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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ЭТОНИЯ 
С ОДНОЦЕПОЧЕЧНЫМИ ГОМОПОЛИНУКЛЕОТИДАМИ 

Методом дифференциальной УФ-спектроскопии изучено взаимодействие этония с одно-
цепочечными гомополинуклеотидами, а также отдельными рибо- и дезоксирибонуклео-
тидами в условиях, близких к физиологическим (рН 6, 0,1 М Na+). Спектральные из
менения у отдельных нуклеотидов не наблюдаются вплоть до концентрации этония 
4-10~3 М, что свидетельствует о его слабом взаимодействии с гетероатомами основа
ний. Однако в случае полинуклеотидов этоний индуцирует дифференциальные спектры 
уже при концентрации 10~6—10~ъ М. Анализ их формы позволил установить, что мес
тами его связывания являются N(7) и N(1) поли(А), N(3) поли(Ц) и 0(4) поли(У). 
Нуклеотидная селективность соответствует ряду: поли(А)^поли(У)>поли(Ц). Срод
ство этония к основаниям полинуклеотидов значительно больше, чем к фосфатам. По
казано также, что этоний не способен к замещению протонов при атомах N(3) по-
ли(У ) и 0(2') рибозы поли(Ц), а также не взаимодействует с 0(2) этого полинук-
леотида. При концентрации этония (6—7)-10~5 М происходит спонтанная агрегация 
полинуклеотидов и их преципитация. 

Введение. В настоящее время предполагается, что терапевтическое дей
ствие ряда лекарственных препаратов обусловлено их непосредствен
ным взаимодействием с природными нуклеиновыми кислотами. К ним, 
в частности, относится и группа веществ, связывающихся с ДНК по не-
интеркалирующему типу [1]. Молекулярные механизмы этого действия 
не могут быть выяснены без знания физико-химических свойств комп
лексов лекарственных веществ с полинуклеотидами. Так, ранее нами по
казано, что этоний специфичен к АТ-парам природной ДНК [2]. Одна
ко природу этой специфичности можно выяснить только при установ
лении атомов макромолекулы, связывающих этоний. 

Цель настоящей работы состояла в изучении комплексов этония с 
одноцепочечными гомополинуклеотидами, конформация которых моде
лирует состояние денатурированной ДНК, а нуклеотидная однородность 
значительно упрощает интерпретацию экспериментальных результатов. 

Материалы и методы. П р е п а р а т ы . Калиевые соли полирибонук-
леотидов: поли (У) («Reanal», Венгрия), поли (А), поли(Ц) («Serva», 
ФРГ). Динатриевые соли нуклеозид-5'-фосфатов: УМФ («Reanal»), 
ЦМФ, АМФ («Serva») и -2/-дезоксинуклеозид-5/-фосфатов: с!УМФ, 
<ЩМФ, dAMO («Serva»). Синтезированный в Ин-те орг. химии АН Ук
раины этоний — (1,2-этилен-бис- [N-диметил (карбдецилоксиметил) -ам
моний] дихлорид), имеющий структурную формулу 

Содержание полимерных примесей в полинуклеотидах, определенное по 
Лоури и Мейбауму [3, 4], находилось в пределах чувствительности ме
тода (0,5%)- Все препараты растворяли в ацетатном буфере (рН 6), 
содержавшем Ю-3 М NaAc и 0,1 М NaCl. Высокая ионная сила была 
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выбрана для предотвращения образования двухцепочечных спиралей 
молекулами полирибоадениловой и полирибоцитидиловой кислот [5]. 
Концентрацию полинуклеотидов (Р) определяли по молярному коэф
фициенту экстинкции в максимуме поглощения (табл. 1), этония 
([Е]) — по массе. 

Дифференциальные УФ-спектры, индуцированные этонием (AA)f 
регистрировали на спектрофотометре «Specord M-40» фирмы «Carl Ze

iss Jena» (Германия), используя четы-
рехкюветную схему измерения, исключа
ющую влияние на ДУФС нуклеиновых 
кислот поглощения этония [2]. Получен
ные в работе дифференциальные спектры 
нормировали по концентрации полинук
леотидов (Р = (1±0,1) • Ю-4 М), чтобы 
учесть ее понижение при добавлении 
раствора этония: Ае = АА/Р. Для умень
шения искажающего влияния рассеяния 
света на ДУФС их записывали сразу 
после добавления этония и перемешива
ния раствора [2]. 

Результаты и обсуждение. П о-
ли(А). На рис. 1 представлены спектры 

Рис. 1. Изменение оптической плотности раствора 
поли (А) в присутствии этония (26 °С). Цифры 

46 42 J8 34\>-М~?см~г возле кривых— [Е] • 105 М"1 

изменения оптической плотности раствора поли (А) в присутствии это
ния, который вызывает ее возрастание во всем спектральном диапазо
не. Это изменение может быть представлено в виде суммы [2] 

А . . Г AA(v) + AAs(v) 1 А / ч , А / ч /1Ч 
Де (v) - y-L— S-±L- = Деа (v) + Aes (v), (1) 

где первый и второй члены — соответственно изменение поглощения и 
вклад, обусловленный рассеянием света. Подобным же образом этоний 
изменяет оптическую плотность растворов поли(Ц) и поли (У). 

Величина Ага может быть рассчитана по формуле [2, 8] 

Ae a^Ae-AeS o(v/v0)n . (2) 
Здесь AES0 = ASS при v = vo = 28 000 см-1; п—показатель экспоненты в 
формуле Ангстрема [2, 8], определенный по зависимости Aes(v) в диа
пазоне v = (11—32) • 103 см-1, где полинуклеотиды не поглощают. 

Как видно из рис. 2, форма спектров Aea(v) существенно отлича
ется от формы спектров, показанных на рис. 1. При этом обнаруживает
ся наличие изобестических точек, а также экстремумов разного знака, 

Т а б л и ц а 1 
Положение (см-1) и экстинкция полос поглощения (М~1 см~1, в скобках) 
одноцепочечных гомополинуклеотидов 

Гомополинуклеотид 

Полоса поглощения 

I II III 

Поли (У) 38 500 (9700) [6] 48 500 — 
Поли(Ц) 37 20О (6300) [6] 43 000 — 
Поли(А)* 37 300—37 400** 38 700—38 900 48 600 (12 600) 

(10 000) [5, 7] 

* В [7] полоса III обозначена, как V; :•** эта полоса обнаружена в мономерах [7]. 
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обусловленных вызванным этонием сдвигом соответствующих полос по
глощения поли (А) и/или изменением их интенсивности. Анализ формы 
ДУФС комплекса может быть использован для идентификации природы 
атомов, координирующих лиганд, ее сравнением с формой ДУФС, инду
цированных протонами или ионами металлов, для которых связываю
щие атомы установлены [10, И ] . 

Протонирование N(1) аденозина приводит к сдвигу полосы I 
(табл. 1) в длинноволновую сторону, что вызывает появление на диффе
ренциальном спектре АМФ положительного максимума, расположенно
го при v ~ 35 000 см -1 (рис. 2). При этом полоса II испытывает гипсо-
хромный сдвиг, а полоса III, кроме того,— возрастание интенсивности 

(табл. 1, 2), в результате чего на 
2\ \ <е .,/,-?„-/_.-/ у-ч 1 спектре а рис. 2 наблюдаются соот

ветственно: отрицательный мини
мум (v~37 000 см-1) и положи
тельный максимум, расположенный в 

Рис. 2. Дифференциальные УФ-спектры поли (А), полученные из данных рис. 1 расче
том по формуле (2). Пунктир — ДУФС поли (А) в присутствии 7,4-Ю-4 М Мп2+ [9]; 
а — ДУФС АМФ, вызванный протонированием N(1) [10]. Остальные обозначения, как 
на рис. 1 (обозначение оси абсцисс следует читать v-10 - 3 , см-1) 
Рис. 3. Дифференциальные УФ-спектры поли(Ц) (25 °С). Цифры возле кривых — 
[Е] • 105 М -1 . Пунктир — ДУФС клубкообразной поли(Ц) (96 °С), обусловленный про
тонированием N(3) при понижении рН от 7,5 до 4 [15]. Его интенсивность уменьше
на в 4 раза 

области v~(39,5—41) • 103 см-1, а также гиперхромизм поглощения при 
v > 4 3 000 см-1. В отличие от протонирования, как видно из рис. 2, взаи
модействие этония индуцирует красный сдвиг (и/или возрастание ин
тенсивности) и полосы II, о чем свидетельствует наличие на ДУФС 
двух длинноволновых экстремумов, расположенных при v ~ (36—36,5) X 
XlO3 см"1 и v~(40—40,5) • 103 см-1. Эти отличия, по-видимому, обус
ловлены связыванием этония с N(7), отсутствующим при прото-
нировании. Однако наличие положительного максимума на вызванных 
этонием ДУФС, расположенного при v~(45,5—45,7) -103 см-1, позво
ляет предположить его взаимодействие также с N(1). Подтверждением 
этого является почти полная идентичность форм полученных в настоя
щей работе ДУФС и дифференциального спектра, индуцированного ио
нами марганца (рис. 2), связывающимися в одноцепочечной поли (А) 
(помимо кислородов фосфатных групп) с N(7) и N(1) [11, 12]. 
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В принципе, этоний может взаимодействовать также с N(3). Соглас
но квантово-химическим расчетам, модуль молекулярного электроста
тического потенциала (МЭП) на этом атоме в одноцепочечной спирали 
больше, чем на N(7) и N(1), соответственно- на 8 и 3 % [13]. Тем не ме
нее, взаимодействие этония с N(3) аденина может быть стерически за
труднено. Так, доступность N(3) в одноцепочечной спирали (0,008 нм2) 
в три раза меньше, чем доступность N(1) и N(7) для сферы диаметром 
0,24 нм [14]. Эта величина соизмерима с расстоянием между двумя 
бггс-четвертичными азотами (~0,3 нм) этония, являющимися, по-види
мому, связывающим центром его молекулы не только в случае взаи
модействия с фосфатами, но и с основаниями полинуклеотидов [2]. 
Затруднять взаимодействие с N(3) могут также метильные группы и 
углеводородные цепи молекулы этония. Следует все же отметить, что 
использованный в работе метод идентификации связывающих атомов 
не позволяет обнаружить взаимодействия с N(3) пуринов, поскольку 
вызываемые им спектральные изменения неизвестны. 

П о л и ( Ц ) . Протонирование N(3) поли(Ц) индуцирует ДУФС 
большой интенсивности, имеющий характерный длинноволновый макси
мум (рис. 3), обусловленный красным сдвигом [10] и в еще большей 
степени возрастанием интенсивности полосы поглощения I (табл. 1, 3). 
Аналогичный максимум, расположенный при v = 35 000 см-1, индуциру
ет и этоний, что свидетельствует о его взаимодействии с N(3). В прин
ципе, появление этого максимума может быть обусловлено также вы
теснением протонов гидроксилов рибозы, но оно маловероятно при 
р Н < 7 , поскольку депротонирование 0(2') ЦМФ характеризуется зна
чением рКа~ 13 [10]. Взаимодействие этония с рибозой должно при
водить к сильному гиперхромизму спектра поглощения при v > 
> 4 2 500 см -1 [10, 11]. Этот эффект для этония выражен очень слабо 
(см. спектр 2 рис. 3) и, скорее всего, является следствием наложения 
на ДУФС, обусловленные взаимодействием с N(3), изменения погло
щения, вызванного частичным плавлением спиральных участков поли
мера: на индуцированных этонием дифференциальных спектрах в об
ласти v > 3 7 000 см -1 наблюдаются три экстремума, положение которых 
коррелирует с их положением на ДУФС перехода спираль — клубок од
ноцепочечной поли(Ц), происходящего под действием ионов меди или 
нагревания [7]. 

Как следует из данных табл. 3, протонирование О (2) должно при
водить к спектральным изменениям, величина которых не уступает 
имеющим место при координации катиона с N(3). Существенно, что при 
протонировании N(3) и 0(2) сдвиги полос противоположны по знаку. 
Так, в первом случае полосы II и III (табл. 3) испытывают гипсохром-
ный сдвиг, в результате чего ДУФС протонирования в коротковолновой 
части практически весь расположен в области отрицательных значений 
Ага (рис. 3). Напротив, батохромный сдвиг полосы II и гипсохромный 
полосы I при связывании с 0(2) (табл. 3) должны обусловить появле
ние положительных максимумов в коротковолновой и отрицательного 
минимума в длинноволновой частях спектра, расположенных в случае 
комплексов одноцепочечной поли(Ц) с ионами двухвалентных металлов 
соответственно при v ~ 4 4 000, ~ 4 2 000, ~ 38 000 (максимумы) и v = 
= 34 200 (минимум) [15, 16]. Таким образом, данные рис. 3 показыва-

Та б л и ц а 2 [10] 
Экспериментальные значения энергии электронных переходов (U, см~1) 
и сил осцилляторов (f) аденозина 

Полоса 
поглощения 

Нейтральная 
молекула N(1)H+ 

II 
U 38 100 38 50О 
/ 0,54 0,55 

Полоса 
поглощения 

Нейтральная 
молекула N(I)H + 

III 
U 48 000 —48 400 
/ 0,7 0,94 
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Полоса 
поглощения 

I 
и 
f 
II и 
f 
I I I * 
и 
f 

Нейтральная 
молекула 

4,51 
0,16 

5,84 
0,12 

6,02 
1,18 

N(3)H + 

4,51 
0,33 

6,22 
0,22 

6,34 
0,8 

0(2)Н+ 

5,06 
0,12 

5,49 
0,15 

— 

гют, что взаимодействие этония с 0(2) цитозина отсутствует либо явля
ется очень слабым. 

П о л и (У). Основность атома 0(2) урацила в 2000 раз меньше, 
чем 0(4) [10],— это причина, по которой последний более предпочти
телен для протонирования и связывания с ионами двухвалентных ме
таллов [18, 19], вызывающих красный сдвиг полосы I (табл. 1) и фор
мирование ДУФС с экстремумами, расположенными при v = 35 700 и 
40 000 см -1 (рис. 4). Близость 
формы дифференциальных Т а б л и ц а 3 [16] 
спектров, индуцированных про- Рассчиташше методом CNOO/S3 энергия 

1 ' J \ . 9 , пот электронных переходов (U, эВ) и сила 
тонами, ионами Ме2+ [18] и осцилляторов (f) цитозина 
этонием (рис. 4), позволяет 
предположить, что последний 
также взаимодействует с 0(4) 
поли (У). Отметим, что рассто
яние между б^с-четвертичными 
азотами в этонии сравнимо с 
диаметром ионов двухвалент
ных металлов (0,13—0,27 нм), 
что, по-видимому, является 
причиной сходного влияния 
этих ионов и этония на опти
ческие и термодинамические 
свойства полинуклеотидов и 
природной ДНК [2]. В то же * Дл* ™'™nni ш расчеты выполнены по ме" 

r r l J , тоду РРР [10]. 
время, как видно из рис. 4, в 
отличие от ионов меди, заме
щающих атом Н(3) в молекуле урацила поли (У) [18] (это приводит к 
красному сдвигу полосы II и появлению коротковолнового максимума 
на ДУФС), этоний не способен депротонировать N(3) (р/Са~9,4 [10]). 
Поскольку кислотность гидроксилов рибозы УМФ характеризуется зна
чением р/С,~ 12,5 [Ю], то депротонирование этонием 0(2') рибозы по
ли (У) еще менее вероятно. 

Этоний, взаимодействуя с основаниями полимеров, слабо связыва
ется с основаниями отдельных рибо- и дезоксирибонуклеотидов — 
вплоть до концентрации 0,004 М Е не наблюдается никаких изменений 
в спектрах поглощений этих веществ. Для поли (А) и поли(Ц), имеющих 
протяженные спиральные участки [9, 11, 15], уменьшение констант свя
зывания при переходе к отдельным нуклеотидам может быть обуслов
лено сильным понижением модуля МЭП на гетероатомах оснований 
[13]. Однако поли(У) при комнатной температуре находится в состоя
нии полностью разупорядоченного клубка [18], что должно приводить 
к близости значений констант связывания этония с основаниями поли-
нуклеотида и отдельных УМФ. Таким образом, можно предположить, 
что причина различий в связывании этония с отдельными мономерами 
и полинуклеотидами состоит, как и в случае ионов Ме2+ [5, 9, 11, 16, 
18], в возможности образования этонием внутримолекулярных петель 
в имеющих малую жесткость одноцепочечных структурах. 

В работе [2] показано, что эффекты, вызванные взаимодействием 
этония с фосфатами и основаниями ДНК при 0,01 М Na+, наблюдаются 
в одном концентрационном диапазоне—: свидетельство того, что конс
танта связывания этония с этими группами составляет величину одного 
порядка. При 0,1 М Na+ константа связывания ионов магния с фосфа
тами одноцепочечных поли (А) и поли (У) (при нулевой степени запол
нения) равна соответственно 185 и 150 М - 1 [20]. Эта величина, таким 
образом, является предельной для электростатического взаимодействия 
дикатиона в этих условиях. Согласно данным рис. 2—5, связывание 
этония с основаниями одноцепочечных гомополинуклёотидов наблюда
ется при его концентрациях, соответствующих константам связывания, 
на два порядка большим. То есть в условиях, близких к физиологиче
ским, изменение свойств одноцепочечных полинуклеотидов (в том числе, 
ISSN 0233-7657. БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА. 1994. Т. 10. № 2 5 ! / 4 ~ 3-847 65 



по-видимому, и ДНК) практически полностью определяется специфиче
ским взаимодействием этония с гетероатомами оснований. Полученные 
результаты показывают также, что нуклеотидная селективность этого 
взаимодействия выражена гораздо слабее, чем при связывании с двух-
спиральной ДНК [2]: этоний взаимодействует с основаниями всех изу
ченных гомополинуклеотидов. Тем не менее, она проявляется в количе
ственном различии сродства этония к основаниям различной природы. 
Как видно из рис. 5, изменение поглощения поли (А) начинается при 
[Е]^2-10~6 М, а поглощение поли(Ц) —только при [Е]^10~ 5 М, т. е. 
при концентрации этония, почти на порядок большей. Это свидетельст
вует о более высоком сродстве этония к аденину по сравнению со срод
ством к цитозину. Хотя концентрационные зависимости интенсивности 

Рис. 4. Дифференциальные УФ-спектры поли (У) (26 °С). Цифры возле кривых — 
[Е]-106 М -1 . Пунктир — ДУФС, вызванный протонированием 0(4) урацила. Рассчи
тан по данным [17]. Его интенсивность уменьшена в 10 раз 
Рис. 5. Концентрационные зависимости интенсивности длинноволновых максимумов 
ДУФС гомополинуклеотидов: 1 — поли (A) (v = 36 000 см - 1); 2 — поли (У) (v — 
= 35500 см-1); 3~поли(Ц) (v = 35 000 см-') 

ДУФС в длинноволновых максимумах для поли(Ц) и поли (У) почти 
совпадают (рис. 5), спектральные изменения в случае поли(У) начина
ются при меньших концентрациях (для сравнения см. рис. 3 и 4). Это 
позволяет предположить, что сродство этония к урацилу все же выше, 
чем к цитозину. 

В В-ДНК стерическая доступность атома N(1) аденина близка к 
нулю, но для N(7) аденина она одинакова в одноцепочечной спирали 
и В-форме (0,026 нм2) [14]. Таким образом, данные настоящей работы 
показывают, что АТ-специфичность этония при связывании с нативной 
ДНК, скорее всего, определяется его взаимодействием с атомами N(7) 
аденина и 0(4) тимина, стерическая доступность которого (0,022 нм2) 
[14] сравнима с таковой N(7) аденина. Оба атома находятся в большой 
бороздке ДНК, которая может быть местом локализации молекул это
ния. Однако, согласно теоретическим расчетам, учитывающим влияние 
гидратации и скрининга зарядов, в этой бороздке абсолютный минимум 
МЭП находится возле ГЦ-пар [21]. В В-форме N(3) цитозина имеет 
нулевую доступность [14], но вопрос о взаимодействии этония с обла
дающим наибольшими доступностью и модулем МЭП N(7) гуанина ос
тается открытым. С другой стороны, местом локализации антибиотиков 
неинтеркалирующего типа является малая бороздка ДНК, в которой 
минимум МЭП расположен именно возле АТ-пар [1, 21—23]. Отметим, 
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однако, что АТ-специфичность £тйх беЩеСтв (в том числе й неспособ
ных образовывать водородные связи с гетероатомами оснований ДНК 
[22, 23]) приводит к преимущественной стабилизации АТ-пар, тогда как 

этоний и декаметоксин — к их дестабилизации [2, 8]. Причина этих раз
личий неизвестна. Для ее выяснения необходимы дальнейшие исследо
вания. В частности, изучение влияния структуры полинуклеотидов на 
связывание этония. 

Согласно полученным данным (см., например, рис. 1), при [Е] > 
>4-10~15 М поли (А) и поли(У), а при [E]>1Q~5 M поли(Ц) начинают 
рассеивать свет в соответствии с уравнением Ангстрема, в котором ве
личина волнового экспонента /г = 2,3±0,3. Такое значение п отвечает 
рассеянию света частицами с эффективным радиусом (R) порядка 
100 им [24]. Однако можно предположить, что частицы такого раз
мера являются результатом агрегации большого (до 1000 [26]) числа 
компактных частиц с R~ 10 нм. Хотя такие частицы должны рассеивать 
свет с л ~ 4 , что наблюдается, в частности, для комплексов этония с 
ДНК [2], интенсивность рассеянного света пропорциональна квадрату 
объема частиц. Поэтому даже при равном количестве больших и малых 
частиц вклад последних в величину оптической плотности раствора дол
жен быть мал. При достижении количества агрегатов с /?~100 нм кри
тического значения происходит их ассоциация и преципитация. Как вид
но из рис. 5, критическая концентрация этония ([Е]Кр), соответствую
щая спонтанной агрегации, для всех одноцепочечных гомополинуклеоти-
дов примерно одинакова и равна (6—7)-10~5 М. Соответственно вблизи 
[Е] Кр величина п становится близкой к двум, что свидетельствует об 
увеличении размеров агрегатов. 

/3. О. CopoKin, В. О. Валеев, Г. О. Гладченко, 
Ю. П. Влагой, О. О. Рязанова, Л. Ф. Суходуб 

ВЗА6МОД1Я ЕТОН1Ю 3 ОДНОЛАНЦЮГОВИМИ ГОМОПОЛШУКЛЕОТИДАМИ 

Р е з ю м е 

.Методом диференцшно1 УФ-спектроскопп вивчено взаемод1ю одноланцюгових гомо-
;полшуклеотид1в, а також окремих рибо- i дезоксирибонуклеотид1в з ефектишшм про-
тимжробним препаратом етошем, який взноситься до групи нештеркалюючих речовин. 
За умов, близьких до ф1зюлопчних (рН 6; 0,1 М Na+), етонш не зв'язуеться з гете
роатомами окремих нуклеотид1в. Однак у випадку пол1*мер1в встановлено його сильну 
взаемодпо з N(7) i N(l) полЦА), N(3) полЦЦ) i 0(4) полЦУ). Спор1днен1сть етоьпю 
до цих aTOMiB значно вища, 1пж до кисшв фосфатних груп пол1*мер1в. Його нуклеотид-
на селективн1сть зв'язування в1дпов1дае ряду: пол!(А)^пол1 (У)>пол1 (Ц). Етошй не 
зцатиий до.замщення протон1в при N(3) пол1(У) i 0 (2 ' ) рибози пол1(Ц), а також не 
взаемод1е з 0(2) цього полшуклеотиду. 

V. A. Sorokin, V. A. Valeev, G. О. Gladchenko, 
Yu. P. Blagoi, О. A. Ryazanova, L. F. Sukhodub 

ETHONIUM INTERACTION WITH SINGLE-CHAIN HOMOPOLYNUCLEOTIDES 

S и m т а г у 

The interaction of single-chain homopolynucleotides and individual ribo- and desoxyribo-
nucleotides with the effective antimicrobic preparation ethonium belonging to the group 
of nonintercalating substances is studied by the method of differential UV spectroscopy. 
Under conditions close to the physiological ones (pH 6, 0.1 M Na4) , ethonium does not 
bind to heteroatoms of individual nucleotides. However, in polymers ethonium is found 
to interact strongly with N(7) and N(l) of poly(A), N(3) of poly(C) and 0(4) of po
ly (U). The affinity of ethonium for three atoms is much higher than for the oxygens 
of the phosphate groups of polymers. Its nucleotide selectivity of binding corresponds 
to the row: poly(A)^poly(U) >poly(C). Ethonium cannot substitute protons at N (3) 
of poly(U) and 0(2) of poly(C) ribose, neither it interacts with 0(2) of this poly
nucleotide. 
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