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Работа посвящена изучению компактизации ДНК на нуклеосомном уровне. Взаи-

модействие ДНК с гистонами влияет на протекание ключевых процессов репликации и 

транскрипции. Такое взаимодействие в общем случае может быть охарактеризовано ве-

личиной свободной энергии связывания. В данной работе рассчитывалось изменение 

свободной энергии связывания в процессе отворачивания ДНК от гистонового ядра ну-

клеосомы. Расчёты проводились методом MM/PBSA. Рассчитанные профили хорошо 

согласуются с экспериментальными данными из литературных источников. Полученные 

результаты свидетельствуют о применимости методики для изучения влияния посттран-

сляционных модификаций гистонов и гистоновых вариантов на энергетику нуклеосом, 

что важно для понимания механизмов регуляции транскрипции в хроматине.
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В клетках эукариот геномная ДНК организо-

вана в хроматин. Элементарной повторяющейся 

единицей хроматина является нуклеосома, представ-

ляющая собой ~145–147 нуклеотидных пар (н.п.) 

ДНК, обвивающих гистоновый октамер около 1,7 раз. 

Белковая часть нуклеосомы имеет вид цилиндра 

(радиус 65 Å, высота 60 Å) и состоит из четырёх 

димеров гистонов: H2A-H2B, H3-H4. Наматывание 

ДНК на нуклеосомы приводит к компактизации 

линейных размеров ДНК в 6–7 раз, что приводит 

к возникновению физических препятствий для взаи-

модействия ДНК с различными белковыми факто-

рами. Регуляция плотности упаковки, а, следователь-

но, и доступности ДНК, может осуществляться при 

помощи гистоновых шаперонов и факторов ремо-

делирования хроматина путём введения посттран-

сляционных модификаций гистонов или измене-

ния гистонового состава [1]. Несмотря на плотную 

упаковку, для нуклеосом характерны высокочастот-

ные тепловые движения и крупномасштабные кон-

формационные переходы; примером такой под-

вижности является частичное отделение концевых 

участков ДНК от нуклеосом – “дыхание”, что го-

ворит о меньшей энергии связывания этих участ-

ков ДНК с гистонами. Таким образом, нуклеосома 

является стабильным, но в то же время динамич-

ным комплексом, обеспечивающим помимо ком-

пактизации генетического материала ещё и регу-

ляцию экспрессии генов.

Нуклеосомы соединены между собой участками 

линкерной ДНК длиной приблизительно 50 н.п. 

Формированию более плотной укладки ДНК (на-

пример, 30-нанометровой фибриллы) способствует 

гистон H1, взаимодействующий с ДНК в местах её 

входа и выхода из октамера гистонов.

Существует ряд экспериментальных методов для 

оценки энергии ДНК-гистоновых взаимодействий. 

Первые кристаллографические исследования рас-

сматриваемых взаимодействий выявили следующее 

расположение наиболее сильных контактов: сим-

метричные относительно диадной оси положения 

±5 н.п. и ±36 – ±46 н.п. [2]. Экспериментальные 

методы не позволяют оценить энергию взаимо-

действия нуклеосомной ДНК с октамером гистонов 

через измерение равновесных концентраций сво-

бодной ДНК и нуклеосом [3], однако существуют 

методы для прямого измерения профиля энергии 

взаимодействия отдельных участков ДНК с гисто-

нами. Одними из наиболее интересных примеров 

являются эксперименты по силовому растягиванию 

одиночных нуклеосом при помощи оптического 

пинцета [4]. 

Экспериментально наблюдаемые ступенчатые 

удлинения нуклеиновой кислоты при растягивании 

описываются трёхстадийной моделью [2]. Согласно 

этой модели, в начале воздействия внешний виток 

ДНК может быть обратимо отделён, дальнейшее 

удлинение требует преодоления энергетического 

барьера и приводит к необратимому скручиванию 

внутреннего витка ДНК. На последней стадии ок-

тамер полностью отделяется от ДНК. 

Несмотря на то, что октамер гистонов счита-

ется довольно стабильным, не до конца ясно, что 

происходит с ним в ходе силового разворачива-
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ния. Началу отворачивания нуклеиновой кислоты 

мешает её взаимодействие с N-концом (H3) и 

C-концом (H2A), в то время как N-концы (H2A, 

H2B, H4) препятствуют процессу отворачивания 

на поздних стадиях. Так, в исследованиях методом 

молекулярной динамики (МД), контакты ДНК-гис-

тоны (в случае нуклеосом с гистоновыми хвостами) 

оказались прочнее, чем межгистоновые [5]. Иссле-

дования, выполненные методом Фёрстеровского 

резонансного переноса энергии от одиночных мо-

лекул (spFRET), продемонстрировали мобильность 

гистонового кора, способного разбираться с потерей 

димера H2A-H2B и даже тетрамера (H3-H4)
2
 [6]. 

Помимо прочего, в экспериментах, совмещающих 

в себе spFRET и оптический пинцет, было показа-

но, что гибкость ДНК зависит от нуклеотидной 

последовательности [6]. 

Подвижность нуклеосомы и гистоновых хво-

стов, малые размеры объекта вносят затруднения 

при проведении экспериментальных исследований, 

которые отличаются высокой сложностью. В связи 

с этим методы компьютерного моделирования для 

оценки энергии взаимодействия ДНК с гистонами 

являются весьма перспективной альтернативой 

таким экспериментам.

В литературе описан ряд методов для теорети-

ческой оценки энергетики взаимодействия ДНК-

гистоны. Однако они не лишены ряда приближений 

и допущений. В общем случае, прочность связы-

вания комплекса лиганд-рецептор (ДНК-гистоны) 

определяется свободной энергией связывания, ΔG
bind

. 

Эту энергию можно оценить, повторив эксперимент 

по растягиванию нуклеосом методом молекулярной 

динамики (МД) путём приложения внешних сил 

к концевым участкам ДНК [5]. В ранее проведен-

ных экспериментах было выявлено пять стадий 

процесса отворачивания ДНК и два основных 

энергетических барьера в областях 70 и 45 н.п. от-

носительно диадной оси.

Проводить оценку энергии взаимодействий 

можно как с помощью метода термодинамического 

интегрирования на основе полноатомных силовых 

полей, так и с помощью эмпирических огрублен-

ных моделей. Но для полноатомного моделирова-

ния требуется произвести очень большое число 

вычислений, а использование огрублённых моде-

лей не дает желаемой точности. 

В данной работе для расчета энергетики про-

филя отворачивания ДНК от гистонового ядра нами 

был использован метод MM/PBSA (Molecular Me-

chanics/Poisson-Boltzmann Surface Area) [7]. Дан-

ный метод комбинирует полноатомные модели 

нуклеосомы с полевыми моделями растворителя, 

что позволяет проводить расчёты с адекватной точ-

ностью за разумное время. Рассчитанные профили 

согласуются с ранее полученными эксперименталь-

ными данными, что указывает на применимость 

подхода для решения следующего уровня биоло-

гических задач, например, оценки влияния пост-

трансляционных модификаций гистонов на энер-

гетические профили процесса откручивания ДНК 

от нуклеосомы.

Материалы и методы

В методе MM/PBSA ΔG
bind

 имеет следующий 

вид: 

ΔG
bind

 = <G
PL

> – <G
P
> – <G

L
>.

Свободная энергия систем (P-гистоны, L-ДНК, 

или PL-нуклеосома) определена как:

G = E
bnd

 + E
el

 + E
VdW

 + G
pol

 + G
np

 – TS,

где E
bnd

 – энергия связей, валентных и двугранных 

углов, E
el

 – электростатических взаимодействий, 

E
VdW

 – Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий; G
pol

 

и G
np 

– полярный и неполярный вклады в свобод-

ную энергию сольватации, TS – энтропийный 

компонент. 

При использовании MM/PBSA нужно учиты-

вать следующие особенности метода. Во-первых, 

расчёт электростатического потенциала по Пуас-

сону-Больцману не позволяет учитывать ряд эф-

фектов, в частности, адсорбцию ионов на ДНК. 

Во-вторых, в методе используются следующие тер-

модинамические приближения: не учитывается кон-

формационная энтропия комплекса (в связи с боль-

шой погрешностью вычисления энтропии методом 

нормальных мод этот вклад часто опускается), не 

учитываются эффекты, связанные с присутствием 

молекул воды на интерфейсе взаимодействия ДНК 

с гистонами. 

Для проведения исследования на основе крис-

таллической структуры нуклеосомы из базы данных 

PDB с индексом 1kx5 [8] были созданы модельные 

системы в полноатомном приближении. У исходной 

структуры нуклеосомы были удалены подвижные 

гистоновые хвосты [9] и откручена ДНК (от 5 до 

40 н.п. с шагом в 5 н.п.), как показано на рисунке, А. 

Далее для данных систем проводилось моделиро-

вание методом молекулярной динамики, что позво-

ляло получить ансамбли различных конформаций 

исходных структур. Для этого системы помеща-

лись в прямоугольные расчётные ячейки, с учётом 

того, что наименьшее расстояние от нуклеосомы 

до одной из её граней должно быть не менее 1 нм. 

Свободное пространство ячейки заполнялось мо-

лекулами воды (модель TIP3P), ионами натрия и 

хлора в концентрации 150 мМ. Для предотвраще-

ния краевых эффектов были использованы перио-

дические граничные условия. Чтобы привести сис-

темы к термодинамическому равновесию была 

проведена минимизация потенциальной энергии 

методом наискорейшего спуска. Дальнейшее урав-

новешивание системы производилось по описан-

ной ранее методике [10]. Для термостатирования 

расчетной ячейки применялся модифицированный 

термостат Берендсена со стохастической прибав-

кой, причём вода и молекулы термостатировались 
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раздельно. В качестве баростата был использован 

изотропный баростат Паринелло-Рамана. Далее про-

водилось вычисление траекторий движения атомов 

длительностью от 1 до 5 нс. Стабильность систем 

оценивалась методом расчёта наименьшего сред-

неквадратичного отклонения структуры по траек-

тории (RMSD). 

Моделирование проводилось с использованием 

силового поля AMBER99SB-BSC0 [11], интегри-

рование проходило с помощью метода leap-frog 

c шагом 1 фс. Электростатические взаимодействия 

учитывались при помощи метода PME (шаг решётки 

1 Å, радиус обрезания взаимодействий в прямом 

пространстве 1 нм, интерполяция кубическая). 

Для учёта Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий 

использовался радиус обрезания в 1 нм с плавным 

выравниванием потенциала на границе обрезания. 

Расчёты проводились в программе Gromacs [12]. 

Для визуализации моделей применялась программа 

VMD [13].

Результаты и обсуждение

В ходе работы были созданы и уравновеше-

ны модельные нуклеосомные системы в воде 

с отвёрнутыми нуклеотидными парами (от 5 до 40 

с шагом 5 н.п.) с двух сторон (условно названные 

R и L) (рисунок, А). Методом молекулярной дина-

мики были рассчитаны траектории движения 

атомов (длиной от 1 до 5 нс). При помощи метода 

MM/PBSA были построены энергетические про-

фили процесса отделения ДНК (рисунок, Б), со-

гласующиеся с экспериментальными данными, 

полученными на одиночных нуклеосомах [14]. 

Форма теоретических кривых хорошо совпа-

ла с экспериментальными данными (рисунок, Б). 

Разница в абсолютных значениях свободной энер-

гии связывания объясняется особенностями рас-

чёта электростатического вклада в методе MM/PBSA 

(который определён с точностью до константы). 

Данное замечание верно и для полученных вкладов 

различных энергетических компонент в энергию 

связывания. При расчёте энергии взаимодействия 

ДНК с гистонами по исходным неуравновешен-

ным структурам был показан сильно завышен-

ный вклад Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий, 

что связано со значительными стерическими пе-

рекрываниями в моделях и подтверждает необ-

ходимость использования траекторий молеку-

лярной динамики. Однако с увеличением длины 

траектории (от 1 до 5 нс) точность метода с учё-

том погрешности измерений не увеличивалась 

на сопоставимо значимые значения. Таким об-

разом, можно сделать вывод, что для соблюде-

ния баланса между затрачиваемым на расчёты 

временем и точностью полученных результатов 

можно ограничиться траекторией длиной в 1 нс.

Помимо расчёта профиля свободной энергии 

для собранной нуклеосомы был также произве-

ден аналогичный расчёт для гексасомы – нуклео-

сомы без димера гистонов H2A-H2B (отворачива-

ние производили с противоположной удаленным 

гистонам стороны). Интересно, что кривая, полу-

ченная для этого расчёта, лучше соответствует 

экспериментальным значениям. Можно предполо-

жить, что в эксперименте участвовали не только 

нуклеосомы, но и гексасомы, ведь гистоны H2A-H2B 

способны к спонтанной обратимой диссоциации. 

Данное предположение верно лишь в том случае, 

если погрешность метода невелика. Действитель-

но, дисперсия рассчитанных по траекториям ве-

личин свободной энергии мала относительно аб-

А.К. Грибкова и др.
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солютных величин, но она, по всей видимости, и 

не может быть напрямую использована для оценки 

погрешности метода. Эту оценку можно произвести 

иначе. Нуклеосома обладает псевдосимметричной 

структурой относительно диадной оси. В данной 

работе использовалась структура 1KX5 с палиндром-

ной (относительно диадной оси) ДНК. Таким обра-

зом, профили свободной энергии при отворачивании 

ДНК с разных сторон должны совпадать, однако 

соответствующие вычисленные профили отлича-

ются друг от друга (рисунок, Б). Разница между 

профилями может служить мерой погрешности 

метода. Различия в энергии для разных сторон 

ДНК можно объяснить тем, что расчёта коротких 

траекторий молекулярной динамики недостаточно 

для полного исследования конфигурационного про-

странства вблизи начальной структуры. Помимо 

этого, гистоновые хвосты были удалены не полно-

стью (не до первых элементов вторичной структу-

ры), а согласно обычным позициям их удаления 

в экспериментах. Оставшиеся короткие участки 

гистоновых хвостов конформационно лабильны и 

приводят к “зашумлению” рассчитанного профиля 

свободной энергии при использовании расчётных 

траекторий небольшой длины.

Таким образом, мы показали, что разработан-

ная методика позволяет исследовать профили энер-

гии связывания ДНК с гистонами в различных 

нуклеосомных интермедиатах, образуемых при от-

кручивании ДНК от гистонвого ядра. Данная ме-

тодика может быть использована для изучения 

влияния посттрансляционных модификаций гисто-

нов и гистоновых вариантов на энергетику нуклео-

сом, что важно для понимания механизмов регу-

ляции транскрипции в хроматине.

Работа выполнена при финансовой поддержке 

Российского научного фонда (проект № 14-24-00031, 

соглашение № 14-24-00031-п).
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The present study contributes to the understanding of DNA compaction in cell nucleus at 

the nucleosomal level. The interactions between DNA and histones can be described in terms of 

a free energy profile, DNA binding affects key processes of cell life including replication and 
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transcription. MM/PBSA method was used to calculate free energy profile during DNA unwrap-

ping from histone octamer. Our results are in good agreement with experimental data published 

earlier. The developed approach can be applied to study the effects of post-translational modifi-

cations of histones and histone variants on nucleosome stability, which is important for under-

standing the mechanisms of transcriptional regulation in chromatin.

Keywords: nucleosomes, chromatin, molecular dynamics, MM/PBSA, free energy calculations, 

DNA, histones
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