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В работе исследовано взаимодействие красителя фенантридинового ряда йодистого пропидия с 
самокомплементарным дезокситетрарибонуклеозидтрифосфатом 5'-d(TpGpCpA) в водно-соле
вом растворе методом одномерной и двухмерной 1Н-ЯМР спектроскопии (500 МГц). Измерены 
концентрационные и температурные зависимости протонных химических сдвигов взаимодейству
ющих молекул. Рассмотрены различные модели образования комплексов молекул красителя с 
тетрануклеотидом, рассчитаны равновесные константы, свободные энергии AG, энтальпии АН и 
энтропии AS реакций образования комплексов состава 1:1, 2:1, 1:2 и 2:2. Выявлены особенности 
динамического равновесия комплексов различного типа в зависимости от соотношения концент
раций красителя и тетрануклеотида и температуры. Сделано заключение о преимущественной 
интеркаляции пропидия в пиримидин-пуриновые d(T-G)- и (1(С-А)-сайты тетрануклеотида. На 
основании рассчитанных значений индуцированных химических сдвигов для протонов красителя и 
данных 2M-NOESY определены наиболее вероятные пространственные структуры 1:2 и 2:2 
комплексов пропидия с тетрануклеотидом. Проведен сравнительный анализ гигрометров комплек
сообразования фенантридиновых красителей йодистого пропидия и бромистого этидия, а также 
акридинового красителя профлавина с дезокситетрануклеотидом d(TGCA) в идентичных услови
ях растворителя. 

Введение. Несмотря на то, что опубликовано боль
шое число работ по изучению особенностей интер-
каляционного связывания ароматических лигандов 
с нуклеиновыми кислотами [1, 2] , все еще остается 
ряд нерешенных проблем, в частности, не выясне
ны молекулярный механизм встраивания интерка-
ляторов и природа сиквенс-специфичности комп
лексообразования лигандов с нуклеотидными по
следовательностями. Фенантридиновые красите
ли — бромистый этидий (ЕВ) и йодистый пропидий 
(PI), широко используемые в биохимических и 
физико-химических исследованиях нуклеиновых 
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кислот [1—3], являются типичными представите
лями ароматических соединений, связывающихся с 
ДНК путем интеркаляции. Многие интеркаляторы, 
включая фенантридиновые и акридиновые красите
ли, демонстрируют явное сродство к связыванию с 
пиримидин-пуриновой (руг-pur) последовательно
стью оснований в коротких олигонуклеотидных 
дуплексах [4—8 ]. Вместе с тем, несмотря на общий 
характер взаимодействия фенантридиновых краси
телей ЕВ и PI с нуклеиновыми кислотами, наблю
даются существенные различия в термодинамике 
комплексообразования монокатиона ЕВ и дикатио-
на PI как с нативной ДНК [9 ], так и с полинукле-
отидами [10]. 

В данной работе методом одномерной и 
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двухмерной *Н-ЯМР спектроскопии (500 МГц) ис
следовано взаимодействие йодистого пропидия с 
самокомплементарным дезокситетрарибонуклео-
зидтрифосфатом 5'-d(TpGpCpA) в водно-солевом 
растворе. Такой олигонуклеотид содержит два уча
стка с pyr-pwr-последовательностью оснований, от
личающихся нуклеотидным составом — d(TpG) и 
d(CpA). Ранее [7, 11, 12] в идентичных экспери
ментальных условиях нами изучено связывание ЕВ 
и акридинового красителя профлавина с 5'-d(Tp-
GpCpA) в водном растворе методом 1М- и 2М- 1Н-
ЯМР. 

Сравнительный анализ параметров комплексо
образования интеркалирующих красителей, имею
щих различные структуры хромофоров, а также 
боковые цепи и группы, с одними и теми же 
дезоксиолигонуклеотидными дуплексами в одина
ковых экспериментальных условиях важен для ус
тановления физической природы сиквенс-специ-
фичности связывания лигандов с определенными 
последовательностями ДНК. 

Материалы и методы. Йодистый пропидий 
(«Sigma», США) (рис 1) использовали без допол
нительной очистки, лиофилизировали из D 2 0 с 
изотопной чистотой 99,95 % D («Sigma») и раство
ряли в дейтерированном 0,1 М фосфатном буфере 
(pD 7,1), содержащем 10~4 моль/л ЭДТА. Концен
трацию красителя определяли спектрофотометри-
чески — для PI коэффициент ЭКСТИНКЦИИ 8 = 
= 5900 М 1 см 1 (А = 493 нм) [13]. Дезокситетрари-
бонуклеозидтрифосфат 5'-d(TpGpCpA) синтезиро
ван компанией «Oswel DNA Service* (Великобрита
ния). Образец также лиофилизировали из D 2 0 и 
растворяли в дейтерированном 0,1 М фосфатном 
буфере, содержащем 10 4 моль/л ЭДТА (pD 7,1). 

ЇМ- и 2М-1Н-ЯМР спектры измерены на спек
трометре «Вшкег DRX» с резонансной частотой 
500 МГц. Остаточный сигнал HOD насыщался в 
период детектирования. Химический сдвиг опреде
ляли относительно ДСС (2,2-диметил-2-силапен-
тан-5-сульфокислота), в качестве внутреннего 
стандарта использовали ТМА (бромид тетрамети-
ламмония). Концентрационные измерения протон
ных химических сдвигов молекул выполнены при 
температуре Т = 308 К в интервале концентраций 
от 3-И до 0,1 ммоль/л; температурные зависимости 
химических сдвигов протонов молекул в смешан
ном растворе измерены в диапазоне температур от 
298 до 358 К. Двухмерные гомоядерные TOCSY и 
NOESY эксперименты, использованные для отнесе
ния сигналов необменивающихся протонов молекул 
и для качественного определения характера комп
лексообразования красителя с олигонуклеотидом, 
измеряли при Т = 308 К. 

Методика приготовления образцов и проведе
ния экспериментов описана ранее [7, 8, 12]. 

Результаты и обсуждение. Предварительно 
выполненное отнесение сигналов протонов PI и 
исследуемого тетрануклеотида 5'-d(TpGpCpA) [14] 
позволило провести отождествление спектров сме
шанных растворов и выявить возможные связи 
ядер молекул красителя и тетрамера. Измеренные 
концентрационные зависимости химических сдви
гов протонов PI в растворе с d(TGCA) представле
ны на рис 2. Качественно сходные эксперимен
тальные концентрационные зависимости химиче
ских сдвигов наблюдаются и для протонов ЕВ в 
растворе с 5'-d(TpGpCpA) [7, 11]. Для количест
венного анализа взаимодействия красителя с тет
рануклеотидом рассмотрена, как и ранее [7, 11, 
12], следующая схема образования молекулярных 
ассоциатов в растворе: 

Км 
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Рис. 2. Экспериментальная зависимость химических сдвигов 
протонов пропидия д от концентрации С тетрануклеотида при 
постоянной концентрации пропидия Z ) 0 - 0 , 8 ' 1 0 ~ М, Т « 3 0 8 К 

комплекса DN2 (состава 1:2) PI с тетрануклеотидом 
двумя различными способами — непосредственного 
связывания красителя с дуплексом (реакция 1, d) 
и взаимодействием мономера тетрануклеотида с 
1:1 -комплексом DN (реакция 1, g), где PI играет 
роль «скрепки» [8 ]. При использованных в экспе
рименте концентрациях красителя (£>0 ~ 10"3 М) 
можно ограничиться процессом димеризации моле
кул, константа димеризации пропидия Кй при Т — 
= 308 К принята равной 45 л/моль [15]. Величина 
константы KN самоассоциации тетрануклеотида 
при Г = 308 К составляет 47 л/моль дуплекса [14]. 
Химические сдвиги протонов красителя 6 рассчи
тывали с использованием аддитивной модели [8 ]: 

д = D/D0(dm + 2KdDdd + KlNdl + 

+ KNK2N2d2 + 2KlK3DNd3 + 

+ 2KNK2K4DN2d4 + KxK5N2d5). (2) 

Здесь D0 — исходная молярная концентрация 
красителя; D и N — равновесные молярные кон
центрации мономеров PI и тетрануклеотида; c5m, (5d, 

— ^ 5 — протонные химические сдвиги молекулы 
красителя в мономерной (D), димерной (D2) фор
мах и в составе комплексов 1:1 (DN), 1:2 (DN2, 

реакция 1, rf), 2:1 (£>2Л0, 2:2 (D2N2) и 1:2 DN2i 

реакция 1, g) соответственно. Величины дт и dd 

определены ранее в [15] при исследовании самоас
социации PI в тех же условиях (0,1 М фосфатный 
буфер). Тогда наблюдаемый химический сдвиг д 
может рассматриваться как функция неизвестных 
параметров д{—(55, Кх—К5. Эту многопараметриче
скую задачу решали, как и ранее [7, 11, 12], 
методом последовательного усложнения модели. 
Вычислительная процедура нахождения парамет
ров модели (табл. 1, схемы I—IV), основанная на 
минимизации квадратичного функционала невязки 
с использованием концентрационных зависимостей 
химических сдвигов различных протонов красителя 
(рис. 2), достаточно подробно описана в [7, 8, 16]. 
Значения параметров, рассчитанных по схеме ре
акций (1), представлены в табл. 1. 

Сравнение равновесных констант образования 
1:1, 2:1, 1:2 и 2:2 комплексов с дезокситетранукле
отидом d(TGCA) со значениями констант Кх— К5 

для подобных комплексов с ЕВ [8 ] показывает, что 
качественно они соотносятся друг с другом пример
но одинаковым образом. Вместе с тем количествен
ные значения равновесных констант К2—К4 комп
лексообразования PI с дуплексом тетрамера замет
но отличаются от соответствующих констант 
реакций образования комплексов ЕВ с d(TGCA) 
[7, 11]. 

Так, равновесная константа К2 образования 1:2 
комплекса PI с d(TGCA) примерно в два раза 
превышает величину К2 для взаимодействия ЕВ с 
тетрамером при одинаковой температуре, а значе
ния констант КА реакций образования 2:2 комплек
сов для красителей фенантридинового ряда нахо
дятся в обратном соотношении. Наблюдаемые раз
личия, скорее всего, связаны с характерными 
особенностями боковых алкильных цепей фенант
ридинового хромофора красителей PI и ЕВ, нали
чием дополнительного положительного заряда в 
боковой цепи PI по сравнению с ЕВ. Можно пред
положить, что наличие в PI более длинной поло
жительно заряженной алкильной цепи способству
ет энергетически более выгодным контактам с ос
товом олигонуклеотидной последовательности, а 
также создает определенные стерические препятст
вия для связывания второй молекулы красителя с 
дуплексом тетрамера. Величина константы К5 об
разования комплекса 1:2 пропидия с d(TGCA) 
через «скрепку» (реакция 1, g) значительно мень
ше константы К2 реакции 1, d непосредственного 
связывания красителя с дуплексом, что, очевидно, 
определяется также наличием у хромофора PI до
статочно массивных боковых привесков, создаю
щих определенные стерические препятствия при 
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Таблица 1 
Расчетные значения параметров комплексообразования (Si (млнх) и К\ (л/моль)) пропидия с 5'-d(TpGpCpA) в водном 
растворе (Т-308 К, pD 7,1) 

взаимодействии мономера тетрануклеотида с 1:1 
комплексом (Д/V), где PI играет роль «скрепки». 

Следует отметить, что значения равновесных 
констант комплексообразования фенантридиновых 
красителей PI и ЕВ с тетрамером существенно 
выше, чем акридинового красителя профлавина 
[12]; последнее согласуется с данными работы 
[17]. Вероятность образования в растворе комплек
са 2:2 пропидия с d(TGCA) несколько ниже, чем 

1:2 комплекса, т. е. связывание второй молекулы 
красителя менее выгодно, чем посадка одной моле
кулы в дуплекс d(TGCA). Тем не менее, равновес
ная константа К4 образования 2:2 комплекса замет
но выше констант Кх и Кг связывания PI с одной 
нитью (мономером) исследуемого тетрануклеотида 
(табл. 1). Соотношение между константами К{—КА 

свидетельствует о преимущественной интеркаля
ции PI, так же как и ЕВ, в руг-pur последователь-
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ности дуплекса (d(T-G)- и d(C-A)-сайты), при 
этом связывание пропидия отвечает модели «иск
люченного соседа» [18J, согласно которой интерка-
ляция молекулы красителя между соседними пара
ми оснований маловероятна. 

Данный вывод о местах связывания PI с дуп
лексом d(TGCA) подтверждается 2М-гЮЕ-спект-
рами, на которых отчетливо наблюдаются межмо
лекулярные кросс-пики между ortho-протонами 
фенольного кольца красителя и протонами НГ 
дезоксирибозы цитидина и тимидина. Указанные 
кросс-пики имеют относительно низкую интенсив
ность, что свидетельствует о достаточной удаленно
сти взаимодействующих протонов в комплексе. 

Индуцированные химические сдвиги протонов 
пропидия Аді-дт-ді (где / = 1, 2, 5 соответст
вуют типу комплекса) соотносятся друг с другом 
подобно тому, как это имеет место для аналогич
ных типов комплексов ЕВ с d(TGCA) [7, 11 J. В 
случае взаимодействия PI с дуплексом тетранукле-
отида величины индуцированных химических сдви
гов Ад4 при связывании двух молекул красителя в 
среднем несколько меньше, чем Ад2 при интерка-
ляции только одной молекулы, что предполагает 
некоторое отличие во взаимной ориентации хромо
фора PI и плоскостей пар оснований в этих комп
лексах. Расчетные значения индуцированных хи
мических сдвигов протонов пропидия Ад2 и Ад5 в 
1:2 комплексах близки между собой. Это свиде
тельствует о том, что геометрия 1:2 комплекса не 
зависит от того, каким путем шло его образование. 
В комплексах же PI с одиночной нитью тетранук-
леотида с d(TGCA) взаимные ориентации хромо
фора красителя и соседних оснований в местах 
«частично интеркалированного» связывания первой 
и второй молекул красителя существенно отлича
ются, поскольку Ад3 < Ад{ (табл. 1). Это, по-види
мому, определяется большой конформационной 
свободой одноцепочечной последовательности. 

По найденным значениям констант реакций 
(табл. 1) было рассчитано относительное содержа
ние молекулярных ассоциатов в растворе в зависи
мости от r = N2/D0— соотношения исходных кон
центраций дуплекса тетрануклеотида и красителя 
(рис. 3). Характерно, что здесь проявляются те же 
общие закономерности, которые имели место при 
комплексообразования ЕВ с тетрануклеотидом с 
d(TGCA) [7, 11]. 

Отметим тот факт, что вклад в общее равнове
сие различного типа комплексов определяется не 
только значениями равновесных констант реакций, 
но зависит существенно и от г. Качественное объ
яснение характера зависимостей, представленных 
на рис. З, дано в работе [7, 11 ]. Анализ динамиче-

сю0 

Рис. 3. Относительное содержание молекулярных комплексов в 
растворе в зависимости от отношения исходных концентраций 
дуплекса и красителя г- N2/D0, Т - 308 К. Комплексы: / — 1:1 
ШЛО; 2 — 1 : 2 (DN2, реакция 1, d)\ 3 — 2:2 W2N2)\ 4 — 2:1 
(D2N)\ 5—1:2 (DN2, реакция 1, g); 6 — мономер красителя 
W) 

ского равновесия при комплексообразовании аро
матических лигандов с олигонуклеотидами важен 
для установления вклада каждого типа комплекса 
в экспериментально наблюдаемые химические 
сдвиги протонов молекул и для корректного анали
за двухмерных спектров 2M-NOESY, когда возни
кает вопрос о расчете структур образующихся ком
плексов по значениям интенсивностей сигналов 
NOE [7, 8 ]. 

Термодинамика комплексообразования пропи
дия с d(TpGpCpA). На рис 4 представлены экспе
риментальные температурные кривые для химиче
ских сдвигов ді протонов РІ в растворе с тетра
нуклеотидом d(TGCA). Качественно они сходны с 
наблюдаемыми температурными зависимости хи
мических сдвигов протонов ЕВ с d(TGCA) в водном 
растворе [7, 19]. 

Как и ранее [7, 12, 19], использовали аддитив
ную модель для наблюдаемого химического сдвига 
г-го протона PI при температуре Т: 

ЧТ) = WW* + иту>а + £ А(Т)ди, о) 
k = 1 

где аА., < ї і г - д 4 і и / т ( Л , / ,СО, / , ( П - / 4 ( Л -
значения химических сдвигов /-го протона РІ и 
равновесные мольные доли профлавина при темпе
ратуре Т для его моно- и димерной форм, а также 
для различных комплексов ЕВ с тетрануклеотидом. 
В соотношении (3) предполагается, что величины 
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6, МЛН' 

Рис. 4. Экспериментальные зависимости от температуры Т 
химических сдвигов протонов пропидия 6 в растворе красителя 
с 5'-d(TGCA) < Д > - 0 , 8 - 1 ( Г 3 М, ЛГ0 - 1,2*10"^ М) 

д^, ddi, ди—д4і не зависят от температуры в иссле
дуемом температурном интервале. Допустимость 
такого приближения показана ранее [7, 19]. В 
модели (3) влияние температуры на значение д 
учитывается тем, что мольные доли fm(T), fd(T), 
fx(T) —-/ 4(Г), однозначно связанные с равновесны
ми константами образования комплексов, являются 
функциями температуры. Определение темпера
турных зависимостей для констант равновесия по
зволяет найти термодинамические параметры ком
плексообразования — энтальпию (АН) и энтропию 
(AS) для различных типов комплексов. Величины 
АН и AS рассчитывали с использованием парамет
рических регрессионных уравнений для анализа 
зависимостей мольных долей от температуры [8, 
19]. 

На рис. 5 приведены расчетные зависимости 
мольных долей различных типов комплексов, а 
также мономеров PI от температуры. Видно, что 
при низких температурах краситель находится, в 
основном, в связанном состоянии. Содержание ком
плексов PI с мономером тетрануклеотида (1:1 и 2:1 
комплексы) монотонно уменьшается с повышением 
температуры, при этом доля 1:1 комплексов оста
ется значительной вплоть до высоких температур 
(Г =353 К). Температурные зависимости содержа
ния комплексов PI с дуплексом тетрануклеотида 
(кривые 3, 4 на рис. 5) имеют характерный вид 

кривых плавления для двухспиральных олигонук-
леотидов. Аналогичная картина имеет место и в 
случае взаимодействия изученных нами ранее аро
матических красителей — ЕВ [19] и профлавина 
[12] с дезокситетрануклеотидом d(TGCA) в иден
тичных условиях растворителя. Важно отметить, 
что экспериментально наблюдаемые кривые плав
ления для подобных многокомпонентных систем 
имеют усредненный характер и без соответствую
щего количественного анализа, позволяющего диф
ференцированно оценить вклад каждого типа ком
плекса в величину д, нельзя сделать однозначного 
вывода о температурной стабильности того или 
иного ассоциата в растворе. 

Для оценки энтальпии и энтропии комплексо
образования молекул использовали формализм 
Вант-Гоффа [8 ]. На рис 6 приведены зависимости 
Вант-Гоффа І п А ^ / О / Г ) , по которым определяли 
термодинамические параметры образования раз
личных комплексов PI с тетрамером. Каждая точка 
на графике получена в результате усреднения па
раметров Kt, рассчитанных для различных арома
тических протонов красителя; аппроксимирующие 
прямые проводили по методу наименьших квадра
тов. Усредненные значения энергии Гиббса, эн
тальпии и энтропии реакций комплексообразова
ния PI с дезокситетрануклеотидом 5'-d(TGCA) для 
308 К приведены в табл. 2. 

Рис. 5. Расчетные зависимости мольных долей пропидия и 
комплексов красителя с тетрануклеотидом 5'-d(TGCA) от тем
пературы (Z>0 - 0 , 8 -10" 3 М, NQ- 1 , 2 1 0 ~ 3 М): 1 — комплекс 1:1 
(DN)\ 2 — комплекс 2:1 (D2N); 3 — комплекс 2:2 (D2N2); 4 — 
комплекс 1:2 (DN2) 
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Анализ численных значений термодинамиче
ских параметров позволяет заключить, что комп-
лексообразование пропидия с d(TGCA) так же, как 
и ЕВ, происходит, главным образом, в результате 
дисперсионных ван-дер-ваальсовых взаимодейст
вий, которые обычно характеризуются отрицатель
ной энтальпией и энтропией [20]. Значительный 
вклад гидрофобных взаимодействий наблюдается в 
случае реакции образования комплекса 1:2 PI с 
дуплексом d(TGCA), характеризуемой существен
но меньшим абсолютным значением энтропии в 
сравнении с другими комплексами «краситель— 
тетрануклеотид», образующимися в растворе. В 
случае же комплекса состава 2:2, когда две моле
кулы лиганда интеркалируют в дуплекс, несколько 
большие отрицательные значения АН и AS по 
сравнению с комплексом состава 1:2 могут быть 
обусловлены увеличением жесткости спиральной 
структуры, что дополнительно к дисперсионным 
взаимодействиям между молекулами приводит к 
уменьшению энтальпии и энтропии при формиро
вании комплекса [21 ]. 

Калориметрические исследования комплексо
образования PI и ЕВ с ДНК тимуса теленка [9] 
свидетельствуют о том, что при связывании PI с 
ДНК, в отличие от связывания ЕВ, наблюдается 
довольно сильная зависимость энтальпии реакции 
образования комплекса от температуры. Такие раз
личия в значениях АН образования комплексов 
фенантридиновых красителей с ДНК авторы [9] 
объясняют изменением положения и характера 
вращательного движения сравнительно длинной за
ряженной алкильной цепи РІ в комплексе с поли
мерной ДНК при изменении температуры. Однако 
проведенные нами исследования комплексообразо
вания как ЕВ [7, 19], так и PI с короткой после

довательностью ДНК — самокомплементарным де-
зокситетрануклеотидом d(TGCA) — свидетельству
ют об отсутствии какой-либо зависимости АН обра
зования комплексов от температуры в изученном 
температурном интервале. По-видимому, при взаи
модействии красителя с коротким дуплексом ДНК 

Р и с 6. Зависимость натурального логарифма равновесной кон
станты К от обратной температуры (1пАГ от 1 /7 ) для реакций 
комплексообразования пропидия с тетрануклеотидом 5' -d(TG-
СА); комплексы: 7 — 1:2 (DN2); 2 — 2:2 (D2N2)\ 5 — 1 : 1 (DN); 
4 — 2:1 (D2N) 
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в области небольших концентраций красителя и 
олигонуклеотида ввиду быстрого обмена взаимо
действующих молекул эффект, связанный с пове
дением боковых алкильных цепей лиганда, оказы
вается пренебрежимо малым и зависимости Вант-
Гоффа \пК = / О / Т ) соответственно носят линейный 
характер для всех типов комплексов в водном 
растворе (рис. 6). 

Следует отметить, что величины АН и AS для 
комплексов PI с d(TGCA) как в мономерной, так и 
дуплексной форме существенно меньше по абсо
лютной величине по сравнению с аналогичными 
комплексами ЕВ с тетрамером в идентичных экспе
риментальных условиях [7, 11 ]. Это может свиде
тельствовать о большей роли гидрофобных взаимо
действий при формировании комплексов PI с 
d(TGCA), связанных с более объемной, чем в ЕВ, 
боковой алкильной цепью хромофора красителя, 
располагающейся при интеркаляции лиганда в ма
лой бороздке двойной спирали. 

Структуры комплексов. Анализ структур ком
плексов PI с d(TGCA) проводили на основании 
рассчитанных предельных значений протонных хи
мических сдвигов и данных 2M-NOESY. Использо
вали, как и ранее [7, 8, 11, 12], модифицирован
ную модель эквивалентных магнитных диполей 
[8 ], полученную в результате аппроксимации ква-
нтовомеханических кривых экранирования для ос
нований нуклеиновых кислот [22], 

Очевидно, полученные в результате анализа 
экспериментальных протонных химических сдвигов 
по модели (2) величины экранирования протонов 
PI в комплексе 1:2 фактически являются средними 
для двух возможных мест связывания красителя в 
руг-рш*-сайты дезокситетрануклеотида 5'-d(TG-
СА), что подтверждается данными 2M-NOESY. Но 
поскольку в рассматриваемом дезокситетрануклео-
тиде имеются два руг-риг-у частка— 5'-d(T-G) и 
5'-d(C-A), — отличающихся составом оснований, 
то в настоящей работе определяли конформацион-
ные параметры двух возможных 1:2 комплексов, 
соответствующих интеркаляции PI в различные 
руг-риг-сашы. 

Использовали алгоритм преобразований коор
динат атомов и программу, реализующую этот 
алгоритм, разработанные в ИТЭБ РАН [23]. По
следовательность преобразования координат в дво
йной спирали отвечала изменению параметров со 
(пропеллер), k (излом пары), г (наклон пары), л 
(крен), Dx (сдвиг), Dy (скольжение), Q (закручива
ние), Dz (поднятие) [24]. Вычислительная проце
дура нахождения конформационных параметров 
интеркалированного комплекса достаточно подроб
но описана в работе [8 ]. На рис. 7 представлена в 

б 

Рис. 7. Расчетная структура участка комплекса 1:2 пропидия с 
5 ' -d(TGCA), соответствующая интеркаляции красителя в 5'-
d(C-A)-cafirr тетрануклеотида: а — вид на комплекс сбоку со 
стороны широкой бороздки спирального участка; б — вид на 
комплекс сверху, со стороны G-C-пары, показывающий степень 
перекрывания хромофора PI и пар оснований в интеркалиро-
ванном комплексе; стрелка указывает направление к широкой 
бороздке; сахара не показаны 

различных проекциях рассчитанная наиболее веро
ятная структура участка комплекса 1:2 PI с тетра
нуклеотидом 5-d(TGCA), отвечающая интеркаля
ции красителя в 5'-d(C-A)-caUT тетрамера. Про
странственное изображение структуры получено с 
помощью программы «Mathematica 2.2» (Wolfram 
Res, Ltd). Интеркалированный комплекс характе
ризуется следующими параметрами спирали: Д,= 
= 0,68 нм; Q = 1 7 ° ; со = - 3 , 8 ° ; г = 0,6°; Dx — 
= 0,025 нм; Z^-0 ,003 нм; л = 5,6°; £ = -7,0°. Хро
мофор красителя располагается перпендикулярно 
оси спирали на равных расстояниях (D = 0,34 нм) 
от плоскостей верхней и нижней пары оснований в 
5'-d(C-A)-сайте. Раскручивание соседних пар спи
рали в месте интеркаляции составляет 19° (Й = 
= 17°), что заметно отличается от результатов рен-
тгеноструктурных исследований комплекса d(Cp-
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б 

Рис. 8. Расчетная структура комплекса 2:2 пропидия с 5 ' -
d(TGCA). Молекулы красителя интеркалированы в пиримидин-
пуриновые d ( T - G ) - и d(C-A)-сайты тетрануклеотида: а — вид 
на комплекс сбоку со стороны большой канавки двойной спира
ли; б—вид на комплекс со стороны концевой пары А4-Т1, 
показывающий закручивание хромофоров пропидия вдоль оси 
спирали; сахара не показаны 

G) 2 + EB в кристалле (Я = 10°) [25] и результатов 
теоретических исследований этой системы [26, 27 ]. 

Аналогичные расчеты, проведенные для интер-
калированного комплекса 1:2, который соответст
вует встраиванию красителя в другой руг-риг-стт 
тетрамера (5'-d(TG)), свидетельствуют о несколь
ко отличных параметрах двойной спирали: Dz = 
« 0,66 нм; Я = 1 9 ° ; со = -4 ,9° ; r = -0 ,3° ; Dx = 
0,025 нм; £>у =-0,006 нм; л = 5,5°; £ = 7,0°. 

Наиболее вероятная расчетная структура ком
плекса 2:2 PI с дезокситетрануклеотидом представ
лена на рис. 8. Существенно, что в сравнении с 
комплексом 1:2 в сайтах комплекса 2:2 увеличива

ются трансляционные параметры спирали Dyl -
= 0,095 нм и Dy2

ss 0,045 нм соответственно в 5 -
d(T-G)- и 5'-d(С-А)-участках дуплекса и изменя
ются некоторые угловые параметры спирали, в 
частности, углы спирального вращения (Я, = 11,8° 
и Я 2 = 17,5°). По-видимому, это связано с увеличе
нием жесткости структуры, ограничением числа ее 
возможных конформационных состояний. Следует 
отметить, что, несмотря на качественно подобные 
структуры 1:2 и 2:2 комплексов фенантридиновых 
красителей ЕВ [7, 11 ] и PI с d(TGCA), параметры 
двойной спирали в интеркалированных комплексах 
этих красителей значительно отличаются. Очевид
но, наблюдаемые различия связаны со структурны
ми особенностями боковых алкильных цепей фе
нантридиновых хромофоров ЕВ и PL 

Что же касается конформации дезоксирибоз-
ных остатков тетрануклеотида d(TGCA), то здесь, 
как и в случае комплексообразования тетрамера с 
ЕВ [7], из экспериментальных концентрационных 
зависимостей протонных химических сдвигов нель
зя сделать столь определенных выводов, как это 
возможно при нахождении взаимной ориентации 
плоскостей ароматических оснований и хромофора 
красителя в составе интеркалированного комплек
са. В то же время оценки с использованием сум
марных констант спин-спинового взаимодействия 
для НГ и Н2', а также для Н2" протонов дезокси
рибози [28 ] дают основание сделать заключение о 
том, что пиримидиновые дезоксирибозные остатки 
находятся преимущественно в СЗ'-endo-, а пурино-
вые — в C2'-endo-кoнфopмaцияx. 

Следует отметить, что наличие двух различ
ных участков связывания красителя с дуплексом 
тетрануклеотида d(TGCA) накладывает определен
ные ограничения на возможность повышения точ
ности определения структур комплексов, поскольку 
получаемые в расчетах структурные параметры 
являются, фактически, во временном масштабе 
ЯМР средними для двух мест интеркаляции лиган-
да. Более строго задача может быть решена при 
анализе взаимодействия интеркалирующих лиган-
дов со специально синтезированными олигонуклео-
тидами с заданной последовательностью азотистых 
оснований. В частности, подобные исследования с 
дезокситетрануклеотидом d (CGCG), содержащим 
два одинаковых pyr-pur d(C-G) -сайта, позволяют 
однозначно определить структуру участка комп
лекса 1:2 красителя с тетрамером [8]. 

Авторы выражают благодарность Объединенно
му исследовательскому центру Лондонского уни
верситета за предоставленную возможность в Бер-
кбек колледже использовать для измерений ЯМР-
спектрометр 500 Мгц. 
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D. A. Veselkov, Р. О. Bolotin, V. О. Sigaev, L. N. Djimant, 
D. В. Davies, А. N. Veselkov 

*Н NMR structural and thermodynamical analysis of complexation of 
propidium iodide with deoxytetranucleotide 5 , -d(TpGpCpA) in 
aqueous solution 

Summary 

The interaction of phenantridine dye propidium iodide with self-
complementary deoxytetraribonucleoside triphosphate 5'-d(TpGp
CpA) in aqueous salt solution has been studied by one- and 
two-dimensional 500 MHz H NMR spectroscopy. The concen
tration and temperature dependences of proton chemical shifts of 
the interacting molecules have been measured. Different schemes of 
complexation of propidium with the tetranucleotide have been 
analysed and the equilibrium constants, free energy AG, enthalpies 
AH, entropies AS of different reactions leading to the formation of 
1:1, 1:2, 2:1, 2:2 complexes have been determined. The specific 
features of the dynamic equilibrium of different complexes as a 
function of the drug-tetranucleotide ratio and temperature have been 
examined. It is concluded that propidium intercalates preferentially 
to pyrimidine-purine d(T-G)- and d(C-A)-sites of the tetranuc
leotide sequence. The most favourable structures of 1:2 and 2:2 
propidium-tetranucleotide complexes have been constructed using 
the calculated values of induced chemical shift of dye protons and 
2D-NOE spectra. A comparative analysis of the complexation of 
phenantridine dyes, propidium iodide, ethidium bromide, and 
acridine dye proflavine with deoxytetranucleotide d(TGCA) under 
the same experimental conditions, has been made. 

Д. О. Веселков, П. О. Болотін, В. О. Сігаєв, Л. Н. Димант, 
Д. Б. Девіс, О. Н. Веселков 

Структурний і термодинамічний аналіз комплексоутворення 
йодистого пропідію з дезокситетрануклеотидом 5'-d(TpGpCpA) 
у водному розчині методом *Н-ЯМР спектроскопії 

Резюме 

У роботі досліджено взаємодію барвника фенантридинового 
ряду йодистого пропідію з самокомплементарним дезокси-
тетрарибонуклеозидтрифосфатом 5'-d(TpGpCpA) у водно-со
льовому розчині методом одномірної і двовимірної Н-ЯМР 
спектроскопії (500 МГц). Виміряно концентраційні і темпера
турні залежності протонних хімічних зсувів взаємодіючих 
молекул. Розглянуто різні моделі утворення комплексів моле
кул барвника з тетрануклеотидом, розраховано рівноважні 
константи, вільної енергії AG, энтальпй АН і энтропй AS 
реакцій утворення комплексів складу 1:1, 2:1, 1:2 и 2:2. 
Виявлено особливості динамічної рівноваги комплексів різного 
типу в залежності від співвідношення концентрацій барвника 
і тетрануклеотиду та температури. Зроблено висновок сто
совно переважаючої інтеркаляції пропідію в піримідин-пури-
нові d(T-G)- и d(C-A)-caumu тетрануклеотиду. На основі 
розрахованих значень індукованих хімічних зсувів для протонів 
барвника і даних 2M-NOESY визначено найвірогідніші просто
рові структури 1:2 и 2:2 комплексів пропідію з тетранук
леотидом. Проведено порівняльний аналіз параметрів комп
лексоутворення фенантридиновых барвників йодистого про
підію і бромистого зтидію, а також акридинового барвника 
профлавіну з дезокситетрануклеотидом d(TGCA) за іден
тичних умов розчинника. 
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