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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ АКРИДИНОВОГО КРАСИТЕЛЯ 
С ДЕЗОКСИТЕТРАНУКЛЕОТИДАМИ РАЗЛИЧНОЙ 
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ОСНОВАНИЙ 
В ВОДНОМ РАСТВОРЕ 

Рассмотрено комплексообразование акридинового красителя профлавина с самокомпле-
ментарными дезокситетрарибонуклеозидтрифосфатами 5f-d(GpCpGpC), в'-d(CpGpCpG), 
5'-cl(ApCpGpT), 5'-d(ApGpCpT) в водном растворе на основе данных одномерной и 
двухмерной 1H-ЯMP-спектроскопии. Двухмерная р.омоядерная Π МР-спектроскопия 
(2M-COSY и 2M-NОESY) использована для полного отнесения сигналов протонов мо-
лекул в растворе и для качественного определения характера взаимодействия профла-
вина с тетрануклеотидами. Проанализированы концентрационные зависимости про-
тонных химических сдвигов молекул. Рассмотрены различные схемы образования комп-
лексов красителя с тетрануклеотидами и выявлены модели, адекватные эксперимен-
тальным данным для различных нуклеотидных последовательностей. 

Введение. Известно, что многие биологически активные ароматические 
вещества — антибиотики, канцерогены, мутагены оказывают свое дей-
ствие главным образом путем связывания с ядерной ДНК. При этом 
ароматические лиганды нарушают матричный синтез и, как следствие, 
приводят к изменению метаболических процессов в клетке. Соответст-
вующие теории взаимодействия, особенно интеркаляционная модель, 
внесли существенный вклад в понимание биологических свойств и ха-
рактера связывания низкомолекулярных ароматических веществ с нук-
леиновыми кислотами. Вместе с тем экспериментальные и теоретиче-
ские исследования закономерностей комплексообразования, структур-
ных особенностей комплексов ароматических лигандов с полимерными 
молекулами затруднены ввиду сложности строения макромолекул нук-
леиновых кислот и большого разнообразия мест связывания в поли-
мерной цепи. Более реальный путь — исследование взаимодействия аро-
матических молекул с самокомплементарными олигонуклеотидами, ко-
торые в первом приближении можно рассматривать как модельные си-
стемы нативных молекул нуклеиновых кислот. Известно, что аромати-
ческие лиганды проявляют специфичность взаимодействия с определен-
ными последовательностями азотистых оснований в нуклеотидной цепи. 
Так, антибиотик актиномицин D преимущественно взаимодействует с 
GC-сайтом, в то время как бромистый этидий и акридиновый краси-
тель профлавин встраиваются в участок дуплекса, имеющий пирими-
дин-пуриновую последовательность азотистых оснований [1—7]. Ука-
занная избирательность наблюдается уже при связывании лигандов с 
самыми короткими фрагментами нуклеиновых кислот — динуклеотид-
ными дуплексами. Исследования взаимодействия с более длинными са-
мокомплементарными олигонуклеотидами расширяют возможности изу-
чения процессов интеркаляции и делают более обоснованным перенос 
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выявленных свойств на полимерные молекулы нуклеиновых кислот. 
Для решения вопросов о селективности связывания ароматических ли-
гандов желательно проводить целенаправленные исследования, исполь-
зуя при этом специально синтезированные олигонуклеотиды, отличаю-
ЩИССЯ локализацией мест преимущественной посадки лиганда, нуклео-
тидными звеньями, фланкирующими выделенные сайты, а также чис-
лом таких сайтов в последовательности. Самыми короткими нуклеотид-
ными последовательностями, пригодными для таких исследований, яв-
ляются тетрануклеотиды, имеющие три потенциальных места интерка-
ляционного связывания. 

Наиболее полную информацию о характере образующихся комп-
лексов ароматических молекул с олигонуклеотидами дает рентгено-
структурный анализ [8]. Однако силы взаимодействия в кристалле, 
особенно при низкой гидратации, могут существенно отличаться от та-
ковых, действующих при комплексообразовании в растворе. Следует 
также учитывать, что кристалл представляет собой статическую струк-
туру, в то время как взаимодействие молекул в растворе имеет суще-
ственно динамический характер. Эффективным экспериментальным ме-
тодом исследования молекулярных комплексов в растворе является 
ЯМР-спектроскопия. Развитие в последнее время методик двухмерного 
ЯМР (2М-ЯМР) открыло дополнительные возможности для изучения 
механизма взаимодействия лигандов с олигонуклеотидами в растворе. 
В настоящей работе рассмотрены результаты исследования комплексо-
образовании типичного интеркалятора профлавина с самокомплемен-
тарными дезокситетрарибопуклеозидтрифосфатами 5'-d(CpGpCpG), 
5 '-d(GpCpGpC), 5'-d (ApCpGpT) и 5'-d(ApGpCpT) методом одно- и 
двухмерной ЯМР^Н-спектроскопии (500 МГц). Первый из тетрамеров 
содержит два CG-сайта, к которым профлавин проявляет специфич-
ность взаимодействия в дуплексе, второй и третий — имеют в центре по 
одному такому сайту, фланкированному с 5'- и З'-концов различными 
нуклеозидами. Последний тетрануклеотид не имеет ни одного сайта с 
пирпмндин-пуриповой последовательностью оснований. Вместе с тем, 
как показали исследования с динуклеотидами [7, 9], существует неко-
торая вероятность связывания и с пурин-пиримидиновой последователь-
ностью оснований в дуплексе, а при взаимодействии красителя с моно-
мером такие участки нуклеотидной цепи имеют преимущество по 
сравнению с другими. Анализ закономерностей взаимодействия про-
флавина с указанными тетрануклеотидами в растворе, влияния после-
довательности оснований нуклеотидной цепи на характер комплексо-
образования и структурные особенности комплексов различного вида 
сделан на основании экспериментальных концентрационных зависимо-
стей химических сдвигов необменивающихся протонов нуклеотидов и 
красителя. Для идентификации резонансов протонов в спектрах 1IІ-ЯМР 
смешанных растворов, а также для качественного определения мест 
связывания красителя с тетрануклеотидами использованы данные го-
моядерной корреляционной 2М-ЯМР спектроскопии (2M-COSY и 
2M-NOESY). 

Материалы и методы. Методика приготовления образцов и усло-
вия проведения эксперимента1 описаны в [10]. Дезокситетрануклеоти-
ды с заданной последовательностью оснований синтезированы компа-
нией «OSWEL DNA SERVICE» (Великобритания). Тетрануклеотиды и 
краситель профлавин («Sigma», США) трижды лиофилизовали из 
DsO с изотопной чистотой 99,95 % D («Sigma») и растворяли в дейте-
рировапном 0,1 M фосфатном буфере (pD 6,6). Все протонные спектры 
ЯМР измерены на импульсном спектрометре «JEOL GSX 500» с резо-
нансной частотой 500 МГц. Предварительно выполненное по данным 
2M-COSY и 2M-NOES^ полное отнесение сигналов протонов в спектрах 
тетрануклеотидов [10] позволило произвести отождествление спектров 
смешанных растворов. Спектры 2M-NOE растворов тетрануклеотидов 
с красителем использованы для выявления связей ядер молекул через 
пространство. 
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Результаты и обсуждение. Интерпретация спектров 2M-NOESY-
спектроскопии корреляции химических сдвигов с помощью гомоядерной 
кросс-релаксации в случае смешанных растворов позволяет в принци-
пе получать сведения о конформации олигонуклеотидов в комплексе с 
красителем и о межъядерных контактах взаимодействующих молекул. 
Достоинством NOE является то, что он дает возможность непосредст-
венно определять расстояние между протонами исходя из начальной 
скорости возрастания NOE. Отметим вместе с тем, что количественная 

интерпретация 2M-N0ESY, как показали исследования в [11], являет-
ся достаточно корректной лишь при регистрации NOE-спектра с време-
нами смешивания, не превышающими 100 мс. Только в этом случае 
можно считать эффективные времена корреляции межпротонных векто-
ров одинаковыми для всех взаимодействующих ядер и проводить рас-
чет межъядерных расстояний по соответствующим уравнениям для 
скорости кросс-релаксации двухспиновых систем. В реальных экспери-
ментальных условиях не всегда можно достигнуть требуемых интенсив-
ностей кросс-пиков между протонами интеркалирующего лиганда и 
нуклеотидов для надежного определения соответствующих расстояний и 
установления структуры комплексов. Однако даже в таких случаях 
спектры 2M-N0E позволяют получать важную информацию о возмож-
ных местах связывания лиганда с олигомером и делать выводы о кон-
формационном состоянии молекул. 

На рис. 1, 2 представлены 2M-N0E-cneKTpbi растворов профлавина 
с S^d(CpGpCpG) и S7-Ci(GpCpGpC). Наряду с кросс-пиками, характе-
ризующими внутримолекулярные взаимодействия ядер, в спектрах на-
блюдаются кросс-пики между отдельными протонами красителя и нук-
леозидов (связи между различными протонами показаны пунктирными 
линиями). В случае раствора профлавина с S7-Cl(CpGpCpG) можно ука-
зать кросс-пики приблизительно равной интенсивности между прото-
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нами Н х - Н 5 ( C L ) и Н Х -Н5(СЗ) , а также H B - H 2 / ( G 2 ) и H B - H 2 ( G 4 ) . На-
личие таких межъядерных спин-спиновых взаимодействий позволяет 
предположить, что краситель встраивается в CG-сайты тетрамера с 
примерно равной вероятностью. В 2М-ЫОЕ-спектре раствора красите-
ля с 5'-d (GpCpGpC) имеются кросс-пики между протонами профлави-
на и внутренних нуклеозидов — H B - H 2 / ( G 3 ) , H B - H 8 ( G 3 ) И Н Х - Н 5 ( С 2 ) , 
что свидетельствует о преимущественном встраивании лиганда в цент-
ральный CG-сайт тетрамера. Аналогичное заключение об интеркаляции 

Рис. 2. Спектр 2 M - N 0 E раствора профлавина с тетрануклеотидом 5'-d (GpCpGpC) при 
исходных концентрациях профлавина Po 0,543· IO - 3 моль/л и тетрануклеотида N0 = 
= 2,17· IO - 3 моль дуплекса /л (Г = 298 К) 

красителя в CG-сайт тетрануклеотида S^d(ApCpGpT) следует из нали-
чия в спектре кросс-пиков HB-HSX(GS) И Н Х - Н 5 ( С 2 ) . ЧТО касается тет-
рамера S^d(ApGpCpT) , то здесь нет участка с пиримидин-пуриновой 
последовательностью оснований. Вместе с тем в спектрах смешанного 
раствора регистрируются взаимодействия, свидетельствующие о наи-
более вероятном связывании красителя с GC-участком в центре после-
довательности. 

Следует отметить, что интенсивности всех зарегистрированных 
кросс-пиков, обусловленных межмолекулярными взаимодействиями, до-
вольно низкие в сравнении с таковыми, дающими сближенные в про-
странстве протоны внутри молекул. Это может быть обусловлено тем, 
что расстояния между протонами лиганда и тетрануклеотида в месте 
интеркаляции достаточно велики. При этом число межмолекулярных 
кросс-пиков во всех рассмотренных 2М-КЮЕ-спектрах мало. Послед-
нее, по-видимому, будет характерно не только для профлавина, но и 
для других интеркалирующих красителей, плоские хромофоры которых 
не имеют массивных боковых групп и цепей. В результате задача оп-
ределения геометрии комплекса таких лигандов с олигонуклеотидами 
не может быть в достаточной степени решена на основе только данных 
2M-NOESY. В этих случаях необходимую дополнительную информацию 
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дает знание предельных значений химических сдвигов протонов моле-
кул, находящихся в связанном состоянии, по которым можно опреде-
лить структурные характеристики комплексов с использованием дан-
ных квантовомеханических расчетов экранирующего действия аромати-
ческих молекул [12]. Весьма существенно, что в растворе, особенно в 
случае коротких олигонуклеотидов, имеет место сложное динамическое 
равновесие взаимодействующих молекул, в том числе между мономера-
ми, димерами тетрануклеотида и красителя, а также их комплексами 

различного вида. Это обстоятельство не-
обходимо учитывать при интерпретации 
результатов одно- и двухмерной ЯМР-
спектроскопии. Экспериментально на-
блюдаемые протонные химические сдви-
ги молекул являются результатом суммы 
вкладов мономерных и ассоциированных 
форм, доли которых зависят от исходных 
концентраций молекул в растворе. Изме-

Рис. 3. Зависимости химических сдвигов протонов профлавина от отношения исходных 
концентраций тетрануклеотида в дуплексной форме и красителя (г =NnIPn) при по-
стоянной концентрации профлавина. Сплошные линии — смесь профлавина с 5 '-
d ( G p C p G p C ) при Po = 0,546· I O - 3 моль /л , п у н к т и р н ы е — с 5'-с1 (CpGpCpG) ПрИ г о —1 

= 0,76· IO- 3 моль /л (1а, б — Н м ; 2 а, б — НА; За, б — Н в ; 4 а, б — H x ) 
Рис. 4. Схематическое представление структур 1 : 1 комплексов профлавина с дину-
клеотидами в водном растворе: а — комплекс профлавина с CpG; б — GpC 

рение концентрационных зависимостей химических сдвигов прото-
нов дает возможность определить основные закономерности комп-
лексообразования, в частности, виды формирующихся комплексов, рав-
новесные константы реакций, предельные значения химических сдвигов 
ядер связанных молекул [7, 9, 13, 14]. На рис. З в качестве примера 
представлены зависимости химических сдвигов δ протонов профлави-
на в растворах с тетрануклеотидами d(GpCpGpC) и d (CpGpCpG) от 
величины r = No/PQ — соотношения исходных концентраций дуплекса 
тетрануклеотида и красителя. Видно, что наибольшие изменения про-
тонных химических сдвигов происходят при малых г, когда велико со-
держание красителя в растворе. В то же время при г > 1, когда в рас-
творе тетрануклеотид находится в избытке и велика вероятность свя-
зывания профлавина, концентрационная зависимость для δ менее вы-
раженна. Аналогичный ход кривых δ = /(г) наблюдается и для раство-
ров красителя с d(ApCpGpT) и d(ApGpCpT). 

Для количественной оценки процессов комплексообразования про-
флавина с тетрануклеотидами были проанализированы различные схе-
мы реакций в растворе. В случае взаимодействия красителя с изомер-
ными последовательностями d(GpCpGpC) и d(CpGpCpG) наилучшее 
согласие с экспериментальными данными дает следующая схема обра-
зования молекулярных ассоциатов: 

Kp Kt 
P + Р+±Р2; N + N++N2, 

K1 K2 
P-i-N^PN; PN + P^P2N- (1) 

K3 К4 

P -f- N2 ^ PN2; PN2 +P^P2N2. 
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Здесь бм, 6rf, δι—δ4 — протонные химические сдвиги в молекуле краси-
теля в мономере, димере и в составе комплексов 1 : 1 (PN), 2 : 1 (PzN), 
1 : 2 (PN2) и 2 : 2 (Ρ2Ν2) соответственно. Величины δм и δά известны — 
они были определены ранее [15] при исследовании самоассоциации про-
флавина исходя из концентрационных зависимостей протонных хими-
ческих сдвигов красителя в тех же условиях растворителя (0,1 фосфат-
ный буфер). Значение константы димеризации профлавина Kp состав-
ляет 3 0 0 - ^ 3 5 0 л/моль при температуре 7 = 2 9 3 ^ - 2 9 8 К [16]. Величины 
констант KT самоассоциации тетрануклеотидов d(GpCpGpC) и 
d(CpGpCpG) получены независимым образом на основе концентраци-
онных исследований !Н-ЯМР-спектров тетрамеров [10] и для условий 
настоящего эксперимента имеют значения Кт IOOOH= 120 и 1300=Ь 
± 1 6 0 л/моль дуплекса соответственно. Тогда наблюдаемый химический 
сдвиг δ является функцией неизвестных δι—04, Ki—Ki1 P и N. Концент-
рации красителя P и тетрануклеотида Ni в свою очередь, зависят от 
Ki—Kiif Poy N0 и могут быть найдены из системы уравнений (2). Поиск 
восьми параметров δι—04, Κι—Kit модели (3) целесообразно проводить 
вариационным методом путем минимизации квадратичного функциона-
ла невязки [17, 18] с использованием экспериментальных концентра-
ционных зависимостей химических сдвигов различных протонов краси-
теля. Такая многопараметрическая задача потребовала решения в два 
этапа: первоначальное приближение находили методом случайного по-
иска безусловного минимума (модуль Μ Ι Ν 3 1 математического обеспе-
чения ЭВМ ЕС [19]), дальнейшую оптимизацию выполняли симплекс-
ным методом Нелдера — Мида [20]. 

В табл. 1 представлены полученные в результате расчетов значе-
ния равновесных констант комплексообразования К% и индуцированных 
химических сдвигов в область сильного поля для протонов профлавина 
А8І = 6М—δι, где І= 1, 2, 3, 4 для соответствующего типа комплекса. 
Величины Δδί характеризуют экранирующее действие нуклеозидов на 

Т а б л и ц а 1 
Расчетные значения параметров комплексообразования профлавина 
с дезокситетрануклеотидами 5'-d(GpCpGpC) и 5'-d(CpGpCpG) 

Параметр 

5 ' -d (GpCpGpC) 5'-d(CpGpCpG) 

Параметр HM н А НВ Ηχ h M н А 
НВ Ηχ 

Δδί , Μ. Д. 1,02 0 ,89 1,01 0 ,95 1,03 1,01 1,28 0 ,91 
Δδ2 , Μ. Д. 0 , 9 5 0 ,94 1,06 0 ,90 1,30 1,12 1,21 1,20 
Δδ3; , Μ. Д. 0 ,49 0 , 7 3 0 ,91 0 ,88 0 ,75 0 ,98 0 ,96 0 , 9 3 
Δδ4. , Μ. Д. 0 , 5 5 0 ,75 1,10 0 , 6 2 0 ,59 0 ,84 0 , 9 8 0 ,66 
Ku IO3 л / м о л ь — 3800+600 — — — 62004-800 
K2, IO3 л / м о л ь — 2500+400 — — — 3630+660 — — 

Кг, IO3 л /моль — 9400 ± 1 0 0 0 — — — 17600+1600 — — 

К*, IO3 л /моль — 520-М 20 — — — 10900+900 — — 
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В предлагаемой схеме сделано допущение об определяющей роли двух-
компонентных взаимодействий в растворе. Учитывая законы действу-
ющих масс для реакций (1) и закон сохранения массы, получаем сле-
дующую систему уравнений: 

где P1 N — молярные концентрации мономеров профлавина и тетранук-
леотидов. Химические сдвиги рассчитывали с использованием аддитив-
ной модели: 

(2) 

(3) 



Протоны красителя, находящегося в составе комплекса. Константы /C1 
и K2 образования 1 : 1 и 2 : 1 комплексов профлавина с одиночной ни-
тью тетрануклеотида d(GpCpGpC) примерно одинаковы, что обусловле-
но, по-видимому, наличием в этой последовательности двух GC-сайтов, 
по' отношению к которым профлавин в случае связывания с мономером 
проявляет специфичность взаимодействия [9]. Тетрануклеотид 
d (CpGpCpG) содержит один GC-сайт, который фланкирован с обеих 
сторон н\клеотидами, что повышает вероятность вертикального стэкин-
га между основаниями гуанина и цитозина в центре последовательно-
сти и тем самым способствует связыванию плоской молекулы красите-
ля с тетрамером. Это приводит к тому, что константа Ki образования 
комплекса профлавина с d(CpGpCpG) выше таковой для изомерной 
последовательности. Посадка второй молекулы красителя на мономер 
d(CpGpCpG), как видно из сравнения констант K2 и Κι, происходит с 
несколько меньшей вероятностью, чем первой. Если считать, что одна 
молекула преимущественно связывается с центральным GC-сайтом, то 
процесс присоединения другой молекулы в соседние сайты такой после-
довательности, естественно, будет иметь антикооперативный характер.. 
Наличие специфичности к пиримидин-пуриновой последовательности ос-
нований при связывании красителя с дуплексом подтверждается расчет-
ными величинами констант Кз и /C4, имеющих существенно различные 
значения для рассматриваемых изомерных тетрануклеотидов. Констан-
та образования 1 : 2 комплекса красителя с d(CpGpCpG), имеющим 
два CG-сайта, приблизительно вдвое превышает Кг для его изомера с 
одним таким сайтом. Можно полагать, что профлавин интеркалирует в 
каждый CG-yчасток этих двухспиральных последовательностей при-
мерно с равной вероятностью. Последнее подтверждается характером 
кросс-пиков между протонами профлавина и азотистых оснований и со-
отношением их интенсивностей в 2М-ї\ЮЕ-спектрах. Из сравнения рав-
новесных констант комплексообразования Kik и Kz видно, что связыва-
ние второй молекулы с дуплексом d(GpCpGpC) имеет явно антикоопе-
ративный характер. Это дополнительно подтверждает то обстоятельст-
во, что краситель преимущественно интеркалирует в CG-сайт, поэтому 
посадка второй молекулы в такой дуплекс маловероятна. В то же время 
при взаимодействии профлавина с d(CpGpCpG), в котором находятся 
два участка с пиримидин-пуриновой последовательностью оснований, 
константа реакции /C4 велика и примерно в 20 раз превышает соответ-
ствующую константу для изомерного тетрануклеотида. Можно в связи 
с этим полагать, что образование 2 : 2 комплексов профлавина с дуп-
лексами тетрануклеотидов отвечает модели «исключенного соседа», 
согласно которой встраивание красителя между соседними парами ос-
нований двойной спирали исключается. Относительно большие величи-
ны индуцированных химических сдвигов Δδι (см. табл. 1) свидетельст-
вуют о значительном экранирующем влиянии нуклеозидов на все про-
тоны профлавина, что предполагает встраивание хромофора красителя 
между плоскостями азотистых оснований тетрануклеотидов. Квантово-
механический расчет экранирующего действия оснований нуклеиновых 
кислот, выполненный в [12], показывает, что наибольший индуциро-
ванный химический сдвиг для протонов молекулы, находящейся между 
гуанином и цитозином па расстоянии 0,34 нм от них, может достигать 
1,7-М,8 м. д. Найденные значения Adi для всех протонов красителя в 
составе комплексов находятся в пределах 0,5ч-1,3 м. д., что свидетель-
ствует о достаточно сильном перекрывании плоскостей взаимодейству-
ющих молекул. Обращает на себя внимание тот факт, что величины 
индуцированных химических сдвигов Δδι и Δδ2 для комплексов краси-
теля с мономерами тетрануклеотидов несколько выше величин Δδ3 и 
Δδ4 для комплексов с двойной спиралью (см. табл. 1), несмотря на то, 
что экранирование протонов красителя осуществляется нуклеозидами 
только одной цепи. Расчет показывает, что необходимое экранирование 
всех протонов профлавина в этом случае может быть достигнуто лишь 
при расстояниях между хромофором лиганда и соседними основаниями 
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тетрануклеотида, меньших 0,34 нм. Это вполне вероятно вследствие 
большой конформационной свободы одноцепочечной последовательнос-
ти нуклеотидов. Что касается комплексов красителя с двойной спира-
лью, то, как видно из сопоставления величин Абз и Δδ4, структуры 1 : 2. 
и 2 :2 комплексов существенно не различаются для обоих исследован-
ных тетрануклеотидов. Вместе с тем несколько большее экранирование 
протонов HM И HA В 1 : 2 комплексе профлавина с d(CpGpCpG) в. 
сравнении с d(GpCpGpC) свидетельствует о более глубоком внедрении 
лиганда в CG-участок двойной спирали. 

Соответствующий анализ концентрационных зависимостей протон-
ных химических сдвигов красителя проведен и для смешанных раство-
ров с тетрамерами d(ApCpGpT) и d(ApGpCpT), где центральные CG-
и GC-участки фланкированы аденином и тимином. Однако для этих 
последовательностей расчеты с использованием схемы (1) не дали 
удовлетворительного согласия с экспериментом. Более адекватной ока-
залась схема, в которой предусмотрена возможность образования 1 : 2 
комплекса PN2 профлавина с тетрануклеотидом двумя различными спо-
собами — непосредственным связыванием красителя с дуплексом и фор-
мированием этого комплекса путем взаимодействия мономера тетранук-
леотида с 1 : 1 комплексом PNy где профлавин играет роль «скрепки»: 
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Необходимость учета «скрепочного» комплекса обусловлена тем, что 
равновесные константы самоассоциации тетрамеров, имеющих концевые 
А—Т-пары, существенно ниже, чем Kr для CG-содержащих тетранук-
леотидов. Значения константы самоассоциации оказались примерно 
равными для d(ApCpGpT) и d(ApGpCpT) и составили 1604= 30 л/моль 
дуплекса при T = 293 К [10]. Реакция образования 2 : 2 комплекса кра-
сителя с рассматриваемыми тетрамерами, включающими в себя один 
CG- или GC-сайт, имеет, как показали соответствующие расчеты, пре-
небрежимо малое значение в общем равновесии в растворе. Приме-
нительно к схеме реакций (4) система уравнений, определяющая рав-
новесные молярные концентрации мономеров P u N взаимодействую-
щих молекул, имеет вид: 

а выражение для химического сдвига протонов профлавина записыва-
ется следующим образом: 

Значения параметров комплексообразования профлавина с 
d(ApCpGpT) и d(ApGpCpT), полученных с использованием модели (6), 
представлены в табл. 2. Характерно, что для обоих тетрануклеотидов 
равновесные константы реакции /C2 много меньше Kii т. е. связывание 
второй молекулы профлавина с одиночной нитью имеет явно антикоо-
перативный характер. Аналогично интеркаляция второй молекулы в 
дуплекс с образованием 2 : 2 комплекса, как показали дополнительные 
расчеты, также явно антикооперативна. По-видимому, краситель пре-
имущественно встраивается в центральные сайты тетрамеров, поэтому 
присоединение еще одной молекулы профлавина как к одиночной нити 
тетрануклеотида, так и к дуплексу маловероятно. Отметим, что коне-

(5> 

(6) 

(4) 



танты образования 1 : 1 комплекса профлавина с тетрануклеотидами 
намного выше констант для комплексов 1 : 1 этого красителя с динук-
леотидами CpG и GpC, значения которых составляют Ki = 140+30 и 
750± 150 л/моль соответственно [7]. Столь существенное различие кон-
стант комплексообразования с мономерами динуклеотидов и тетраме-
ров, у которых центральные сайты имеют те же нуклеотидные последо-
вательности, связано, по-видимому, с различным внутримолекулярным 
стэкингом между соседними основаниями в динуклеотиде и тетранук-
леотиде. В последнем случае предполагаемое место связывания с кра-
сителем фланкировано нуклеозидами с 5х- и З'-концов последователь-
ности и в связи с этим имеется меньшая в сравнении с динуклеотидами 
вероятность «раскрытия» плоскостей азотистых оснований в централь-
ном сайте тетрамера, так что обеспечиваются более благоприятные ус-
ловия для посадки плоской молекулы красителя. 

Константа /Сз, характеризующая формирование 1 : 2 комплекса 
через «скрепку», оказалась для последовательности 5'-d (ApCpGpT) 
значительно больше, чем для второго тетрамера. Это обстоятельство 
может быть объяснено, если обратиться к результатам, полученным при 
исследовании комплексообразования профлавина с динуклеотидами 
CpG и GpC [9]. Показано, что при взаимодействии красителя с оди-
ночной нитью динуклеотида структуры 1 : 1 комплексов с CpG и GpC 
существенно различаются (рис. 4). При этом в 1 : 1 комплексе профла-
вина с CpG краситель ориентирован по отношению к нити динуклеоти-
да боковым бензольным кольцом хромофора. Подобное расположение 
плоской молекулы профлавина в CG-сайте тетрамера будет создавать 
благоприятные условия для посадки второй одноцепочечной молекулы 
тетрануклеотида на «скрепку» с образованием 1 : 2 комплекса и тогда 
можно ожидать, что значение константы Kz будет большим. В 1 : 1 
комплексе профлавина с GpC краситель ориентирован по отношению к 
нуклеотидной цепи центральным бензольным кольцом хромофора, так 
что имеет место значительное перекрывание плоскостей молекулы кра-
сителя и азотистых оснований. Дополнительная стабилизация в такой 
структуре возможна за счет электростатического взаимодействия по-
ложительно заряженного азота профлавина с отрицательно заряженной 
фосфатной группой динуклеотида. В этом случае положение плоской 
молекулы профлавина в GC-сайте тетрамера не является оптимальным 
для посадки второй одноцепочечной молекулы тетрануклеотида на 
«скрепку» с образованием 1 : 2 комплекса, поскольку не обеспечивает-
ся достаточный стэкинг между хромофором красителя и основаниями 
присоединяющейся молекулы. Формирование такого комплекса, по-ви-
димому, должно сопровождаться переориентацией молекулы красите-
ля в месте интеркаляции и дополнительными энергетическими затрата-
ми. Что касается вероятностей встраивания молекулы профлавина не-
посредственно в дуплекс, то, как видно из сравнения значений Ki, они 
примерно одинаковые для обоих исследованных тетрануклеотидов. 

Из приведенных в табл. 2 данных следует, что расчетные значения 
индуцированных химических сдвигов протонов профлавина Δδ3 и Δδ4 
в 1 : 2 комплексе близки между собой для обоих тетрануклеотидов. Это 
свидетельствует о том, что геометрия 1 : 2 комплексов не зависит от 
того, каким путем шло его образование. Значения Δδί и Δδ2 довольно 
сильно различаются между собой, при этом индуцированные химиче-
ские сдвиги для всех протонов профлавина значительно меньше в 2 : 1 
комплексе в сравнении с 1 : 1 комплексом. Отметим, что расчетное зна-
чение Δδ2 в 2 : 1 комплексе является средней величиной для протонов 
двух связанных с тетрануклеотидом молекул красителя. Если предпо-
ложить, что одна молекула встроена в центральный сайт, то другая 
присоединяется, по всей вероятности, снаружи путем вертикального 
стэкипга к концевым нуклеотидам, поскольку экранирование ее прото-
нов незначительно. 

По найденным значениям констант реакций было рассчитано от-
носительное содержание молекулярных комплексов в растворе в зави-
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симости от r = N0/Po — соотношения исходных концентраций дуплекса 
тетрануклеотида и красителя (рис. 5, 6). Видно, что вклад в общее 
равновесие в растворе комплексов различного вида определяется не 
только значениями равновесных констант реакций, но существенно за-
висит от характера нуклеотидной последовательности и величины г. 
С ростом г наблюдается монотонное возрастание доли 1 : 2 комплексов 
PN2 для всех тетрануклеотидов. В случае тетрамеров d(GpCpGpC) и 
d (CpGpCpG) это связано с высокой вероятностью образования таких 

ти от г = No/Po. Сплошные линии — смесь профлавина с 5 ' - d ( G p C p G p C ) , пунктирные·— 
с 5'-d (CpGpCpG) (la, б — 1 : 1 комплекс (PN) \ 2 а, 6 — 2 : 1 комплекс (P2N) \ 3 а, б— 
1 : 2 комплекс (PN2); 4а, 6 — 2:2 комплекс (P2N2)) 

Рис. б. Относительное содержание молекулярных комплексов в растворе в зависимос-
ти от г = N 0 IP 0 . Сплошные линии — смесь профлавина с 5 ' -d (ApCpGpT) , пунктирные·— 
с 5 ' - d (ApGpCpT) (la, б—1:2 комплексы (PN2), формирующиеся через «скрепку»; 
2 а, ό — 1 : 1 комплексы (PN); За, б — 2 : 1 комплексы (P2N); 4 а, б — димеры тетра-
нуклеотидов (N 2 ) ) 

структур по мере увеличения концентрации дуплексов в растворе (см. 
рис. 5, кривые За, б). В то же время при взаимодействии профлавина с 
тетрануклеотидами d(ApCpGpT) и d (ApGpCpT) формирование 1 : 2 
комплексов при достаточно больших г идет, в основном, через «скреп-
ку» (см. рис. 6, кривые Ια, б), что обусловлено значительной концент-
рацией мономеров тетрануклеотидов и 1 : 1 комплексов в растворе. 
Вклад 2 : 2 комплекса (см. рис. 5, кривая 4а) оказывается существен-
ным лишь в растворах красителя с тетрамером d (CpGpCpG), имею-
щим, в отличие от других последовательностей, два CG-сайта. Умень-
шение доли этого комплекса при больших г связано с низкой концент-
рацией свободного красителя в растворе. Примечательно, что относи-
тельное содержание 2 : 1 комплексов с d (ApCpGpT) и d (ApGpCpT) 
мало и становится пренебрежимым уже при Это свидетельству-
ет о наличии только одного вероятного места посадки красителя в та-
ких последовательностях. В то же время для других тетрамеров, име-
ющих два потенциальных места связывания, доля 2 : 1 комплексов зна-
чительно выше (см. рис. 5, кривые 2а, б). Характерно, что некоторые 
кривые на рис. 5 и 6 не являются монотонными и имеют максимум при 
значениях г, отвечающих, как правило, стехиометрическим соотноше-
ниям концентраций тетрануклеотидов и красителя. 

Проведенный анализ равновесия в растворе позволяет сделать за-
ключение о том, что вклад каждого вида комплекса в эксперименталь-
но наблюдаемый химический сдвиг протонов определяется значениями 
равновесных констант реакций, величинами исходных концентраций 
взаимодействующих молекул и существенно зависит от последователь-
ности азотистых оснований в нуклеотидной цепи. В связи с этим чисто 
качественная трактовка наблюдаемых данных ЯМР без соответству-
ющего количественного анализа, как это обычно делается в подавля-
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ющем большинстве опубликованных работ (см., например, [21—23]), 
не позволяет, на наш взгляд, достаточно корректно определить равно-
весное содержание различных ассоциатов в растворе и предельные 
сдвиги протонов связанного лиганда и может привести к значительным 
ошибкам при рассмотрении структурных особенностей образующихся 
комплексов. В настоящей работе структуры комплексов профлавина с 
тетрануклеотидами определены на основании найденных значений ин-
дуцированных химических сдвигов протонов красителя и 2M-NOE-

Рис. 7. Расчетные структуры 1 : 2 комплексов профлавина с тетрануклеотидами: а-— 
с c l (CpGpCpG); б — с d ( A p G p C p T ) . Вид сверху в направлении, перпендикулярном пло-
скостям оснований и хромофора красителя. Атомы верхней пары оснований, связи 
между атомами интеркалированного красителя окрашены черным. Стрелка указывает 
направление к широкой канавке спирали 

спектров. На рис. 7 представлены наиболее вероятные структуры 1 : 2 
комплексов профлавина с d(CpGpCpG) и d(ApGpCpT), рассчитанные с 
использованием кривых экранирования Гейсснер — Претте и Пуллма-
на [12] для расстояний между азотистыми основаниями 0,68 нм. Про-
флавин в этих структурах интеркалирован в CG-сайт последовательно-
сти d (CpGpCpG) и GC-сайт тетрануклеотида d(ApGpCpT) из большо-
го желоба спирального участка со стороны атомов N(7) и N(4) пар 
оснований. Хромофор красителя параллелен плоскостям оснований и 
располагается на равных расстояниях (0,34 нм) от них. Интеркаляция 
красителя в указанные участки тетрамеров подтверждается наличием 
кросс-пиков между протонами профлавина и соответствующих нуклео-
зидов в 2М-1\ЮЕ-спектрах. При расчетах молекулярных структур рас-
сматривали различные взаимные расположения пар оснований в месте 
интеркаляции для спирали в В-форме [24]. Характерно, что структуры 
всех 1 : 2 комплексов, образующиеся при интеркаляции профлавина в 
CG-участки рассмотренных тетрануклеотидов, существенно не отлича-
ются друг от друга. Несколько иная геометрия получается при встраи-
вании лиганда в GC-сайт тетрануклеотида d(ApGpCpT), хотя различия 
в структурах не столь значительны и общая ориентация хромофора от-
носительно пар оснований сохраняется (см. рис. 7). Подобная близость 
структур 1 : 2 комплексов наблюдается и при связывании профлавина с 
изомерными CG- и GC-дуплексами [7, 9]. Следовательно, можно сде-
лать вывод о том, что в случае 1 : 2 комплексов взаимное расположе-
ние молекулы красителя и плоскостей азотистых оснований практиче-

Т а б л и ц а 2 
Расчетные значения параметров комплексообразования профлавина 
с дезокситетрануклеотидами 5'-d(ApCpGpT) и 5'-d(ApGpCpT) 

5'd(ApCpGpT) 5'-d (ApGpCpT) 

Параметр 
н м НА 

НВ H X н м НА HB HX 

Δδι , м. д. 
Δδ2 , м. д. 
Δδ3 , м. д. 
Δδ4 , Μ. д. 
К ь IO3 л /моль 
Κ2, IO3 л /моль 
/C3 IO3 л /моль 
K4, IO3 л /моль 

1,03 
0,53 
0,83 
0,79 

0,80 
0,60 
0,87 
0,81 

22000 ±1800 
1520+380 

15700+2300 
4880+1220 

0,72 
0,45 
0,87 
0,91 

1,01 
0,95 
0,93 
0,96 

1,00 
0 , 8 2 
0,81 
0,76 

0,89 
0,68 
0,89 
0,75 

24300+1500 
470+150 

3400+450 
7000+1200 

0,86 
0,79 
0,87 
1,04 

1,18 
0,70 
0,79 
0,84 
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ски не зависит от последовательности оснований в CG-сайтах тетра-
меров и от того, какие нуклеозиды фланкируют участок связывания с 
лигандом. Вместе с тем, как было показано выше, характер нуклеотид-
ной последовательности существенно влияет на величины равновесных 
констант комплексообразования и, значит, на вероятность образования 
таких структур в растворе. Можно предположить, что избирательность 
связывания профлавина с пиримидин-пуриновой последовательностью 
оснований вызвана, главным образом, различными конформационными 
перестройками тетрануклеотидов при интеркаляции красителя. Иссле-
дования интеркалированных комплексов красителя с динуклеотидами в 
кристаллах [25] свидетельствуют, что структура сахарофосфатпого 
остова в ассоциатах зависит от нуклеотидной последовательности. 

Важной проблемой является установление общих принципов изби-
рательного взаимодействия биологически активных ароматических ве-
ществ с нуклеиновыми кислотами. Анализ структур кристаллических 
комплексов ароматических молекул с олигонуклеотидами позволил 
выделить наиболее существенные физико-химические факторы, опреде-
ляющие избирательное взаимодействие лигандов [26]. К ним относят-
ся конформационные состояния различных последовательностей нуклео-
тидов, чувствительные как к плоскому хромофору лиганда, так и к его 
боковым цепям; стерические различия между большим и малым желоб-
ками дуплексов, которые могут играть существенную роль, если интер-
калирующий агент имеет массивные привески; наличие у лигандов 
атомных групп, обладающих потенциальной способностью образовы-
вать водородные связи с донорами и акцепторами Η-связей в основа-
ниях нуклеиновых кислот; существование заряда либо на самом хро-
мофоре, либо на боковых цепях лиганда. Можно ожидать, что указан-
ные факторы будут определять специфичность и при связывании аро-
матических молекул с олигонуклеотидами в растворе. 

Р е з ю м е . На основі даних одно- і двомірної Ш-ЯМР-спектроскопі ї (500 МГц) роз-
глянуто комплексоутворення акридинового забарвника профлавіну із самокомплемен-
тарними дезокситетрарибонуклеозидтрифосфатами Sr-Ci(GpCpGpC), 5 ' -d (CpGpCpG) , 
S'-d (ApCpGpT) , 5 ' -d (ApGpCpT) у водному розчині. Двомірна гомоядерна ! Н - Я М Р -
спектроскопія (2M-COSY і 2M-NOESY) використана для повного віднесення сигналів 
протонів молекул у розчинах та д л я якісного аналізу характера взаємоді ї профлавіну 
з тетрануклеотидами. Розглянуто експериментальні концентраційні залежност і протон-
них хімічних зсувів молекул та різні схеми комплексоутворення забарвника з тетра-
нуклеотидами, що враховують рівновагу асоціатів у розчині. Вивчено відносний зміст 
комплексів у розчині і виявлено особливості динамічної рівноваги в залежності від 
послідовності основ в нуклеотидному ланцюгу. Виходячи з одержаних даних зроблена 
висновок про переважну інтеркаляцію профлавіну в CG-сайти тетрануклеотидів у дуп-
лексній формі. Порівняльний аналіз найбільш вірогідних структур 1 : 2 комплексів за-
барвника з тетрануклеотидами виконано на основі розрахункових значень індуковано-
го хімічного зсуву та 2M-NOE-cnei<Tpy. 

S u m m a r y . Complex fo rma t ion between acridine dye prof lav ine and se l f -complementa-
ry deoxyte t ranucleos ide t r iphospha tes 5 ' -d (GpCpGpC) , 5 ' -d (CpGpCpG) , 5 ' -d (ApCpGpT) , 
S ^ d ( A p G p C p T ) in aqueous solut ion has been considered us ing da ta of one-dimensional 
and two-d imens iona l 1 H-NMR spectroscopy (500 M H z ) . Two-dimens ional homonuc lea r 
1 H-NMR spectroscopy (2D-COSY and 2D-NOESY) w a s used for comlete a s s ignmen t s of 
proton s igna l s of molecules in solut ions and for qual i ta t ive ana lys is of the na tu re of 
in teract ion of p ro f lav ine wi th te t ranucleot ides . Concent ra t ion dependences of proton 
chemical sh i f t s of the molecules have been ana lyzed . Dif ferent schemes of complex for-
ma t ion between dye molecules and te t ranuc leo t idcs have been examined t ak ing into ac-
count var ious molecular associates in solut ions. Analys is of relat ive content of d i f ferent 
types of complexes has been made and special f ea tu res of dynamic equi l ibr ium have 
been revealed as a funct ion of base sequence of te t ranucleot ides . Based on the obta ined 
resul t s a conclusion has been made about prefernt ia l in tercala t ion of p rof lav ine to CG-
site of te t ranucleot ides in duplex form. A compara t ive analys is of the most f avourab le 
s t ruc tu res of 1 : 2 complexes of dye with te t ranucleot ides has been made . 
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