя из качествен-
ного анализа хода экспериментальных кривых 
протонов молекулы ТРТ в комплексе (данные 
не приведены), было сделано предположение 
о преимущественном расположении молекулы 
NMD в области колец А-B молекулы антибио-
тика. Это позволило задать начальную струк-
туру комплекса и выполнить минимизацию по 
энергии, в результате которой была получена 
наиболее стабильная структура (рис. 4, г). На-
конец, в комплексе FMN-TPT наблюдается 
полное перекрывание ароматических колец 
обеих молекул. Во всех комплексах плоскости 
молекул практически параллельны друг другу.

Важной составляющей полной картины 
гетероассоциации БАС является информа-
ция об энергетическом вкладе различных ви-
дов физических взаимодействий в суммарную 
энергию Гиббса реакции образования гете-
рокомплексов. В настоящей работе методами 
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Рис. 4. Расчетные пространственные структуры гетерокомплексов: а) TPT-DAU, б) TPT-EB, 
в) TPT-PF, г) TPT-NMD, д) TPT-FMN
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молекулярного моделирования произведено 
разделение экспериментальной энергии Гибб-
са реакций гетероассоциации антибиотика то-
потекана с исследуемыми БАС на отдельные 
энергетические составляющие (рис. 5).

Первичным и вполне естественным эта-
пом анализа диаграммы вкладов на рис. 5 
является сопоставление теоретической и 
экспериментальной (табл.) полных энергий 
Гиббса реакций гетероассоциации. Однако 
такой анализ по отношению к системам TPT-
БАС, имеющим разброс по энергии Гибб са 
(ΔGC = –RTlnKC) в пределах 2…4,5 ккал/моль 
(табл.), оказывается лишенным смысла. Дей-
ствительно, погрешность оценки энергий ван-
дер-ваальса из молекулярной динамики в рам-
ках любого современного метода составляет 
порядка несколько ккал/моль, что соизмери-
мо с самой ΔGC и ее вариацией в различных 
системах TPT-БАС. По этой причине анализ 
полной энергии ΔGC не является статистиче-
ски значимым и только анализ термов ее об-
разующих, может нести физический смысл 
(детальное обсуждение данной проблемы дано 
в работе [19]).

Как следует из рис. 5, для всех исследован-
ных систем ТРТ-БАС имеет место качествен-

Рис. 5. Расчетные значения энергетических термов полной энергии гиббса реакций гетероассоциации 
TPT-БАс

но аналогичное распределение энергетики по 
различным термам полной энергии Гиббса. 
Суммарный вклад ван-дер-ваальсовых взаимо-
действий ΔGvdW оказывается незначительным 
вследствие взаимной компенсации выгодного 
межмолекулярного взаимодействия и невы-
годной потери ван-дер-ваальсовых контактов 
на водное окружение. Такой эффект по отно-
шению к процессам комплексообразования 
ароматических молекул ранее неоднократно 
отмечался разными авторами и, по-видимому, 
является общим свойством π-стэкинга в вод-
ной среде ([19] и ссылки в ней). Вклад элек-
тростатических взаимодействий ΔGel также 
оказывается незначительным по причине того, 
что молекула TPT является электрически ней-
тральной при физиологическом рН [30].

Энергетически невыгодными (препят-
ствующими комплексообразованию) являются 
суммарный вклад водородных связей ΔGHB и 
энтропийный терм ΔGentr (рис. 5). Положитель-
ный знак ΔGHB является следствием потери 
водородных связей с водным окружением при 
образовании гетерокомплексов. Положитель-
ный знак ΔGentr в основном обусловлен поте-
рей степеней свободы молекул при комплек-
сообразовании. Подобный энергетический 
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профиль также в целом согласуется с тем, что 
наблюдалось ранее нами и другими авторами 
для различных комплексов ароматических мо-
лекул ([19] и ссылки в ней).

Как следует из рис. 5, основной стабили-
зирующий гетерокомплексы TPT-БАС вклад 
по абсолютной величине изменения энергии 
Гиббса дают гидрофобные взаимодействия 
ΔGhyd. Однако наиболее важный, на наш взгляд, 
результат, заключается в том, что из всех рас-
считанных термов именно ряд стабильности 
систем TPT-БАС по значениям гидрофоб-
ной энергии (DAU→EB→FMN→CAF→NMD) 
оказывается идентичным ряду равновесных 
констант гетероассоциации (отметим, что PF 
должен быть исключен из такого сравнения 
вследствие дополнительной стабилизации ге-
терокомплекса H-связью (табл.)). Следователь-
но, различие в стабильности систем TPT-БАС 
определяется именно гидрофобным факто-
ром. Этот результат указывает направление, 
в котором следует производить направлен-
ный синтез производных TPT и БАС с целью 
максимизации/минимизации эффективности 
их комплексообразования в физиологическом 
растворе.

Таким образом, в настоящей работе впер-
вые исследована гетероассоциация антибиоти-
ка топотекана с ароматическими биологически 
активными соединениями: кофеином, бромис-
тым этидием, профлавином, дауномицином, 
флавин-мононуклеотидом и никотинамидом. 
Получены равновесные константы гетероассо-
циации, индуцированные химические сдвиги 
протонов БАС в составе комплексов, рассчита-
ны пространственные структуры 1 : 1 гетеро-
комплексов и составляющие полной энергии 
Гиббса реакций комплексообразования, от-
ветственные за вклад различных физических 
факторов в энергетику гетероассоциации.

Установлено, что комплексообразование 
TPT-БАС носит характер стэкинга хромофо-
ров, дополнительно стабилизируемого в слу-
чае PF межмолекулярной водородной связью; 
доминирующими в энергетике комплексо-
образования TPT-БАС являются гидрофоб-
ные взаимодействия; ряд стабильности систем 
TPT-БАС по константам гетероассоциации 
(DAU→EB→FMN→CAF→NMD) идентичен 
величине гидрофобного вклада.

Полученные результаты предоставляют 
всю необходимую информацию для последую-
щего количественного анализа действия аро-
матических БАС на связывание TPT с ДНК в 
трехкомпонентных системах TPT-БАС-ДНК.

вивченнЯ методом 
1н ЯмР-спектРоскопії 
комплексоутвоРеннЯ 
аРоматичних біологічно 
активних сполук з 
антибіотиком топотеканом

А. о. Мосунов, в. в. Костюков, 
М. П. Євстигнєєв

Севастопольський національний 
технічний університет, Україна;
e-mail: max_evstigneev@mail.ru

У роботі з використанням даних 1H ЯМР-
спектроскопії проведено аналіз гетероасоціації 
антибіотика топотекану (TPT) з ароматични-
ми біологічно активними сполуками (БАС): 
кофеїном, мутагенами бромистим етидієм і 
профлавіном, антибіотиком дауноміцином, 
вітамінами флавінмононуклеотидом і 
нікотинамідом. Одержано рівноважні кон-
станти гетероасоціації і індуковані хімічні 
зсуви протонів БАС у складі комплексів. 
Встановлено, що комплексоутворення TPT-
БАС має характер стекінга хромофорів, який 
додатково стабілізується у разі профлавіна 
міжмолекулярним водневим зв'язком. Прове-
дено розрахунок основних складових вільної 
енергії Гіббса реакції комплексоутворен-
ня, виділено чинники, які стабілізують та 
дестабілізують гетерокомплекси молекул.

К л ю ч о в і  с л о в а: топотекан; гетеро-
асоціація; стекінг; вільна енергія Гіббса.

StudieS by meanS of 1H nmR 
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Sevastopol National Technical University, Ukraine;
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S u m m a r y

The analysis of heteroassociation of antibiotic 
topotecan (TPT) with aromatic biologically active 
compounds (BAC): caffeine, mutagens ethidium 
bromide and proflavine, antibiotic daunomycin, 
vitamins flavin-mononucleotide and nicotinamide, 
has been carried out in the work using 1H NMR 
spectroscopy data. The equilibrium constants of 
heteroassociation and induced chemical shifts of 
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the protons have been obtained in the complexes 
with BAC. It is found that the complex forma-
tion TPT-BAC has the nature of stacking of the 
chromophores, additionally stabilized in the case 
of proflavine by intermolecular hydrogen bond. 
Calculation of the basic components of the Gibbs 
free energy of the complexation reactions is carried 
out, and the factors which stabilize and destabilize 
the heterocomplexes of molecules are revealed.

K e y  w o r d s: topotecan; heteroassociation; 
stacking; Gibbs free energy.
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