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Представлены результаты исследования комплексообразования синтетического феноксазонового 
соединения актиноцил-бис-(2-диметиламиноэтил)амида (Act/I) с самокомплементарным дезок
ситетрануклеотидом 5'-d(TpGpCpA) в водном растворе методом двухмерной {Н ЯМР спектро
скопии (500 МГц). Двухмерные эксперименты 2M-TOCSY и 2M-NOESY использованы для полного 
отнесения сигналов протонов феноксазонового соединения и нуклеотидов в смешанном растворе 
и для установления структуры интеркалированного комплекса Actll с дуплексом тетрамера На 
основании анализа межмолекулярных NOE-контактов сделан вывод о преимущественной интер-
каляции Actll в терминальный d(TG)-caum олигонуклеотида и построены наиболее вероятные 
пространственные структуры комплексов Actll с 5'-d(TpGpCpA). Анализ показывает, что 
боковые аминоалкильные цепи феноксазонового лиганда располагаются в малой канавке дуплекса 
ДНК. 

Введение. Синтетические аналоги антиопухолевого 
антибиотика актиномицина D — феноксазоновые 
соединения с аминоалкильными боковыми цепя
ми — демонстрируют достаточно высокую медико-
биологическую активность, зависящую от количе
ства метальных групп в боковой цепи феноксазо
нового хромофора [1 ]. Изучение индуцированного 
апоптоза и фаз клеточного цикла в лейкемических 
клетках MOLT-3 человека методом проточной ци-
тофлуориметрии показало, что изменение длины 
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аминоалкильной цепи в феноксазоновых производ
ных на одну СН 2-группу ведет к значительной 
вариации антиопухолевой активности синтетиче
ских ароматических соединений [1, 2 ] . Исследова
ния термодинамических параметров комплексооб
разования феноксазоновых соединений с ДНК ме
тодом дифференциальной сканирующей калори
метрии позволяют также сделать вывод о сущест
венной зависимости сродства лигандов к связыва
нию с ДНК от длины аминоалкильных боковых 
цепей [2] . 

Экспериментальные данные свидетельствуют о 
том, что активность антибиотика актиноцил-бис-
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ЯМР АНАЛИЗ КОМПЛЕКСООБРАЗОВАНИЯ АсШ с 5'-d(TpGpCpA) 

(2-диметиламиноэтил) амида (Actll), содержащего 
аминоалкильную боковую цепь с двумя СН 2-груп-
пами, оказывается существенно выше, чем у дру
гих исследованных феноксазоновых антибиотиков 
[1 ]. Следует отметить, что разработка антрацикли-
новой группы антиопухолевых лекарственных 
средств с аминоалкильными боковыми цепями при
вела к созданию нового синтетического антибиоти
ка, митоксантрона, обладающего улучшенными ме
дико-биологическими свойствами (в частности, бо
лее низкой кардиотоксичностью) по сравнению с 
природными антрациклиновыми антиопухолевыми 
антибиотиками, такими как доксорубицин и дауно-
мицин [3, 4 ] . 

Для выяснения природы физико-химических 
взаимодействий, ответственных за комплексообра-
зование ароматических лигандов с ДНК, необходи
мо иметь детальную информацию о структуре и 
термодинамике молекулярных комплексов, образу
ющихся в растворе [5, 6 ]. 

Одним из самых эффективных методов, позво
ляющих получить наиболее полную информацию о 
параметрах комплексообразования биологических 
молекул в растворе, является метод ЯМР спектро
скопии. Количественную информацию о связыва
нии ароматических лигандов с ДНК можно пол
учить на основе анализа концентрационных и тем
пературных зависимостей химических сдвигов 
протонов в водно-солевом буферном растворе при 
постоянных значениях рН и ионной силы [6, 7 ] . 
Однако в связи с ограниченной растворимостью 
исследуемых синтетических феноксазоновых соеди
нений в буферном растворе (фосфатном буфере) не 
представляется возможным провести подобные из
мерения и получить количественные характеристи
ки комплексообразования молекул, как это сделано 
для других биологически активных ароматических 
веществ [6—8]. 

В связи с этим в настоящей работе исследовано 
взаимодействие феноксазонового соединения Actll 
с дезокситетрануклеотидом d(TpGpCpAp) метода
ми двухмерной 2M-TOCSY и 2M-NOESY ЯМР 
спектроскопии в водно-солевом растворе (0,1 М 
NaCl) при фиксированной концентрации аромати
ческого лиганда. Опыт свидетельствует о сущест
венно большей растворимости Actll в 0,1 М NaCl 
по сравнению с 0,1 М фосфатным буфером, исполь
зованным нами ранее для количественного анализа 
комплексообразования биологически активных ве
ществ с фрагментами ДНК [6—8 ]. Межмолекуляр
ные NOE-контакты в комплексах ароматического 
лиганда с ДНК позволяют сделать вывод о харак
тере связывания молекул и о структуре молекуляр
ного комплекса, образующегося в растворе. 

НзС^-ь/СНз н3с _ с н 3 

Р и с 1. Структурная формула феноксазонового соединения ак-
тиноцил-бис- (2-диметиламиноэтил) амида 

Материалы и методы. Синтез антибиотика 
актиноцил-бис- (2-диметиламиноэтил) амида (рис 
1) проведен, как описано ранее [1, 9, 10] , путем 
окисления производного ортоаминофенола пара-хи-
ноном, образованным в результате каталитического 
гидрирования соответствующих амидов 2-нитро-З-
бензилокси-4-метилбензойной кислоты. Состав и 
строение полученного соединения подтверждены 
данными элементного анализа, наличием характе
ристических полос в ИК спектрах и характерного 
для феноксазонового хромофора поглощения в ви
димой области электронных спектров, а также 
данными 1М и 2М *Н ЯМР спектров [1, 9—11] . 
Дезокситетрарибонуклеотид d (TpGpCpAp) синте
зирован компанией «Oswel DNA Service» (Велико
британия). Actll и тетрамер лиофилизировали из 
D 2 0 с изотопной чистотой 99,95 % D («Sigma») и 
растворяли в водно-солевом растворе (0,1 М NaCl), 
содержащем 10~4 моль/л EDTA. 

Двухмерные *Н ЯМР спектры 2M-TOCSY и 
2M-NOESY измерены на импульсном спектрометре 
«Вшкег DRX» с резонансной частотой 500 МГц при 
различных соотношениях концентраций лиганда и 
дезокситетрануклеотида в водно-солевом растворе. 
Спектры 2M-TOCSY измеряли при температуре 
300 К, используя 2048 точек в период детектирова
ния (t2) и 256 приращений времен эволюции (*,) 
при времени смешивания хт = 70 м с При проведе
нии 2M-NOESY эксперимента (Т = 300 К) исполь
зовали стандартную последовательность импульсов 
при ширине спектров SW = 6000 Гц, 4096 точек в 
f2, 512 — в /, и при двух временах смешивания 
r w I = 90 мс и тт2 = 200 мс. Период восстановления 
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Таблица 1 
Отнесение сигналов ЯМР (S, м. д.) необменивающихся протонов дезокситетрануклеотида 5'-d(TpGpCpA) и 
актиноцил-бис-(2-диметиламиноэтил)амида (Actll) в 0,1 М NaCl при С А С Ш = * / ммоль/л, C T G C A - 2 ммоль/л, 1 =300 К, 
pD-7,1 

3,73 

4,10 

Таблица 2 
NOE-контакты между необменивающимися протонами 
дезокситетрануклеотида 5'-d(TpGpCpA) и 
актиноцил-бис-( 2-диметиламиноэтил )амида 

П р и м е ч а н и е . S , M — кросс-пики слабой и средней 
интенсивности соответственно. 

составлял 1,5 с и 3,0 с для 2M-TOCSY и 2М-
NOESY соответственно. Для увеличения чувстви
тельности импульсную последовательность при 
каждом t{ повторяли 16 раз для 2M-TOCSY и 32 

раза — для 2M-NOESY. Химический сдвиг опреде
ляли относительно ДСС (2,2-диметил-2-силапен-
тан-5-сульфокислота), в качестве внутреннего 
стандарта использовали ТМА (бромид тетрамети-
ламмония). Стабилизацию температуры в процессе 
измерений осуществляли BVT-терморегулятором. 

Результаты и обсуждение. Отнесение сигналов 
необменивающихся протонов дезокситетрануклео
тида 5'-d(TpGpCpA) в водно-солевом растворе 
(0,1 М NaCl), полученное в данной работе на 
основе данных 2M-TOCSY и 2M-NOESY ЯМР 
спектроскопии, хорошо согласуется с определен
ным ранее в 0,1 М фосфатном буфере [12] . Сигна
лы в *Н ЯМР спектрах смешанного раствора 
Actll—DNA (табл. 1) отождествляли с использова
нием известной методики [13] — анализом двух
мерных спектров 2M-NOESY и 2M-TOCSY экспе
риментов [14—16]. 

В 2M-NOESY спектре раствора дезокситетра
нуклеотида с Actll (рис. 2) наблюдаются довольно 
интенсивные кросс-пики между протонами Н8 
(pur)/H6 (руг) оснований и протонами Н2' связан
ных с ними сахарных колец при сравнительно 
слабых корреляциях между протонами Н 8 / Н 6 и 
Н Г . Такое соотношение интенсивностей кросс-пи
ков соответствует межпротонным расстояниям, ха
рактерным для анти-конформации оснований отно
сительно дезоксирибозных колец в нуклеотидах 
тетрамера d(TpGpCpA) [13] . При этом сигналы 
NOE между сахарными протонами Н Г и Н2" 
дезоксирибозы оказываются, как правило, более 
интенсивными по сравнению с кросс-пиками Н Г -
Н2', что свидетельствует о преимущественной S-
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(ppm) 8.00 7.00 6.00 5.00 4.00 3.00 2,00 

Рис. 2. 2M-NOESY спектр (500 МГц, т т - = 200 мс) раствора АсШ с дезокситетрануклеотидом 5'-d(TpGpCpA) при CActii e 1 ммоль/л, 
CTGCA в 2 ммоль/л ( Т - 300 К, pD - 7,1; 0,1 М NaCl) 

конформации (С2'-эндо) дезоксирибозных остатков 
в цепи дезокситетрануклеотида и, следовательно, 
дуплекс тетрамера в комплексе с ароматическим 
лигандом Actll находится в конформации, близкой 
к В-форме. Аналогичный вывод о В-конформации 

5'-d (TpGpCpA) можно сделать на основании ана
лиза 2M-NOESY спектров в 0,1 М NaCl в отсутст
вие Actll в растворе. 

Анализ 2M-NOESY спектров позволяет полу
чить количественную информацию о структуре мо-

507 



ВЕСЕЛКОВ А. Н. И ДР. 

Н6(Т) 

5СН , (Т) 

Н 4 ' ( Г 

H 8 ( L j H 7 ( L ) 

J\ / V _ 

7 . 0 0 

Рис. 3. Расширение контурного 2M-NOESY спектра (500 МГц, т т = 200 мс) раствора АсШ с 5'-d(TpGpCpA) при C A c t I I - 1 ммоль/л, 
CTGCA ™ 2 ммоль/л, Т — 300 К, в котором приведены корреляции (указаны стрелками) между протонами хромофора АсШ и 
нуклеотидов Д Н К 

лекулярных комплексов в растворе, так как интен
сивности внутри- и межмолекулярных N O E - K O H -
тактов однозначно зависят от расстояния между 
взаимодействующими ядрами [ 1 3 ] . Использование 
известных соотношений между интенсивностями 
кросс-пиков N O E и расстояниями между взаимо
действующими протонами связано с предположени
ем об одинаковых величинах времен релаксации 
ядер в исследуемых молекулах [ 1 7 ] . Однако в 
случае комплекса лиганд—ДНК отсутствие инфор

мации о временах корреляции для протонов арома
тического лиганда и его комплекса с ДНК не 
позволяет, строго говоря, провести корректное оп
ределение величин межпротонных расстояний. 
Вместе с тем сравнительный анализ интенсивно-
стей межмолекулярных кросс-пиков дает возмож
ность сделать определенное заключение о соотно
шении расстояний между протонами ароматическо
го лиганда и ДНК. 

Таким образом, можно ввести ограничения на 
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ЯМР АНАЛИЗ КОМПЛЕКСООБРАЗОВАНИЯ Actll с 5'-d(TpGpCpA) 
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Рис. 4. Расширение контурного 2M-NOESY спектра (500 МГц, т т - 2 0 0 мс) раствора АсШ с 5'-d(TpGpCpA) при С А с Ш ~ 1 ммоль/л, 
Ctgca - 2 ммоль/л, Т - 300 К, в котором приведены корреляции (указаны стрелками) между протонами аминоалкильных боковых 
цепей лиганда и нуклеотидов Д Н К 

структурные параметры молекулярных комплексов 
и получить вполне однозначную картину структу
ры комплекса ДНК—лиганд в растворе. 

В исследованных в данной работе 2M-NOESY 
спектрах (рис 2) , полученных при различных кон

центрациях лиганда (1 и 2 ммоль/л) и тетрамера 
( 2 . ммоль/л) в растворе, наблюдается довольно 
большое количество межмолекулярных кросс-пи
ков (табл. 2) , которые имеют место при различных 
соотношениях концентраций взаимодействующих 
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б 

Рис. 5. Наиболее вероятная пространственная структура комп
лекса АсШ с 5'-d(TpGpCpA), построенная с учетом эксперимен
тальных межмолекулярных NOE-контактов (показаны пунктир
ными стрелками): а — бензольное кольцо хромофора обращено 
к сахаро-фосфатной цепи, направленной от 5'- к 3'-концу; б — 
бензольное кольцо хромофора ориентировано к противоположно 
направленной нити двойной спирали 

молекул и временах смешивания в 2M-NOE экспе
рименте. Последнее с учетом малых времен смеши
вания в ЯМР эксперименте свидетельствует об 

отсутствии спиновой диффузии в исследуемых мо
лекулярных системах. Анализ межмолекулярных 
кросс-пиков и их интенсивностей между протонами 
хромофора лиганда и ДНК (см. расширение 2М-
NOESY спектра на рис 3), а также для контактов 
между протонами боковых цепей и нуклеотидов 
(рис. 4) позволяет построить структуру комплекса 
ДНК—лиганд в водном растворе. 

На р и с 5 представлена пространственная 
структура комплекса d(TGCA)— АсШ, построенная 
с учетом экспериментальных межмолекулярных 
NOE-контактов (показаны пунктирными стрелка
ми). Анализ кросс-пиков NOE позволяет сделать 
заключение, что феноксазоновый антибиотик ActII 
преимущественно взаимодействует с терминальным 
d (TG) -сайтом дуплекса дезокситетрануклеотида. 
При этом возможны две равновероятные ориента
ции асимметричного хромофора антибиотика, при 
которых бензольное кольцо хромофора обращено к 
сахаро-фосфатной цепи, направленной от 5'- к 3'-
концу (рис 5, а) , или к противоположно направ
ленной нити двойной спирали (рис. 5, б). Необхо
димо отметить, что аналогичный вывод о вероят
ных ориентациях феноксазонового хромофора был 
сделан ранее при исследовании комплексообразова-
ния антиопухолевого антибиотика актиномицина D 
с самокомплементарными олигонуклеотидами раз
личной длины и последовательности оснований в 
цепи [18, 19] . 

Изучение кросс-пиков между протонами боко
вых цепей и нуклеотидов ДНК свидетельствует о 
том, что существует также определенная (сущест
венно меньшая) вероятность противоположной по 
отношению к представленным на рис 5 структурам 
ориентации штрихованных и нештрихованных 
аминоалкильных цепей в интеркалированном ком
плексе АсШ—ДНК. 

Важно отметить, что феноксазоновый антибио
тик актиномицин D преимущественно связывается 
с GC-сайтами полимерной ДНК и достаточно длин
ных дезоксиолигонуклеотидов [5, 20 ]. Использова
ние в данной работе короткого фрагмента ДНК, 
дезокситетрануклеотида d (TGCA), по-видимому, 
сказывается на специфике связывания феноксазо
нового соединения АсШ — терминальный сайт тет-
рамера легче раскрывается для встраивания хромо
фора ароматического лиганда [7 ]. 

Как упоминалось выше, медико-биологическая 
активность синтетических феноксазоновых соеди
нений в значительной степени определяется коли
чеством метальных групп в аминоалкильной боко
вой цепи ароматического хромофора. При этом 
АсШ, содержащий две СН 2-группы в боковой цепи, 
характеризуется максимальной активностью среди 
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серии исследованных феноксазоновых антибиоти
ков [1 ]. 

Анализ NOE-контактов (рис 2—4 и табл. 2) 
позволяет сделать однозначный вывод о том, что 
АсШ интеркалирует в дезокситетрануклеотид со 
стороны малой канавки; наличие межмолекуляр
ных контактов между протонами боковых цепей 
антибиотика и дезоксирибозы (рис 4, 5) свидетель
ствует об укладке аминоалкильных цепей в малой 
канавке дуплекса ДНК. При этом возможна допол
нительная стабилизация интеркалированного ком
плекса с помощью электростатических взаимодей
ствий между N + атомами боковых цепей АсШ и 
отрицательно заряженными фосфатами сахаро-
фосфатного остова. Увеличение (или уменьшение) 
количества СН 2-групп в боковой цепи феноксазо-
нового соединения, вероятно, приводит к меньшему 
стерическому соответствию N + - (CH 3 ) 2 -rpynn лиган
да и фосфатных групп двойной спирали ДНК, что, 
очевидно, оказывает влияние на энергетику связы
вания лиганда с ДНК и, следовательно, на его 
биологическую активность. 

Интересным является то, что замена (СН 3 ) -
терминальных групп в боковой аминоалкильной 
цепи на атомы водорода приводит к существенной 
потере активности синтетических феноксазоновых 
соединений [1] . По-видимому, наличие довольно 
массивных терминальных метильных групп в боко
вой цепи является также необходимым стериче-
ским фактором при взаимодействии исследованных 
феноксазоновых лигандов с ДНК. 

Следует также подчеркнуть, что в работе [21 ] 
была предложена усредненная по различным кон-
формациям структура интеркалированного комп
лекса АсШ—ДНК, полученная в результате теоре
тических расчетов методом Монте-Карло. В насто
ящей работе получена молекулярная структура 
подобного комплекса на основе экспериментальных 
данных ЯМР, которая может служить базой для 
более строгих теоретических расчетов. 

Выражаем благодарность Объединенному ис
следовательскому центру Лондонского университе
та за предоставленную возможность в Беркбек 
колледже использовать для измерений ЯМР спект
рометр «Вгикег DRX» (500 МГц). 

А. N. Veselkov, R. J. Eaton, А. О. Lantushenko, О. V. Rogova, 
A. Hernandez Santiago, D. В. Davies 

2D *H-NMR analysis of complexation of phenoxazone compound 
a c t i n o c y l - b i s - ( 2 - d i m e t h y l a m i n o e t h y l ) a m i d e with 
deoxytetranucleotide 5'-d(TpGpCpA) in aqueous solution 

Summary 

Complexation of a synthetic phenoxazone compound actinocyl-bis-
(2-dimethylaminoethyl) amide (Actll) with self-complementary 

deoxytetranucleotide 5'-d(TpGpCpA) in aqueous solution has been 
studied by two-dimensional 1H-NMR spectroscopy (500 MHz). 
Two-dimensional homonuclear correlation NMR spectroscopy (2D-
TOCSY and 2D-NOESY) has been used for complete assignment of 
proton signals of phenoxazone compound and nucleotides in the 
mixed solution and for determining the structure of the intercalated 
complex of Actll with the tetramer duplex. Analysis of inter-
molecular NOE-contacts enables to conclude that Actll preferen
tially intercalates into the terminal d(TG)-site of the tetranucleotide 
and to propose the most favourable spatial structures of Actll-
d(TpGpCpA) complexes. It follows that aminoalkyl side chains of 
Actll are situated in the minor groove of the tetramer duplex. 

О. H. Веселков, P. Дж. ImoH, А. О. Латушенко, О. В. Рогова, 
А. Ернандес Сантьяго, Д. Б. Девіс 

2М *Н ЯМР аналіз комплексоутворення феноксазонового 
антибіотика актиноцил-біс-(2-диметиламіноетил) аміду з 
дезокситетрануклеотидом 5'-d(TpGpCpA) у водному розчині 

Резюме 

Представлено результати дослідження комплексоутворення 
синтетичної феноксазонової сполуки актиноцил-біс-(2-диме-
тиламіноетил)аміду (ActHI) з самокомплементарним дезок
ситетрануклеотидом 5'-d(TpGpCpA) у водному розчині мето
дом двовимірної Н ЯМР спектроскопії (500 МГц). Двовимірні 
екперименти 2M-TOCSY і 2M-NOESY використано для повно
го віднесення сигналів протонів феноксазонової сполуки і 
нуклеотидів у змішаному розчині та для визначення інтер-
кальованого комплексу Actll з дуплексом тетрамеру. На 
основі аналізу міжмолекулярних NOE-контактів зроблено вис
новок щодо переважної інтеркаляції Actll у термінальний 
d(TG)-caum олігонуклеотиду та побудовано найвірогідніиіі 
просторові структури комплексів Actll з 5'-d(TpGpCpA). З 
аналізу випливає, що бічні аміноалкільні ланцюги феноксазоно
вого ліганду розміщуються в малій борозенці дуплексу ДНК. 
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