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Раннее обнаружение и восстановление поврежденной ДНК имеет важное значение для 
функционирования и выживания клеток. Недавно предложенный механизм формирова-
ния внутринуклеосомных петель предполагает релаксацию сверхспирализации ДНК, 
накопленной при транскрипции через поврежденный хроматин. На степень спирализа-
ции ДНК влияют механические свойства и структура двойной спирали. В данной работе 
мы исследовали влияние введения однонитевого разрыва на механические свойства 
фрагмента ДНК методом молекулярной динамики. Был сделан вывод о том, что введе-
ние однонитевого разрыва приводит к снижению жесткости и повышению эластичности 
поврежденной, по сравнению с интактной, молекулы ДНК, что может привести к осла-
блению сверхспирализации дефектной ДНК и к остановке фермента РНК-полимеразы.
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Генетический материал клетки находится под 
постоянным воздействием факторов внешней 
и внутренней среды, приводящим к возникнове-
нию повреждений в структуре ДНК. Для устране-
ния образующихся нарушений в клетке существу-
ют процессы репарации ДНК, однако в случае их 
некорректной работы может происходить нако-
пление нарушений, ведущее к развитию различ-
ных патологий – тяжелых нарушений метаболиз-
ма, онкологических и сердечно-сосудистых 
заболеваний [1, 2]. Чаще всего при повреждении 
молекулы ДНК наблюдается образование однони-
тевых разрывов. Они могут возникать ежедневно 
в огромных количествах в результате спонтанного 
гидролиза ковалентных связей либо вследствие 
воздействия активных форм кислорода [3].

Раннее обнаружение и восстановление по-
врежденной ДНК имеет важное значение для 
функционирования и выживания клеток. Соглас-
но проводимым в последнее время исследовани-
ям, организация ядерной ДНК в хроматин [4, 5] 
может изменять процесс поиска повреждений 
ферментами системы репарации. Новые данные 
свидетельствуют о существовании хроматин-спе-
цифического механизма, позволяющего обнару-
живать одиночные разрывы нематричной цепи 
ДНК при транскрипции ферментом РНК-поли-
меразой (РНКП). Было показано [6, 7], что оди-
ночные разрывы нематричной цепи ДНК способ-
ны приводить к нуклеосом-специфичной 
остановке РНКП Escherichia coli после преодоле-
ния ферментом участка разрыва, на расстоянии 

порядка 7–12 п.н. от него. В одной из работ [6] 
была определена периодичность остановок РНКП 
в положениях: (+24), (+34) и (+44) нуклеосомной 
ДНК. Была выдвинута гипотеза о том, что причи-
ной подобной остановки является формирование 
внутринуклеосомных петель [7]. Этот механизм 
предполагает релаксацию сверхспирализации 
ДНК, накопленной при транскрипции через по-
врежденный хроматин. На эффективность релак-
сации сверхспирализации ДНК влияют механиче-
ские свойства и структура двойной спирали. 
Однако для лучшего понимания процессов репа-
рации и транскрипции необходимы структурные 
данные, в отсутствие которых хорошо зарекомен-
довало себя моделирование системы in silico. 
В данной работе методом молекулярной динами-
ки (МД) исследовалось влияние введения однони-
тевого разрыва на механические свойства фраг-
мента ДНК.

Материалы и методы
Все МД-расчеты для выполнения задачи по 

оценке влияния введения однонитевого разрыва 
на механические свойства ДНК проводились с ис-
пользованием программного пакета Gromacs 4.6.5 
[8] и силового поля Amber99sb-ildn [9].

Расчет траекторий проводился в NPT-
ансамбле при температуре 300°К (термостат Бе-
рендсена) и изотропном давлении 1 бар (баростат 
Берендсена); использованная модель воды – 
SPC-E [10]. Для потенциалов Леннарда-Джонса 
[11], для расчета электростатических взаимодей-
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ствий использовался метод PME (particle mesh 
Ewald) [12]. В обоих случаях радиус отсечки соста-
вил 1,8 нм. Шаг интегрирования – 1 фс.

Создание моделей исследуемых структур фраг-
мента ДНК без однонитевого разрыва и с однони-
тевым разрывом. Для исследования влияния вве-
дения однонитевого разрыва на механические 
свойства ДНК была использована та же модель-
ная (20 п.н.) последовательность ДНК из 603 ну-
клеосом-позиционирующей последовательности 
(НПП), что и в соответствующей работе [6]. Од-
нонитевой разрыв был введен в (+12)-положение 
цитозина (С) нематричной цепи ДНК [6]: 

Последовательность матричной цепи: 
3’-GGGCCACAGAGGCGGGCGGA-5’.

Последовательность нематричной цепи: 
5’-CCCGGTGTCTCCGCCCGCCT-3’.

Структура для проведения вычислительных 
экспериментов была построена в программе 
UCSF Chimera [13]. Введение однонитевого раз-
рыва производилось нарушением ковалентной 
связи сахарофосфатного остова между кислоро-
дом дезоксирибозы гуанина и фосфором фосфат-
ной группы цитозина нематричной цепи. Введе-
ние однонитевого разрыва никазами in vivo 
сопровождается гидролизом, в результате чего 
образуются – OH-группа на дезоксирибозе гуа-
нина и OH-группа на фосфатной группе цитози-
на. Аналогичная модификация остатков была 
произведена для исследуемой in silico структуры 
с однонитевым разрывом.

Оценка влияния введения однонитевого разрыва 
на жесткость ДНК. Для подготовки структур 
к проведению управляемой МД системы релакси-
ровались: были проведены расчеты равновесной 
молекулярной динамики исследуемых структур 
ДНК в водном растворе с физиологической кон-
центрацией ионов Na+ и Cl- в течение 500 пс без 
баростата, и в течение 3 нс с баростатом. Роль 
двухвалентных ионов не исследовалась. Параме-
тры расчетной ячейки: размер – 6,0×15,0×6,0 нм; 
количество атомов – 53049 для интактной ДНК 
и 53057 для ДНК с однонитевым разрывом в поло-
жении +12 НПП; количество противоионов Na/Cl 
в системах – 87/49 и 86/49 соответственно. 

Расчет модулей Юнга растяжения сравнивае-
мых последовательностей ДНК производился 
с применением управляемой МД. Длины траекто-
рии составили 2 нс.

В ходе вычислительного эксперимента фикси-
ровалась верхняя пара азотистых оснований DG5 
и DC3, фиксация осуществлялась по трем коорди-
натам (x, y, z). Противоположному концу фрагмен-
та нуклеиновой кислоты (атомы фосфора цепи P19 
и P21) сообщалось ускорение, равное 6, 8, 10 нм/пс² 
по координате y, соответствующие приложенные 
силы равнялись 9, 12, 15 ккал/моль Å. 

Расчет модуля растяжения производился по 
формуле:

= ⋅
∆

0

0
 ,

LF
E

A L  
(1)

где F – сила, приложенная к концу цепи (в Нью-
тонах), A0 – поверхность приложения силы (анг-
стрем), L0 – начальное расстояние между центра-
ми масс концевых пар атомов фосфора (нм), 
ΔL – относительное удлинение соответствующего 
расстояния (нм). 

Оценка влияния введения однонитевого разрыва 
на характер стэкинг-взаимодействий в области 
разрыва ДНК. Были проведены расчеты равновес-
ной МД структур интактной ДНК и ДНК с одно-
нитевым разрывом в водном растворе с физиоло-
гической концентрацией ионов Na+ и Cl- в 
течение 500 пс без баростата, и в течение 3 нс с ба-
ростатом. Параметры расчетной ячейки: размер – 
5,7×9,4×5,6 нм; количество атомов – 28693 для 
интактной ДНК и 25878 для ДНК с однонитевым 
разрывом в положении +12 НПП; количество 
противоионов Na/Cl в системах – 65/27 и 64/27 
соответственно. Длина траекторий составила 
20 нс. Расчет параметров подвижности для сосед-
них нуклеотидных пар производился с использо-
ванием программы 3DNA (http://x3dna.org)  
[14–16] на основании координат, полученных из 
траекторий молекулярной динамики.

Оценивались следующие параметры соседних 
нуклеотидных пар:

1) Сдвиг вдоль оси x, Dх;
2) Сдвиг вдоль оси y, Dy;
3) Сдвиг вдоль оси z, Dz;
4) Угол наклона между плоскостями соседних 

пар нуклеотидов, r;
5) Угол наклона между плоскостями соседних 

пар нуклеотидов, p;
6) Угол «закручивания» между плоскостями 

соседних пар нуклеотидов, w.

Результаты и обсуждение
Для оценки влияния однонитевого разрыва на 

механические свойства фрагмента ДНК был при-
менен разработанный нами ранее подход [17], 
изучали параметры жесткости и гибкости. 

Жесткость оценивали с применением управ-
ляемой МД. В этом методе на отдельные атомы 
системы налагается дополнительный потенциал, 
который сообщает ускорение по определенным 
степеням свободы. График зависимости расстоя-
ний между центрами масс пар атомов фосфора на 
траектории молекулярной динамики для ускоре-
ния 10 нм/пс² приведен на рис. 1. Он показывает, 
что в начале управляемой динамики структуры 
ведут себя аналогичным образом до достижения 
расстояния между концевыми фосфатами 
~6,5 нм. Предположительно, к этому моменту из-
менение стэкинг-взаимодействий доходит до ну-
клеотидных пар, соседних с однонитевым  
разрывом, и структуры начинают вести себя по-
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разному. Во всех случаях при приложении уско-
рения структура ДНК с однонитевым разрывом 
растягивалась быстрее, чем аналогичная интакт-
ная структура, что свидетельствует в пользу 
меньшей жесткости структуры ДНК с одноните-
вым разрывом. Это подтверждается расчетными 
данными модуля Юнга: (3,0±0,05)×109 Па – для 
интактной ДНК, (1,8±0,08)×109 Па – для ДНК 
с однонитевым разрывом. Для расчета модуля 
упругости использовались участки траектории, 
соответствующие изменениям длин структуры 
в диапазоне 6,5–7,5 нм.

Для оценки влияния введения однонитевого 
разрыва на гибкость фрагмента ДНК определяли 
параметры стэкинг-взаимодействий между сосед-
ними парами нуклеотидов фрагмента ДНК. Дан-
ный подход широко используется для оценки гиб-
кости ДНК [15, 18–19]. 

Проводилась оценка изменений следующих 
параметров из координат траекторий (рис. 2). Ос-
новным параметром для оценки гибкости являет-
ся угол наклона между соседними парами нуклео-
тидов между плоскостями комплементарных пар 
вдоль оси у (Roll) [15, 18–19]. Мы также обратили 

Рис. 1. График зависимости расстояний между центрами масс пар атомов фосфора на траектории управляемой молекулярной 
динамики. По оси x – шаг траектории (нс), по оси y – расстояние между центрами масс пар атомов Р (нм).

Рис. 2. Рассчитанные параметры стэкинг-взаимодействий нуклеотидных пар. Cлева – данные для интактной структуры ДНК, 
справа – для ДНК с однонитевым разрывом, вертикальные выделенные стрелками блоки – соседние с однонитевым разрывом 
нуклеотидные пары. По оси y – значение смещения (в Å – для значений сдвига, в градусах – для углов наклона и «закручива-
ния»). По оси x – порядковый номер соседних нуклеотидных пар. Доверительный интервал представляет собой стандартное от-
клонение рассчитанной величины на траектории.
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внимание на угол наклона между плоскостями 
комплементарных нуклеотидных пар вдоль оси х 
(Tilt), и на угол поворота в плоскости комплемен-
тарных пар (Twist) (выделены горизонтальным 
блоком на рис. 2). Интерес представляет величина 
стандартного отклонения исследуемого параме-
тра, так называемый «объем конформационного 
пространства» [20], в котором исследуемая пере-
менная (величина угла) находится большую часть 
времени (рис. 3). 

Из полученных графиков (рис. 2, 3) следует, 
что отношение отклонений параметров стэкинг-
взаимодействий участков ДНК с однонитевым 
разрывом от соответствующих показателей ДНК 
без разрыва лежат в пределах 0,8–1,2 для ротаци-
онных и трансляционных степеней свободы. Зна-
чимых различий в поведении структур с однони-
тевым разрывом и без разрыва в ходе данного 
вычислительного эксперимента не выявлено. Это 
может быть связано с тем, что параметры стэ-
кинг-взаимодействий в силовых полях, использу-
емых в молекулярной динамике, существенно пе-
реоценены [21]. Таким образом, использование 
управляемой МД, где стэкинг-взаимодействия 
нарушаются за счет приложения силы, имеет пре-
имущество, так как способно выявить различие 
в поведении систем с однонитевым разрывом и 
без него, в отличие от равновесной МД. Ранее мы 
исследовали методами равновесной и управляе-
мой МД молекулярные модели фрагментов ДНК 

с оценкой модуля Юнга растяжения, а также про-
водили сравнение поведения систем с экспери-
ментальными данными [17]. В работе были  
продемонстрированы адекватное поведение  
молекулярно-динамических систем, совпадение 
порядковых значений расчетных данных с экспе-
риментальными [22–24] и сопоставимость ре-
зультатов расчетов с литературными данными 
[25], свидетельствующие в пользу адекватности 
МД-моделей комплексов ДНК и информативно-
сти использованного подхода, что послужило ос-
нованием для его использования к проведению 
расчетов и построению МД-систем для исследо-
ваний других объектов ДНК, в том числе с белка-
ми в физиологическом ионном окружении.

Ионное окружение играет важную роль 
в функционировании ДНК-белковых комплексов 
в клетке. В частности, двухвалентные катионы 
способствуют компактизации хроматина [26, 29]. 
Взаимодействие между ионами двухвалентных 
металлов и ДНК было изучено нами ранее в си-
стеме с нуклеосомой [27] и с ДНК-связывающим 
белком прокариот Dps [28]. Мы показали, что за-
ряды на ДНК эффективно экранированы белка-
ми на границе взаимодействия белок–ДНК. По-
явление одноцепочечного разрыва не изменит 
общего числа и расположения зарядов на ДНК по 
сравнению с интактной ДНК. Таким образом, 
ожидается, что влияние двухвалентных ионов на 
жесткость ДНК в обеих системах будет схожим 

Рис. 3. Нормализованные значения стандартного отклонения параметров стэкинг-взаимодействий нуклеотидных пар. По оси 
x – нуклеотидные пары, по оси y – значения нормализованных по интактной ДНК стандартных отклонений параметров стэ-
кинг-взаимодействий нуклеотидных пар.
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и повлияет лишь на абсолютную величину, но не 
на относительное изменение механических ха-
рактеристик ДНК.

В результате анализа полученных данных 
можно сделать вывод о том, что введение однони-
тевого разрыва приводит к снижению жесткости 
и повышению эластичности молекулы ДНК с од-
нонитевым разрывом, по сравнению с интактной 
ДНК. Это может привести к релаксации сверхспи-
рализации дефектной молекулы, связанной с ну-
клеосомой, и к остановке фермента РНКП в про-
цессе транскрипции. Биологические процессы, 
связанные с ферментативным прочтением ДНК, 
характеризуются динамическим поведением двой-
ной спирали, зависящим от первичной последова-
тельности ДНК и «ненарушенности» связей между 
остатками. Таким образом, релаксация сверспира-
лизации может играть одну из ключевых ролей для 
осуществления транскрипции и преодоления ну-
клеосомных барьеров [30–32]. 

Безусловно, механическая роль релаксации 
ДНК имеет важное биологическое значение для 
процессов транскрипции и репликации ДНК. 
В связанных с функционированием ДНК динами-
ческих процессах, приводящих к накоплению не-
скомпенсированной сверхспирализации ДНК, 
может происходить ее релаксация по местам раз-
рывов и восстановление ненапряженной конфор-
мации ДНК благодаря изменению ее механиче-
ских свойств в местах разрывов. 

Вычисления произведены с использованием 
суперкомпьютерного комплекса МГУ имени 
М.В. Ломоносова [33]. Работа выполнена при фи-
нансовой поддержке Российского научного фонда 
(проект № 19-74-30003).

Исследования выполнены без использования 
животных и без привлечения людей в качестве ис-
пытуемых. Авторы заявляют об отсутствии кон-
фликта интересов.
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Investigation of the effect of a single-strand break on the mechanical 
parameters of DNA by molecular dynamics method

O.I. Volokh, G.A. Armeev, E.S. Trifonova, O.S. Sokolova*

Department of Bioengineering, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University,  
Leninskiye Gory 1–12, Moscow, 119234, Russia

*e-mail: sokolova@mail.bio.msu.ru

Early detection and repair of damaged DNA is important for cell functioning and survival. The 
recently proposed mechanism of intra-nucleosome loop formation suggests relaxation of DNA 
supercoiling accumulated during transcription through damaged chromatin. The degree of DNA 
relaxation is affected by the mechanical properties and structure of the double helix. In this 
paper we investigated the consequences of the introduction of a single-stranded break on the 
mechanical properties of a DNA fragment by molecular dynamics. It was concluded that the 
introduction of a single-stranded break leads to decreased stiffness and higher elasticity of the 
damaged DNA molecule as compared to the intact one. This, in turn, may lead to relief of the 
supercoiling of the defective DNA and arrest of the enzyme.

Keywords: DNA, molecular dynamics, Young modulus, single-stranded break, stiffness, elasticity
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