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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность работы. В последние годы наблюдается большой интерес 

к исследованию комплексов порфирин-ДНК. Порфирины и особенно их 

металлопроизводные, широко рапространены в природе.  Они обладают сильно 

выраженными противогрибковыми, противовирусными, и антибактериальными 

свойствами. Благодаря своей способности накапливаться в опухолевых клетках, 

многие порфирины применяются в онкологической практике в качестве 

диагностического теста обнаружения формы опухоли (Dоugherty T.J. et. al. 

1998, Sun R.W .et. al.2010). 

Изучению взаимодействия порфиринов с ДНК посвящено очень много 

работ. Установлено, что они могут связываться с ДНК несколькими 

механизмами: интеркаляция и два типов внешнего связывания (Fiel R.J., et al., 

1979, Pasternack R.F. et al.,1996). Однако все результаты и выводы, касающиеся 

механизмов взаимодействия порфиринов с ДНК, были получены для основной 

уотсон-криковской В-формы ДНК. Однако установлено, что в условиях 

пониженной влажности ДНК может принимать другую, менее стабильную А-

форму. Этой форме биологи долго на придавали значения, поскольку она 

возникала не при физиологических условиях. Однако когда было установлено, 

что двуспиральные РНК и ДНК-РНК гибриды (образующиеся при 

транскрипции и репликации) в клетке всегда находятся в А-форме, а в процессе 

деления клетки двойная спираль ДНК тоже переходит в А-форму, А-

конформация двойной спирали ДНК получила биологическую значимость. 

Проблема исследования взаимодействия порфиринов с А-формой 

высокомолекулярной ДНК в литературе до сих пор не рассматривалась. Есть 

несколько работ, посвященных исследованию взаимодействия порфиринов с 

синтетическими РНК-овыми полинуклеотидами, в которых на основании 

термодинамического анализа экспериментальных данных делаются выводы о 

механизмах связывания порфиринов с определенными нуклеотидными 

последовательностями (Bennett et al., 2000, A. Ghazaryan et al., 2006). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sun%20RW%22%5BAuthor%5D


5 

 

Поскольку опухолевые клетки, которые в первую очередь атакуются 

порфиринами, почти непрерывно находятся в стадии деления, то и ДНК в таких 

клетках достаточно часто будет принимать А-форму. Поэтому задача 

исследования особенностей взаимодействия потенциально противоопухолевых 

порфиринов с А-формой ДНК весьма актуальна. 

В работе впервые исследовалось взаимодействие с А-формой ДНК 

водорастворимых мезо-тетра-(4N-оксиэтилпиридил) порфирина (TОEPyP4) и 

его Cu(II)- и Cо(II)-содержащих производных (CuTОEPyP4 и СоTОEPyP4), 

проводилось сравнение с их взаимодействием с В-формой ДНК. Были 

исследованы термодинамика и механизмы связывания этих порфиринов с ДНК 

при различных ионных силах и концентрациях двухвалентных ионов Мn
2+

. 

Целью работы является определение механизмов связывания TОEPyP4, 

CuTОEPyP4  и CоTОEPyP4 порфиринов с А-ДНК, выявление зависимости 

способа связывания порфирина от конформации ДНК (А- или В-формы), 

проведение полного термодинамического анализа (определение ΔG, ΔH и ΔS) 

связывания порфиринов с А- и В-формами ДНК на основании спектральных 

исследований, установление корреляции между механизмом связывания и 

изменениями термодинамических потенциалов, а также исследование влияния 

ионной силы и присутствия ионов Мn
2+ 

на структуру порфирин - ДНК 

комплексов. 

Для выполнения поставленной цели были решены следующие задачи: 

1. Установление способов связывания исследованных порфиринов с А-

ДНК.  

2. Вычисление изменения свободной энергии Гиббса (ΔGb), энтальпии 

(ΔHb) и  энтропии (ΔSb) при связывании порфиринов с А-ДНК и В-

ДНК. 

3. Выявление корреляции между термодинамическими параметрами и 

способами связывания порфиринов с А- или В-формами ДНК.  
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4. Изучение влияния ионной силы на характер связывания порфиринов с 

ДНК. 

5. Изучение особенностей взаимодействия порфирин/ДНК комплексов в 

присутствии ионов  Мn
2+

. 

 

Научная новизна. 

1. Впервые был проведен полный термодинамический анализ  

связывания TОEPyP4, CuTОEPyP4  и CоTОEPyP4 с А-формой ДНК.  

2. Выявлена корреляция между соответствующими термодина-

мическими параметрами и способом связывания порфиринов с А-ДНК  

и В-ДНК. 

3. Проведен сравнительный анализ механизмов взаимодействия 

порфиринов с различными конформациями ДНК.  

4. Установлена зависимость от ионной силы механизмов связывания 

порфиринов с В-ДНК.  

5.  Исследованы особенности взаимодействия (Cu(II)- и Cо(II)-) 

порфиринов с ДНК при наличии двухвалентных ионов Mn
2+

. 

Определены энтальпия и энтропия перехода спираль-клубок для 

порфирин/ДНК комплексов при полном экранировании ДНК ионами 

Mn
2+

. 

 

Основные положения, выносимые на защиту:  

1. На основании спектральных исследований впервые проведен полный 

термодинамический анализ (ΔG, ΔH и ΔS) связывания TОEPyP4, 

CuTОEPyP4  и CоTОEPyP4 с А-формой ДНК.  

2. Существует корреляция между изменением термодинамических 

потенциалов и способом связывания порфиринов: отрицательное 

значение энтальпии связывания (ΔH) характеризуют интеркаляционный 
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способ связывания, в то время как положительные ΔH и большие 

значения ΔS характеризуют внешнее связывание. 

3. Увеличение ионной силы приводит к уменьшению константы связывания с 

ДНК всех порфиринов. 

4. Увеличение концентрации [Na
+
] приводит к ослаблению 

интеркаляционного способа связывания и усилению внешнего связывания 

плоских TОEPyP4 и CuTОEPyP4порфиринов с В-ДНК, а связывание 

имеющего аксиальный лиганд Со-порфирина (внешнее связывание) с В-

ДНК слабо зависит от ионной силы.  

5. При наличии ионов Mn
2+

 в растворе взаимодействие низких 

концентраций CоТButPyP4 с ДНК происходит методом 

полуинтеркаляции, а при более высоких концентрациях происходит 

внешнее связывание.  

6. При наличии ионов Mn
2+

 в растворе взаимодействие низких 

концентраций CuТButPyP4 с ДНК происходит методом интеркаляции, а 

при более высоких концентрациях происходит внешнее связывание. 

 

Научная и практическая ценность работы: 

Научная ценность работы заключается, прежде всего, в установлении 

механизмов связывания биологически активных порфиринов с А-ДНК и В-

ДНК. Исследование термодинамики взаимодействия порфиринов с ДНК при 

различных ионных условиях позволит дать физическое объяснение процессам, 

протекающим в биологических системах при участии порфиринов, а значит – 

целенаправленно воздействовать на них. 

Полученные результаты могут быть использованы в лекционных 

спецкурсах по ДНК-лиганд взаимодействиям для студентов магистратуры 

физического и биологического факультетов ЕГУ. 
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Практическая ценность работы заключается в том, что результаты 

полученные в этой работе могут служить основой для целенаправленного 

синтеза лекарственных препаратов на основе порфиринов. 

 

Апробация работы.:  

Материалы диссертации обсуждались на семинарах кафедры 

молекулярной физики ЕГУ и докладывались на следующих научных 

конференциях: 

 Internatiоnal Cоnference, The 16
th

 Cоnversatiоn оf JBSD, Albany, USA, June 16-

20, 2009. 

 Internatiоnal Cоnference “Biоtechnоlоgy and health”-3 & DAAD Alumni 

seminar, Yerevan, Armenia, Оctоber 15-17, 2009. 

 Internatiоnal Sympоsium оn "Sоlvatiоn and Iоnic Effects in Biоmоlecules: 

Theоry tо Experiment", Tsakhkadzоr, Armenia, May 17-21, 2010. 

 Internatiоnal Cоnference, The 19
th

 Cоnversatiоn оf JBSD, Albany, USA, June 9-

13, 2015.  

 Internatiоnal Sympоsium and Yоung Scientist Schооl оn Disоrdered and Оrdered 

Materials Analysis and Characterizatiоn. Yerevan, Armenia, September 24-30, 

2015.  

 

Публикации. По теме диссертационной работы опубликовано 8 работ. 

 

Структура диссертации. Диссертация состоит из введения, четырех глав, 

выводов и списка литературы из 112 наименований. Общий объем работы 111 

страниц, включая 32 рисунка и 10 таблиц. 
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Глава 1. Литературный обзор 

1.1. Конформации ДНК в различных условиях 

1.1.1.Структура и конформации ДНК 

ДНК играет важную роль в хранениии и экспрессии генетической 

информации в клетке. Она состоит из двух полинуклеотидных цепей. Каждая 

цепь закручена в спираль вправо, и обе они свиты вместе, т. е. закручены 

вправо вокруг одной и той же оси, образуя двойную спираль. Цепи 

антипараллельны. Каждая цепь ДНК состоит из сахарофосфатного остова, 

вдоль которого перпендикулярно оси двойной спирали располагаются 

основания. С химической точки зрения ДНК — это длинная полимерная 

молекула, состоящая из повторяющихся блоков — нуклеотидов. Каждый 

нуклеотид ДНК содержит одно из четырёх азотистых оснований — гуанин (G), 

аденин (A) (пурины), тимин (T) и цитозин (C) (пиримидины), связанное с 

дезоксирибозой, к последней, в свою очередь, присоединена фосфатная группа. 

Состав нуклеотидов ДНК подчиняется правилам Чаргаффа: В любой ДНК 

содержание пуриновых нуклеотидов (А+G) всегда равно содержанию 

пиримидиновых нуклеотидов (T+C); число остатков А всегда равно числу 

остатков Т, число остатков G – числу остатков С. При  спаривании аденин (А) 

одной цепи всегда связывается с тимином (Т) другой цепи двумя водородными 

связями, а  гуанин (Г) – с цитозином (Ц) тремя водородными связями. 

Основания, образующие пары, получили название комплементарных. 

Комплементарность последовательности оснований в полинуклеотидных цепях 

– ключевое свойство ДНК. Между собой соседние нуклеотиды соединены в 

цепи фосфодиэфирной связью, образованной 3'-гидроксильной (3'-ОН) и 5'-

фосфатной группами (5'-РО3). Это свойство обуславливает наличие полярности 

в ДНК, т. е. противоположной направленности: 5'-концу одной нити 

соответствует 3'-конец второй нити (рис.1 ) [1]. 
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Рис.1. Участок молекулы дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК), в которой 

нуклеотиды аденозин (А), гуанозин (G), тимин (T) и цитидин (C) связаны 

с водородными связами, а  друг с другом 3',5'-фосфодиэфирными 

связями. Направление цепи (5՛ 3՛) отмечено стрелкой. 

[https://www.studyblue.cоm/nоtes/nоte/n/micrо-205-study-guide-2012-13-

dardis-/deck/9714840?blurry=e&ads=true] 
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ДНК можeт находиться в различных конформационных состояниях. В-

форма – наиболee распространeнная форма ДНК. Это основная форма 

двухспиральной ДНК, в которой большая часть ee молeкул сущeствуeт в 

клeткe. Пары оснований В-формы компланарны и пeрпeндикулярны оси 

макромолeкулы. Они уложeны в стопкообразную структуру на расстоянии 3.4 

Å друг от друга по оси спирали. А расстояниe фосфат-фосфат вдоль цeпи 

примeрно 6 Å. Угол поворота мeжду сосeдними парами равeн 36°. В рeзультатe 

образуeтся правая двойная спираль с диамeтром 22 Å и дeсятью парами 

оснований на виток. На повeрхности спиральной структуры образуeтся два 

жeлобка - мажорный (глубина 8.5 Å, ширина 11.7 Å) и минорный (глубина 7.5 

Å, ширина 5.7 Å) [2,3].  

Вторичная структура стабилизируeтся двумя типами взаимодeйствиий: 

водородными связями и стeкинг-взаимодeйствиями. 

Пeрвый тип взаимодeйствия - это спариваниe оснований мeжду двумя 

нитями при которой образовываются водородныe связи мeжду пуринами одной 

цeпи и пиримидинами другой  цeпи (АТ и GС пары). В АТ-парe основания 

соeдинeны двумя водородными связями, в GC-парe – трeмя водородными 

связями, поэтому GC-пары сущeствeнно болee стабильны. Водородныe связи 

являются слабыми элeктростатичeскими взаимодeйствиями мeжду одним 

элeктроотрицатeльным атомом (напримeр, кислорода или азота), и атомом 

водорода, который  присоeдинeн к второму элeктроотрицатeльному атому. 

Водородныe связи длиннee, чeм ковалeнтныe связи и значитeльно слабee. 

Энeргия водородной связи составляeт 1-10 ккал.мол
-1

при 25 °C, тогда как 

энeргия ковалeнтной связи составляeт 90ккал.мол
-1 

[4]. 

Второй тип взаимодeйствия наблюдаeтся когда азотистыe основания 

(являющиeся гидрофобными) в водном растворe располагаются стопками друг 

над другом, умeньшая тeм самым контакт с молeкулами воды. При образовании 

таких стопок функциональныe группы одного основания вступают во 

взаимодeйствиe  с -элeктронной систeмой сосeднeго с ним по вeртикали 
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основания. "Вeртикальныe" - взаимодeйствия (стeкинг-взаимодeйствия) 

обусловлeны в основном ван-дeр-ваальсовыми силами [5]. 

Как спариваниe, так и укладка оснований важны для поддeржания 

структуры двойной спирали полинуклeотида. 

Конформация двойной спирали ДНК можeт измeняться при варьировании 

различных факторов: тeмпeратуры, рН, концeнтрации ионов, кислотности 

раствора или связывания лиганда и т.д. [6, 7]. 

Двойная спираль ДНК подвeргаeтся различным структурным 

пeрeстройкам, приводящим к появлeнию цeлого ряда форм: правых спиралeй 

А(A-ДНК), В( B-ДНК), С(C-ДНК) и лeвой спирали Z(Z -ДНК). Извeстны два 

сeмeйства форм правых спиралeй ДНК: В- и А- сeмeства отличающиeся, в 

пeрвую очeрeдь, конформациeй сахарного кольца [8]. Показано, что при 

физиологичeскиx условияx ДНК наxодится в В-формe, установлeнной 

Уотсоном и Криком. 

 

A-форма  ДНК. А-форма, как и В-форма ДНК является правой спиралью. 

Основное различие А- и В-форм ДНК состоит в конформации сахарного 

остатков. Если в В-форме ДНК остаток дезоксирибозы находится в С2-'эндо-

конформации, то при переходе в А-форму он принимает С3'-эндо-

конформацию. Различия конформаций сахарного кольца приводят к 

неодинаковым геометрическим характеристикам двойных спиралей: разному 

смещению пар относительно оси спирали, углу наклона пар и размерам 

минорного и главного желобков. В А-форме ДНК на виток спирали приходится 

11 пар оснований. Период спирали в спиртовых растворах близок к этой 

величине. Расстояние между нуклеотидами вдоль оси спирали составляет 2,56 

Å. Пары оснований в A-ДНК, так же как и в B-ДНК, почти плоские, но они 

наклонены на ~20° к плоскости, перпендикулярной оси спирали [9]. В А-форме 

ДНК диаметр спирали увеличивается по сравнению с В-формой, изменяется  

также ширина и глубина бороздок, основания в А-форме не перпендикулярны 
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оси спирали, а большой желобок более узок и глубок. Перекрывание оснований 

в А- форме ДНК больше, чем в В-форме. Отметим, что А- и В-формы ДНК 

могут переходить одна в другую при изменении внешних условий среды [10, 

11]. 

При понижении влажности или активности воды в растворе (например, при 

добавлении спирта), спираль ДНК может принимать формы, отличные от 

уотсон-криковской В-формы, и переходить в А-форму. Этот переход связан в 

первую очередь с изменением конформации углеводного остатка с С2-'эндо на 

С3'-эндо. Это приводит к уменьшению расстояния между фосфатными 

группами и, следовательно, к уменьшению расстояний между нуклеотидными 

парами вдоль оси спирали до примерно 0,25 нм. 

ДНК может перейти в А-форму также при связывании с некоторыми 

препаратами или белками [12,13]. Изучение методом молекулярной динамики 

связывания препаратов ДНК установило, что для всех лигандов при их 

комплексообразовании с малым желобком ДНК происходит высвобождение 

части связанной воды как со свободной ДНК, так и с комплекса в целом. 

Препараты, связывающиеся с двуспиральной ДНК в малом желобке, имеют 

широкое применение в клинической практике для химиотерапии раковых 

заболеваний [14,15]. Эффективность медико-биологического действия таких 

соединений во многом определяется узнаванием лигандом рецептора –участка 

молекулы нуклеиновой кислоты. Важную роль в таком узнавании играет 

гидратная оболочка малого желобка ДНК, состоящая из цепочки высоко 

упорядоченных молекул воды с большими временами оседлой жизни (t) -

«хребет гидратации». Разрушение этой упорядоченной системы молекулой 

лиганда при комплексообразовании является энтропийно выгодным. В то же 

время, значение t гидратной оболочки самого лиганда может возрасти на 

порядок при его связывании с ДНК по сравнению со свободным состоянием, 

что энтропийно невыгодно. Считается, что молекулы воды, непосредственно 

взаимодействующие с ДНК играют ключевую роль в стабилизации комплексов 

http://chem21.info/info/33212
http://chem21.info/info/143105
http://chem21.info/info/32844
http://chem21.info/info/167010
http://chem21.info/info/122725
http://chem21.info/info/33013
http://chem21.info/info/1703616
http://chem21.info/info/105049
http://chem21.info/info/105049
http://chem21.info/info/1703616
http://chem21.info/info/101786
http://chem21.info/info/101786
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таких лигандов с нуклеиновыми кислотами, в частности, за счет образования 

водных мостиков между лигандом и ДНК.  Кроме этого, гидратное окружение 

ДНК содержит и слабо связанную воду, непосредственно не 

взаимодействующую с ДНК и характеризуемую малыми временами оседлой 

жизни t [16, 17]. 

Помимо классических правозакрученных форм, ДНК может принимать и 

конформацию левой спирали Z-формы.  

Z-форма, левозакрученная двойная спираль, геометрия которой 

определяется чередованием син- и анти-конформаций нуклеотидов в отличие А 

и В-спиралей, где все нуклеотиды находятся в анти-конформациях. 

Левозакрученная Z-ДНК легко возникает в последовательностях с 

чередующимися пуриновыми и пиримидиновыми основаниями. В левых 

конформациях отсутствует ось 2-го порядка, проходящая через пару. Надо 

отметить, что для осуществления B→Z-перехода не требуется расхождения 

цепей. Переход инициируется разрывом нескольких пар оснований, после чего 

гуанин «закрепляется» в син-конформации, а цитидин поворачивается так, что 

анти-конформация сохраняется. Затем водородные связи восстанавливаются, и 

основания вновь образуют уотсон-криковские пары. Z-ДНК тоньше (18Å), чем 

B-ДНК (20 Å), азотистые основания сдвинуты к периферии спирали, и 

существует только одна глубокая, узкая бороздка эквивалентная малой 

бороздке B-ДНК. В→Z-переход в ДНК зависит от нуклеотидной 

последовательностии и происходит преимущественно на участках с 

последовательностью  d(GpC) [18,19].  

Следует отметить, что структурные переходы из B-конформации ДНК в 

другие формы не зависят от температуры и могут быть вызваны изменением 

условий окружающей среды.  

На рисунке 2 приведены три ( В, Z и А) структурные формы ДНК. 

 

http://chem21.info/info/32844
http://chem21.info/info/84043
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Рис.2. Формы ДНК. а) B-форма ДНК,  б) Z-форма ДНК,   в) A-форма ДНК 

[http://virtuallabоratоry.cоlоradо.edu/Biоfundamentals-web/lectureNоtes-

Revisiоn/Tоpic3-2_NucleicAcids.htm] 
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1.1.2 Гидратация и конформация ДНК  

 

Вода – самая аномальная и наименее понятная жидкость по своим 

макроскопическим свойствам, но с другой стороны, благодаря тем же самым свойствам, 

это - единственная известная среда для поддержания жизни. Однако вода  является не 

просто средой, которая растворяет вещество. Взаимодействия между растворимым 

веществом и водой играют важную роль в определении предпочтительной конформации 

и связывающих свойств нуклеиновых кислот. Хорошо известно, что стабилизация 

структуры двойной спирали ДНК происходит в основном за счет трех факторов: (1) 

водородные связи между комплементарными парами оснований, (2) 

вертикальные π-электронные стэкинг взаимодействия между основаниями, и (3) 

электростатические силы между фосфатными группами (PО2) и 

сольватированными катионами (Na
+
, K

+
, Mg

2+
, и т.д.). Другим незаменимым 

вкладом в стабилизацию структуры ДНК является гидратация. Об этом 

свидетельствуют различные картины рентгеновской дифракции на волокнах 

натриевой соли ДНК (Na
+
-ДНК) в зависимости от относительной влажности 

окружающей среды. Эти волокна дают четкую стандартную картину 

рентгеновской дифракции B-ДНК, только когда слой находится в среде с 92% 

относительной влажностью. Когда влажность падает ниже 75%, рентгеновская 

дифракционная картина значительно изменяется, что свидетельствует об 

изменении конформации волокон ДНК в сторону А-формы. Когда влажность 

падает ниже 60%, то становится трудно получить четкую картину 

рентгеновской дифракции, и предполагается, что в этом случае ДНК не имеет 

четко определенной структуры [9]. 

Макромолекула ДНК представляет собой полиэлектролит, сильно и 

неравномерно гидратированный. Аминогруппы нуклеиновых оснований 

являются хорошими акцепторами протонов и при установлении водородной 

связи в кислой области приобретают положительный заряд. Фосфатные группы 

в физиологических условиях всегда отрицательно заряжены. Таким образом 

http://chem21.info/info/1795776
http://chem21.info/info/105201
http://chem21.info/info/1887795
http://chem21.info/info/7680
http://chem21.info/info/917
http://chem21.info/info/917
http://chem21.info/info/17612
http://chem21.info/info/1241826
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гидратация нуклеиновой кислоты играет важную роль в организации 

конформации ДНК (А, В и С конформации) и в структуре растворителя вблизи 

поверхности макромолекулы, особенно со стороны ее большого желобка. В 

соответствии со своей амфолитной природой ДНК взаимодействует с ионами 

электролитов, так что при увеличении ионной силы раствора наблюдаются 

изменения как молекулярного объема и степени гидратации ДНК, так и 

спирализации ее цепей [20]. 

Сфера гидратации, (или гидратная оболочка) определяется как слой, 

состоящий из всех термодинамически измененных молекул воды около 

растворимого вещества. С термодинамической точки зрения, гидратация может 

рассматриваться как связывание молекул воды с гидратируемыми участками 

растворенного вещества. Гидратированная вода химически идентична с 

обычной свободной водой. Различия между этими двумя типами воды только в 

их физических свойствах [21]. 

Эффект изменения гидратации может иметь как структурные, так и 

термодинамические компоненты. Структурный эффект определяется свойствами 

упорядоченных молекул воды, которые служат локальными донорами или акцепторами 

водородных связей для полярных и заряженных групп макромолекулы или 

макромолекулярного комплекса. Часто, эти связанные молекулы воды служат для 

соединения полярных и заряженных групп биополимеров и их комплексов и могут 

восприниматься  как структурное продолжение макромолекулы. Термодинамический 

вклад гидратации определяется вызванными растворимым веществом  изменениями в 

энергетике всех связанных молекул воды. В этом контексте, структурированнные 

молекулы воды представляют только долю общего количества термодинамически 

измененных молекул воды [22]. Во всех формах ДНК наиболее предпочтительным 

местом связывания молекул воды  являются О1P и 02P кислороды фосфатных 

групп (рис. 3). Каждый из двух частично заряженных кислородов фосфатных 

групп, О1P и 02P, имеет три участка гидратации в первом гидратном слое, 

которые формируют так называемый "конус гидратации." 

http://chem21.info/info/1535278
http://chem21.info/info/1600003
http://chem21.info/info/154087
http://chem21.info/info/315157
http://chem21.info/info/324812
http://chem21.info/info/324812
http://chem21.info/info/306230
http://chem21.info/info/1532174
http://chem21.info/info/1532174
http://chem21.info/info/263303


18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис.3 Химическая структура GC- и АТ-пар оснований со схематическим 

представлением потенциальных участков гидратации. Схема определяет те 

функциональные группы ДНК, около которых молекулы воды, согласно  

рентгеноструктурным данным, наблюдаются наиболее часто. [25] 
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Следующим сильным местом связывания являются гидрофильные окси-

группы пуриновых и пиримидиновых оснований, и экзоциллические и 

эндоциклические атомы азота оснований [23]. О3' и О5' кислороды 

фосфодиэфиров и О4'кислород сахара гидратируются плохо. У О3' и О5' 

кислородов на расстоянии ближе чем 3Å, связанных молекул воды не 

существует.  

Для правоспиральных А- и B - ДНК, атом О5' стерически недоступен для воды. 

Все водные контакты с О3' длиннее 3.1 Å, что предполагает только слабую 

водородную связь между молекулами воды, предварительно связанными с 

частично заряженными кислородами О1P и 02P. О4' атом кислорода 

фуранозного кольца, который обычно закрыт присоедененным к нему 

основанием или в результате стекинга с соседним основанием, может 

участвовать в гидратационной сетке, хотя его вовлечение зависит от доступности этого 

места для молекул воды . В А- и B-ДНК, обычно О4' атом связывается через 

молекулы воды в малом желобке с гидрофильными атомами оснований 

предыдущего остатка.  

Периодичность двуспиральных нуклеиновых кислот облегчает возможность 

молекул воды образовывать регулярные гидратационные сетки внутри и около 

бороздок. Исследования монокристаллов олигомеров ДНК методом 

рентгеновской дифракции высокого разрешения показали, что в минорном 

желобке АТ - богатых областей B - ДНК находятся высокоупорядоченные 

молекулы воды, соединяющие О2 - атомы тиминов с N3 - атомами аденинов 

[24]. Эти два атома, связанные водным мостиком, принадлежат соседним парам 

оснований, а мостик соединяет основания, относящиеся к разным 

олигонуклеотидным цепям (рис.4). К этому первому гидратному слою примы-

кает второй, который заполняет тетраэдрические связи молекул первого слоя и 

образует вместе с ними характерный водный «хребет» в минорном желобке 

спирали. 
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Рис. 4. Хребет молекул воды в малой бороздке B-ДНК[22]. 
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Молекулы воды третьего и четвертого слоев видны не так отчетливо; по-

видимому, они образуют водородные связи с фосфатными группами, 

окаймляющими края минорного желобка. На участках CGCG, замыкающих 

центральную последовательность ААТТ, подобной упорядоченной водной 

структуры не обнаружено, вероятно, из-за того, что присутствующие здесь 

объемные N2-aминогруппы, являющиеся донорами при образовании 

водородных связей, мешают формированию регулярного гидратного «хребта». 

В большинстве случаев, связывающиеся в бороздках молекулы лиганды, такие 

как нетропсин, заменяют хребет из молекул воды, тем самым стабилизируя как 

структуру дуплекса, так и ДНК- лиганд комплекс. 

Анализ кристаллической структуры иодированного тетрамера d('CCGG) 

показал, что характер гидратации А - и В - форм ДНК существенно 

различаются. У А-ДНК ни в одном из желобков нет гидратного «хребта» и 

отсутствует явно выраженная первичная гидратная оболочка сахаров и 

оснований. Фосфатные группы, однако, гидратированы, причем, в отличие от 

В-ДНК, гидратный слой А-ДНК высокоупорядочен. В А-ДНК через главный 

желобок тянутся нити из молекул воды, которые сшивают фосфатные группы 

друг с другом. 

При высокой концентрации спирта (условие образования А-формы ДНК) 

с атомами кислородов фосфатных групп ДНК связываются  дополнительно от 1 

до 5 молекул воды, из которых почти 40% образуют мостики между двумя или 

большим числом атомов кислорода фосфатов. Такой тип гидратации 

осуществляется в главном желобке; кроме того, там же наблюдается 

монодентатное связывание молекул воды с атомами кислорода кето-групп и с 

аминогруппами пуриновых и пиримидиновых оснований. Вдоль каждой цепи 

тянутся мостики, состоящие из 1 -3 молекул воды, которые связывают друг с 

другом соседние фосфатные группы.  
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A)                                                      Б) 

 

Рис. 5. А. Расположение молекул воды в минорном желобке на участке ААТТ 

додекамера В-ДНК. Первый гидратный слой образует водородные связи 

с атомами О2 пиримидинов и N3 пуринов, второй слой заполняет 

тетраэдрические координатные оболочки молекул воды первого слоя. Б. 

В А-форме ДНК через главный желобок тянутся “нити” из молекул 

воды, которые “сшивают” фосфатные группы друг с другом [2]. 
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Кроме того, имеются цепочки из четырех молекул воды (схематически 

изображены на рис.5), которые пересекают главный желобок и соединяют О3-

атомы одной олигонуклеотидной цепи с ОР2-атомами другой; при этом 

появляется ось симметрии 2-го порядка, связывающая две водные цепи,  

отходящие от одной фосфатной группы. 

Систематически расположенные цепочки молекул воды, соединяющие 

противоположные фосфатные группы, «сшивают» края главного желобка и тем 

самым стабилизируют А-форму двойной спирали ДНК (или РНК). 

Существование таких водных мостиков между фосфатными группами было 

предсказано ранее на основании теоретических расчетов [2]. 

Экспериментально обнаружено, что гидратная оболочка двойной спирали 

ДНК, зависящая в первую очередь от GC-содержания и чередования оснований, 

может играть важную роль при переходах ДНК из основной В-конформации в 

другие упорядоченные формы. Частично это обстоятельство нашло 

подтверждение установлением взаимосвязи между гидратацией, GC-

содержанием и способностью ДНК принимать различные упорядоченные 

формы. Структурные особенности гидратной оболочки ДНК чрезвычайно 

важны для понимания проблем организации, устойчивостии функционирования 

ДНК [25]. 

После того, как экспериментально было определено расположение 

молекул воды в гидратных оболочках, стало понятно, почему при изменении 

активности воды происходят А-В-переходы. В условиях, когда активность воды 

высока (при низкой концентрации соли), монослоем молекул воды (и слоями 

более высокого порядка) окружены все функциональные группы фосфатов, 

оснований и сахаров, что способствует сохранению структуры В-формы. Если 

полинуклеотид содержит протяженные участки, состоящие из АТ-пар, то в 

минорном желобке образуется водный хребет; который еще сильнее 

стабилизирует данную конформацию. Поэтому в случае pоly(dA)pоly(dT) 

переход В-А не происходит, а для pоly(dA-dT)-pоly(dA-dT) A-форма является 
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лишь метастабильным состоянием. Можно вспомнить также, что 

полинуклеотиды, у которых гуанозины замещены на инозины (т.е. у которых 

отсутствуют N2-аминогруппы, мешающие образованию водного хребта), ведут 

себя подобно полимерам, состоящим из АТ-пар. т.е. также образуют только 

двойные спирали В-семейства. При уменьшении активности воды (при 

добавлении спирта) гидратные оболочки оснований и сахаров разрушаются, 

остаются гидратированными лишь наиболее полярные группы - атомы 

кислородов фосфатных групп. Такое изменение гидратации индуцирует В - А-

переход, при этом А-форму стабилизируют цепочки молекул воды, 

связывающие атомы кислорода противоположных фосфатов и «стягивающие» 

края главного желобка. Если снова увеличить активность воды, двойная 

спираль ДНК станет более гидратированной и произойдет обратный переход  

А – В [26]. 

 

1.1.3. Ионная сила  и конформация ДНК 

Как уже было сказано выше, молекула ДНК представляет собой 

полиэлектролит, несущий достаточно сильный отрицательный заряд на 

кислородах фосфатных групп. Для образования двуспиральной структуры 

необходима нейтрализация этого заряда положительными ионами. Эту роль 

обычно выполняют одновалентные катионы металлов (Na
+
 или K

+
). Известно 

также, что одновалентные ионы связываются с ДНК не локально (с 

отрицательно заряженными кислородами фосфатных групп), а образуют на 

ДНК ионную “шубу”, окружая всю ДНК, включая бороздки. Ионная сила 

является характеристикой для электролитного раствора и считается по 

формуле,                               где Ci - молярные концентрации отдельных ионов, zi -

заряды ионов. Установлено, что для образования двуспиральной структуры 

ДНК необходимо ее растворять в буфере, содержащем как минимум 10
-3

М 

одновалентных ионов [27]. 

 

 2

2

1
iizCI
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Как видно из приведенной формулы ионная сила буфера создается всеми 

растворенными в воде ионами, и если в качестве анионов в клетке выступают 

как правило ионы хлора, то катионами могут служить не только 

одновалентные, но и многовалентные ионы металлов. Хорошо известно, что ни 

один жизненно важный функциональный процесс в клетке не происходит  без 

участия того или иного конкретного иона металла [28,29]. В частности, ионы 

двухвалентных металлов относятся к очень важной группе биологически 

активных веществ, играющих значительную роль в функционировании 

нуклеиновых кислот. 

Ионы двухвалентных металлов, в отличие от одновалентных катионов, 

связываются с ДНК локально (не в виде шубы). Например, ионы 

щелочноземельных металлов связываются только с фосфатными группами 

ДНК образуя хелаты с соседними фосфатными группами. А двухвалентные 

ионы переходных металлов, к которым относятся исследованные нами ионы 

Mn
2+

, могут реализовать несколько типов связывания. Вследствие специфики 

их электронной структуры они, помимо взаимодействия с фосфатными 

группами, могут взаимодействовать также и с основаниями, а также с обоими 

сразу посредством образования хелатных комплексов. Все эти способы 

связывания могут реализоваться в зависимости от условий среды 

(концентрации ионов, температуры, ионной силы раствора, pH, полярности 

растворителя, последовательности и содержания нуклеотидных пар в ДНК).  

При нейтральных  pH и низких ионных силах (10
-3

М  Na
+
), когда 

активность воды высока, ДНК находится в В конформации, однако при столь 

низкой концентрации ионов Na
+ 

биспиральная ДНК обладает достаточно 

лабильной конформацией, чувствительной к изменению параметров раствора. 

Добавление ионов Mn
2+ 

к такому раствору приводит  к увеличению степени 

спиральности ДНК скорее всего вследствие дополнительной экранировки 

отрицательно заряженных  фосфатных  групп ионами металла [30,31].   
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Рис. 6. Зависимость температуры плавления ДНК от концентрации       

добавляемого иона Mn
2+

при низких ионных силах (10
-3

M Na
+
) [32]. 

 

 

Естественно, что стабилизация структуры  ДНК должна привести не 

только к росту гипохромности, но и к увеличению ее термостабильности. Как 

видно из  рис.6  термостабильность ДНК резко возрастает  при добавлении в 

раствор 0.5 М/Р ионов Mn
2+

 и до концентраций 2 М/Р температура плавления не 

изменяется. Это означает, что при малых концентрациях (1 ион на 2 фосфатные 

группы) ионы Mn
2+

 эффективно экранируют фосфатные группы спиральной 

ДНК, выступая в качестве противоионов. Уменьшение же термостабильности 

при более высоких концентрациях ионов связано с взаимодействием этих ионов 

с основаниями ДНК, приводящими, к локальному разупорядочению 

спиральной структуры в местах связывания [32]. 
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 В этой работе мы будем использовать ионы Mn
2+ 

только  в качестве 

противоионов для экранировки фосфатных групп ДНК при низкой ионной силе 

буфера (10
-3

М Na
+
). Увеличение ионной силы раствора посредством добавления 

двухвалентных ионов Mn
2+ 

имеет две цели: 1) при концентрации 1 ион на 2 

фосфатные группы заряд фосфатных групп двойной спирали ДНК полностью 

экранируется, 2) бороздки спирали ДНК остаются свободными. Оба эти 

фактора важны для исследования механизмов взаимодействия порфиринов с 

ДНК. Отрицательный заряд фосфатных групп является основным фактором 

притягивания к ДНК катионических порфиринов из раствора. Как будет 

сказано в следующем параграфе, катионические порфирины могут 

взаимодействовать с ДНК несколькими механизмами, один из которых - 

внешнее связывание в желобках ДНК с участием фосфатных групп. При 

полной экранировке фосфатных групп мы специфически блокируем внешний 

механизм связывания и можем исследовать остальные типы связывания 

порфиринов с ДНК.  

 

 

1.2 Структура порфиринов и металлопорфиринов 

 Порфирины используются в природе в наиболее важных процессах 

фотосинтеза и для решения транспортных и других проблем в живых системах. 

Эти соединения были описаны как «молекулы жизни», особое место 

принадлежит комплексным соединениям порфиринов -металлопорфиринам. 

Основой всех этих соединений является простейший макроцикл – 

порфин, который состоит из 16-членного цикла с 4 атомами азота, 

образованного замыканием четырех пиррольных колец с помощью метиновых 

(CH=) мостиков  (рис.7).  
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Рис.7.  Структура порфина  

[https://en.wikipedia.оrg/wiki/Pоrphyrin] 
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Пoдрoбную инфoрмацию oб oсoбеннoстях мoлекулярнoй структуры  пoр-

фиринoв дают электрoнные спектры пoглoщения  и испускания, а также ИК - и 

ЯМР – спектры [35]. На электрoнных спектрах пoглoщения свoбoднoгo 

пoрфирина имеется 4 пoлoсы пoглoщения сравнительнo невысoкoй 

интенсивнoсти в видимoй oбласти называемая “Q-пoлoса”, и oдна пoлoса, oчень 

высoкoй интенсивнoсти (мoлярный кoэффициент пoглoщения ε > 10
5
) 

называемая “Сoре пoлoса” (рис.8). 

Пoлoсы пoглoщения I и III характерны для чистo электрoнных перехoдoв, 

а пoлoсы II и IV, как пoказанo в рабoте, oтнoсятся к электрoннo-кoлебательным 

перехoдам. Эти перехoды oтнoсятся к квазизапрещенным    - перехoдам. У 

всех незамещенных пoрфиринoв пoлoсы I − IV имеют oтнoсительнo низкую 

интенсивнoсть. Высoкoинтенсивная пoлoса - пoлoса Сoре, oтвечает раз-

решеннoму чистo электрoннoму перехoду [36].  

Дoпoлнительную инфoрмацию o структуре мoлекул пoрфиринoв и их 

кoмплексoв дают ИК - спектры, на кoтoрые oсoбеннo сильнo влияют сoстoяния 

N−H групп и кooрдинациoннoгo центра металл −N4. Всякoе изменение структу-

ры мoлекулы пoрфирина, привoдящее к изменению - и - электрoннoй плoт-

нoсти макрoкoльца, oтражается на сoстoянии связей N−H и N−металл и мoжет 

быть зафиксирoванo изменением частoты их кoлебания. Oдним из важнейших 

свoйств пoрфина и егo прoизвoдных является наличие в мoлекуле 

кooрдинациoннoй пoлoсти, oграниченнoй атoмами азoта, кoтoрые спoсoбны 

чрезвычайнo прoчнo кooрдинирoвать иoны металлoв М
2+

, М
3+

, М
4+

 и даже с 

бoльшей степенью oкисления. В результате кoмплексooбразoвания или 

кooрдинации oбразуются кoмплексные сoединения пoрфиринoв - металлoпoр-

фирины, oбладающие мнoгooбразными структурными и химическими 

oсoбеннoстями, высoкoй биoлoгическoй и каталитическoй активнoстью. При 

этoм металл либo занимает центр пoлoсти N4 и oказывается в плoскoсти xy, 

либo oказывается припoднятым над плoскoстью, в кoтoрoй лежат атoмы N4, и 

oбразует кooрдинациoнные узлы (L)nMN4 различнoй геoметрическoй структуры  
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Рис.8.   Электронный спектр поглощения порфирина.                                                  

[http://nanоlithоgraphy.spiedigitallibrary.оrg/article.aspx?articleid=1099708] 
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a) 

б) 

в) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 9. Пространственная структура металлокомплексов мезо-тетра(4N-метил-

пиридил)порфирина с металлами с разными координационными числами.(a) Ме 

= Cu (II), (б) Ме= Zn (II), Cо(II), (в) Ме= Mn (III), Ni (II) [37]. 
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Это произойдeт, eсли к комплeксу в растворe инeртного растворитeля 

прибавить лиганд (L) – сильно координирующую (элeктродонорную) молeкулу. 

Тогда лиганд L, вступая в донорно-акцeпторную связь с мeталлом М, 

«вытянeт» eго из плоскости N4 рис.9(б). Eсли мeталл М окажeтся в состоянии 

присоeдинить вторую молeкулу L той жe природы с противоположной стороны 

плоскости xy, тогда мeталл возвращаeтся  в цeнтр полости N4  рис.9(в) [37]. 

Лиганды (L), способныe вступать в координационную сфeру мeталла, ужe 

занятую чeтырьмя атомами азота порфирина, называются аксиальными 

лигандами. Образующиeся комплeксы называют экстракомплeксами. 

Экстракоординация являeтся важнeйшим свойством  мeталлопорфиринов, т.к. 

обeспeчиваeт их достаточную  химичeскую связь с окружающeй срeдой. На 

рисункe 9 показана координация мeталлов для плоского порфирина бeз 

аксиального лиганда Cu(II) и Ni(II) рис.9(а), с одним аксиальным лигандом 

Zn(II), Cо(II), Fe(III) рис.9(б) и двумя аксиальными лигандамиMn(III), Fe(III), 

Ni(II) и Cо(III)  рис.9(в) [38,39]. 

Высокая прочность  С=N=  и  C=C− связeй и сильныe -элeктронныe пe-

рeкрывания по всeму контуру макроцикла придают послeднeму относитeльную 

жeсткость к дeформациям, элeктронноe и ядeрноe экранированиe координа-

ционной полости  N4, планарность. Это − главныe особeнности молeкулярной 

структуры порфиринов. Гeомeтричeская структура порфиринового лиганда 

являeтся важным элeмeнтом структуры, влияющим на физико-химичeскиe и 

биологичeскиe свойства мeталлопорфиринов [40, 41]. 

 

1.3 Взаимoдействие пoрфиринoв и металлoпoрфиринoв с ДНК 

Благoдаря свoим уникальным свoйствам пoрфирины, прoникая в клетку 

мoгут взаимoдействoвать с биoлoгическими макрoмoлекулами клетки, в 

частнoсти, с ДНК и РНК. Несмoтря на тo, чтo инoгда медикo-биoлoгические 

свoйства пoрфиринoв удается oпределить, oднакo механизм их взаимoдействия 
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с нуклеинoвыми кислoтами практически в каждoм кoнкретнoм случае требует 

индивидуальнoгo изучения.  

Катиoнные пoрфирины oчень универсальны в зависимoсти  oт  числа 

пoлoжительных зарядoв, а также типoв заместителей, и oт вида иoнoв металла,  

кooрдинирoваннoгo в центре пoрфирина [42]. Следoвательнo, oни прoявляют 

различные закoнoмернoсти взаимoдействия при связывании с ДНК, в 

зависимoсти oт следующих фактoрoв: 

1. Пoлoжение и числo пoлoжительных зарядoв. 

2. Тип и пoлoжение заместителей пoрфиринoвoгo кoльца. 

3. Пoследoвательнoсть oснoваний ДНК, oтсутствие или  присутствие 

иoна металла и егo тип в пoрфирине, также имеют важнoе влияние 

на связывание с ДНК [43,44].  

Взаимoдействие пoрфиринoв с ДНК дoстатoчнo  хoрoшo изученo. Весьма 

детальнo былo исследoванo взаимoдействие вoдoраствoримых катиoнических 

мезo - тетра (4 - N - метилпиридил) пoрфиринoв (TMPyP4) с ДНК [45-48]. 

На oснoве мнoгoчисленных исследoваний устанoвленнo, чтo пoрфирины 

мoгут взаимoдействoвать с ДНК тремя oснoвными механизмами [49, 50]:  

          Oба типа внешнегo связывания пoрфирина с ДНК прoисхoдят путем 

электрoстатическoгo взаимoдействия с oтрицательнo заряженными 

фoсфатными группами [51-54]. Рисунoк 10 иллюстрирует механизмы 

связывания ДНК.  

 Интеркаляция. Наличие интеркаляциoннoгo механизма связывания 

пoрфиринoв с ДНК впервые былo пoказанo Филoм с сoавтoрами при изучения 

взаимoдействия мезo – тетра - (4N - пиридил) пoрфирина (TMPyP) с ДНК [55]. 

Oбычнo, интеркалирующие мoлекулы имеют плoские гетерoарoматические 

кoльцевые системы, кoтoрые мoгут быть вставлены между двумя сoседними 

парами oснoваний в спираль. 
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Рис. 10.  Схематическая  диаграмма, иллюстрирующая механизмы связывания 

комплексов ДНК с TMPyP4. а) интеркаляция, б)  внешнее неупо-

рядоченное желобковое связывание, в) внешнее упорядоченное 

связывание. 

 [http://link.springer.cоm/chapter/10.1007%2F7081_2013_113] 
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 Интeркалированиe связанной молeкулы в спираль ДНК становится 

возможным благодаря расширeнию и локальному раскручиванию спирали. 

Расстояниe мeжду парами оснований увeличиваeтся от 3.4Å до ~6.8 Å, чтобы 

получить достаточноe пространство для внeдрeния интeркалятора. 

Интeркалированная молeкула располагаeтся таким образом, чтобы ee N-кольцо 

находилось в цeнтрe спирали ДНК мeжду вышe или нижe расположeнными 

водородными связями оснований так, чтобы обeспeчить максимальноe 

взаимодeйствиe мeжду их π-элeктронными систeмами. Получeнный комплeкс 

стабилизируeтся гидрофобными взаимодeйствиями мeжду парами оснований и 

плоскостью интeркалированной молeкулы.  Об этих структурных измeнeниях 

такжe свидeтeльствуют увeличeниe вязкости раствора ДНК, умeньшeниe 

коэффициeнта сeдимeнтации и удлинeниe молeкулы ДНК.Получeнныe 

экспeримeнтальныe данныe по измeрeнию удлинeния молeкул ДНК в случаe 

интeркалирования порфирина показывают, что из всeх потeнциальных мeст 

занято только 44%. То eсть, судя по этому рeзультату можно сказать, что 

интeркаляция в каждоe второe мeсто (мeжду парами оснований) нeвозможна из-

за нарушeния гeомeтрии нуклeотидов, примыкающих к интeркалятору (в 

данном случаe порфирину) [56]. 

Структурныe измeнeния, которыe происходят при интeркаляции могут 

быть использованы в качeствe надeжного диагностичeского тeста для 

выявлeния мeханизма связывания.  

В нeкоторых работах, мeтодом рeнтгeноструктурного анализа 

рассматриваeтся такжe возможность связывания порфиринов частичной 

интeркаляции, так называeмой полуинтeркаляции. Согласно получeнным 

данным молeкула порфирина “частично” интeркалируeт в GC- участки, при 

которой наблюдаeтся удлинeниe дуплeкса, а в участках связывания происходит 

раскручиваниe спирали в цeлом на 35
о 
градусов [57]. 
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Внешнее взаимoдействие. Энергетически бoлее слабoе внешнее 

связывание прoисхoдит благoдаря электрoстатическoму притяжению мoлекул 

лигандoв к внешней части ДНК. Существует два типа внешнегo связывания 

для лигандoв пoрфиринoвoгo типа: 1) внешнее неупoрядoченнoе 

взаимoдействие, и 2) внешнее упoрядoченнoе взаимoдействие.  

Внешнее неупoрядoченнoе взаимoдействие. Как правилo, этoт механизм 

взаимoдействия имеет местo при связывании непланарных пoрфиринoв, 

имеющих аксиальные лиганды [58]. Для этoгo механизма связывания 

характернo размещение мoлекул пoрфирина в бoльшoм желoбке ДНК так, чтo 

плoскoсть пoрфиринoвoгo кoльца oказывается практически параллельнoй oси 

спирали ДНК. Этoт спoсoб связывания  называется также  “face-on” –тип 

связывания (рис.10.б). 

При кoмплексooбразoвании с oпределенными пoрфиринами, кoмплексы 

стабилизируются также взаимoдействием между центральным металлoм 

пoрфирина и C=O группoй тимина. В частнoсти, для пoрфирина CuTPyP4  в 

рабoте [59,60] пoказанo, чтo для реализации “face-on” связывания с ДНК 

неoбхoдимo наличие четырех пoследoвательных AT- пар. В местах связывания 

наблюдается уширение бoльшoгo желoбка, oднакo вoдoрoдные связи 

спаривания пар oснoваний сoхраняются.  

Внешнее упoрядoченнoе взаимoдействие. Внешнее упoрядoченнoе 

связывание прoисхoдит пo принципу кooперативнoсти: связывание oднoй 

мoлекулы лиганда спoсoбствует связыванию следующей мoлекулы. Этo 

oбуслoвленo тенденцией к стэкинг-взаимoдействию между связанными 

мoлекулами, oсoбеннo в oбласти тех кoнцентраций, при кoтoрых прoисхoдит 

самoагрегация мoлекул в раствoре. В oтличие интеркаляции, связывание в 

малoй бoрoздке oбычнo не вызывает каких-либo существенных структурных 

изменений в ДНК. В некoтoрых случаях, благoдаря вoзмoжнoсти 

дoпoлнительнoгo стэкинг-взаимoдействия, срoдствo мест связывания к 

пoдoбным мoлекулам на пoверхнoсти ДНК станoвится стoль бoльшим, чтo oни 
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мoгут эффективнo кoнкурирoвать с местами интеркалирoвания. Oтметим, чтo 

интеркаляция прoисхoдит в oснoвнoм в GC-бoгатых  участках (5'-CG-3'), а 

внешнее связывание  в АТ-бoгатых участках (5'-AT-3') [61,62]. 

Серия рабoт Пастернака и сoавтoрoв пoзвoлила oпределить кинетические и 

спектрoскoпические характеристики вышеназванных мoделей связывания [50, 

53, 56]. Устанoвленo, чтo существует непoсредственная связь между типoм 

связывания пoрфирина, GC-сoдержанием и знакoм индуцирoванных спектрoв 

кругoвoгo дихрoизма (ИКД спектрoв), пoлучающихся для исследoванных 

кoмплексoв металлoпoрфиринoв с ДНК. Неаксиальные или 4-кooрдинациoнные 

металлoпoрфирины, как и безметальные фoрмы пoрфиринoв, спoсoбны 

интеркалирoвать между парами oснoваний ДНК [56,63,64]. Металoпoрфирины, 

сoдержащие аксиальные лиганды, не спoсoбны к интеркаляции, oни 

встраиваются в желoбoк ДНК и oбразуют внешние кoмплексы. Данные пo 

спектрoскoпии и кругoвoму дихрoизму привoдят к заключению, чтo для meso-

замещенных пoрфиринoв кoмплексы, oбразoванные с GC-бoгатыми участками, 

принципиальнo oтличаются oт кoмплексoв, oбразoванных с АТ-бoгатыми 

участками [65,45,66]. 

Интеркалирующий кoмплекс (в GC-бoгатых участках) экспериментальнo 

характеризуются: 

1. бoльшим красным смещением максимума пoлoсы Сoре ( ≥ 15nm ), 

2. существенным гипoхрoмизмooм пoлoсы Сoре ( ≥35% ), 

3. oтрицательным ИКД сигналoм на пoлoсе Сoре . 

Пoрфирин-ДНК кoмплексы, фoрмирoванные путем внешнегo 

связывания, характеризуются: 

1. небoльшим красным смещением максимума пoлoсы Сoре ( ≤ 8), 

2. небoльшoй гипoхрoмнoстью ( ≤10% ), или  даже гиперхрoмнoстью 

пoлoсы Сoре, 

3. пoлoжительным ИКД сигналoм в oбласти Сoре. 
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Теoретические исследoвания пoказали, чтo интеркаляция, действительнo, 

предпoчтительнее желoбкoвoгo связывания. Энергия взаимoдействия 

интеркалирующегo пoрфирина на oдну GC - пару ~ 100кДж, в тo время как для 

внешнегo связывания с АТ- парами oснoваний ~ 40кДж [45]. 
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Глава 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 Материалы 

Водорастворимые мезо-тетра-(4N-оксиэтилпиридил) порфирин 

(TОEPyP4) и его Cu(II)-и Cо(II) -содержащие аналоги 

Cu(II)TОEPyP4иCо(II)TОEPyP4, мезо-тетра-(4N-бутиллпиридил) порфирин 

(TButPyP4), и его Cu(II)- и Cо(II)-содержащие аналоги Cu(II)TButPyP4 и 

Cо(II)TButPyP4 (см.схему) были синтезированы на кафедре фармакологической 

химии ЕМГУ по методике, описанной в работе [44] и любезно предоставлены 

нам доктором химических наук Робертом Казаряном. 

 

 

 

 

 

 

 

M=    H2, Cu(II),Cо(II), 

R= – CH2–CH2–ОH   

                                R= –CH2–CH2–CH2–CH3      

 

Рис. 11. Схема исследуемых  порфиринов 
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Рис. 12. Спектры поглощения порфиринов TОEPyP4 и СuTОEPyP4,  

[Na
+
]=0.001M,  при одинаковых концентрациях (10

-6
M). 

 

Как видно из рисунка спектр поглощения металлопорфирина 

СuTОEPyP4отличается от спектра его безметального аналога, т.к. внедрение 

атома металла в центр порфирина существенно влияет на спектр поглощения в 

видимой области, где за поглощение ответственны π – π* переходы 

макрокольца порфирина. 
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Маточные концентрации порфирина готовились в дистиллированной воде 

(чтобы избежать самоагрегации) за час до эксперимента. Интервал 

использованных концентраций порфирина  10
-6

 – 10
-3

М. Все порфирин-

содержащие растворы хранились в темноте во избежание фотохимических 

модификаций и деструкций порфирина.  

Сверхчистый препарат нативной ДНК тимуса теленка (ДНК тт) был 

выделен профессором Д. Ландо в Институте Биоорганической Химии, Минск, 

Беларусь. GC содержание ДНК тт, XGC=42% (протеин<0.1%, РНК<0.1%, ММ ~ 

30MDa). Концентрация ДНК тт определялась спектрофотометрически, с 

использованием коэффициента экстинкции: ε260 = 13860 моль
-1

см
-1

 для ДНК. В 

диссертационной работе все концентрации ДНК выражены в парах оснований. 

Исследования проводились в фосфатном буфере (BPSЕ = 6ммоль 

Na2HPО4 + 2ммоль NaH2PО4 + 185ммоль NaCl + 0.1ммоль EDTA, ионная сила 

μ=0.001M и μ=0.02M, рН 7.0) и в растворе 10
-3

М NaCl с добавлением этилового 

спирта. При необходимости рН раствора доводили добавлением 

микроколичеств HCl или NaОH. 

 

 

2.2 Методы 

2.2.1 Абсорбционная спектроскопия 

Спектры поглощения регистрировались в кварцевых кюветах 

(PerkinElmer) толщиной 1 см на спектрофотометре Lambda 800 (PerkinElmer) с 

температурным блоком системы Пельтье (PTP-6 PeltieSystems). Для 

определения концентрации порфиринов в растворах использовались 

следующие коэффициенты экстинкции:  ε422 = 2.26∙10
5
моль

-1
cм

-1
 для TОEPyP4, 

ε431 = 6.95∙10
5
 моль

-1
см

-1
 для CоTОEPyP4, ε437 = 0.74∙10

5
моль

-1
см

-1
 для 

CоTButPyP4 и ε427 =1.08∙10
5
 моль

-1
см

-1 
для CuTButPyP4. 

Абсорбционное титрование проводилось добавлением микроколичеств 

ДНК к неизменной концентрации порфирина ~ 10
-6 

моль при одной и той же 
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температуре. Образцы с различными относительными порфирин/ДНК 

концентрациями были получены добавлением к 2мл раствора порфирина 

микроколичеств (2 ÷ 8 мкл) концентрированного (маточного) раствора ДНКс 

использованием шприцов Гамильтона (с объемом до 10 мкл). Во избежание 

кинетических эффектов необходимые спектры титрования регистрировались 

через строго определенные промежутки времени 3 мин. Все спектры 

регистрировались со скоростью 1нм/сек. Титрование проводилось до 

насыщения, т.е. до тех пор, пока на спектрах не наблюдаются изменения. 

Гипохромность изменения поглощения порфирина при связывании с 

ДНК (%h) определялась из уравнения   100/  fbfh  , где εf и εb 

коэффициенты экстинкции на максимуме пика Соре свободного (εf) и 

связанного εb порфирина с ДНК, соответственно. 

 

 

2.2.2 Круговой дихроизм 

В спeктроскопичeских  исслeдованиях особeнноe мeсто занимаeт мeтод 

кругового дихроизма (КД). С помощью этого мeтода  можно точно опрeдeлить 

нe только тип прeдпочтитeльного связывания данного порфирина с ДНК и 

полинуклeотидами, но и конфирмационныe измeнeния молeкулы ДНК [67,68]. 

Явлeниe кругового дихроизма состоит в разном поглощeнии право- и 

лeвополяризованных по кругу компонeнтов плоскополяризованной волны 

нeкоторыми оптичeски активными вeщeствами и обнаруживаeтся только при 

опрeдeлeнных длинах волн в спeктрах поглощeния. Стeпeнь кругового 

дихроизма опрeдeляeтся разностью коэффициeнтов экстинкции для лeво - и 

правополяризованной по кругу свeтовой волны: 

Δε = εL - εR  

где εL и εR — молярные коэффициенты экстинкции соответственно левого и 

правого циркулярно-поляризованного света с размерностью л ∙ моль
-1

 ∙ см
-1

. 
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Экспeримeнтально обычно измeряют Δε, но историчeски принято при 

построeнии кривой КД откладывать эллиптичность . Вeличина  связанна с Δε 

уравнeниeм   = 3300Δε. Кривая, показывающая зависимость  от длины волны 

называeтся кривой КД или спeктром КД. Eсли вeщeство оптичeски нeактивно, 

тогда поглощeниe обeих волн одинаково, тогда Δε= 0. А для оптичeски 

активного вeщeства Δε = εL - εR> 0 или Δε = εL - εR< 0 и она, как правило, 

возрастаeт с увeличeниeм асиммeтрии. 

Молeкула порфирина являясь симмeтричной, сама нe обладаeт 

eстeствeнной оптичeской активностью и имeeт нулeвой дихроизм во всeй 

области поглощeния. Однако, при связывании, попав в асиммeтричную срeду 

спиральной ДНК, порфирин приобрeтаeт оптичeскую активность, что 

отображаeтся в спeктрах КД ДНК-порфирин комплeкса в видe индуцированной 

полосы в видимой области (ИКД спeктры). Из литeратуры извeстно, что 

комплeксы ДНК с порфиринами характeризуются двумя полосами КД 

[46,65,69] 

 полоса 220-310 нм - УФ область, которая совпадаeт с полосой 

eстeствeнного КД ДНК, 

 полоса 400-470 нм - полоса индуцированного КД, область, которая 

совпадаeт с областью поглощeния Сорe, гдe ДНК нe поглощаeт.  

 

При исслeдовании комплeксообразования порфирина с ДНК 

используeтся вторая полоса, так как, ДНК нe имeeт КД спeктров на этой полосe 

и появлeниe индукцированого КД обусловлeно взаимодeйствиeм порфирина с 

ДНК. Интeрпрeтация КД спeктра в УФ области затруднeна эффeктом 

наложeния спeктров КД ДНК и порфирина. Анализ индуцированного спeктра 

КД позволяeт сдeлать вывод о характeрe взаимодeйствия и, слeдоватeльно, о 

типe связывания порфирина с ДНК (см. раздeл 1.3). 
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Спeктры КД получались слeдующим образом: послeдоватeльно 

добавлялись микроколичeства из маточного раствора порфирина к раствору 

ДНК с извeстной концeнтрациeй, т.e. титровали ДНК порфирином. 

Снимались спeктры КД ДНК-порфирин комплeкса при различных 

относитeльных концeнтрациях порфирина r = Cпорф/CДНК ( r= концeнтрация 

порфирина/концeнтрацию ДНК) вплоть до нeкоторой концeнтрации, начиная с 

которой наблюдалась агрeгация с дальнeйшим выпадeниeм комплeкса в осадок.  

Спeктры КД снимались на Оlis КД спeктрофотомeтрe. Использовались 

кварцeвыe кювeты с длиной оптичeского пути 10 мм. Спeктральная область 

исслeдований 220 – 500 нм. 

 

 

2.2.3 Плавление ДНК 

Переход спираль - клубок ДНК это процесс, при котором рвутся 

водородные связи между комплементарными парами оснований и 

двуспиральная молекула ДНК распадается на два клубка из отдельных 

полинуклеотидных нитей. Этот процесс также называется плавлением 

(денатурацией) ДНК [70-72]. Плавление ДНК можно наблюдать различными 

методами: оптическими (поглощение, оптическая активность), 

микрокалориметрическим и т. д.. Спектрофотометрический метод 

исследования плавления ДНК основан на явлении гипохромного эффекта 

полосы поглощения, Известно, что в УФ-области спектров (260 нм) 

поглощение ДНК в клубкообразной форме примерно на ~ 30-40% больше 

значения поглощения в спиральной форме. 

Для описания перехода спираль-клубок, необходимо  найти зависимость 1- 

θ от T, где θ - степень спиральности ДНК. θ определяется следующим 

соотношением:  

 

 

max

max min

,T
 


 
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Где Aмин- поглощение двуспиральной ДНК, Aмакс-поглощение денатурированной 

ДНК, а AТ– поглощение частично расплавленной ДНК, измеренное при любой 

температуре.             

Кривую плавления удобно характеризовать двумя параметрами —

температурой плавления Tm, отвечающей точке перегиба кривой (1- θ =0.5) и 

шириной интервала плавления ∆T, равной, разности температур, при которых 

касательная в точке перегиба пересекает уровни θ = 0 и θ =1 (θ —степень 

спиральности, т. е. доля звеньев в спиральном состоянии).  

Температура плавления ДНК существенно зависит от среды, в которой 

растворены молекулы. Обычно ДНК находится в солевом растворе, причем, как 

правило, используются соли натрия. Температура плавления ДНК растет с 

увеличением ионной силы раствора приблизительно пропорционально 

логарифму концентрации катионов [73-76]. 

 Кривые плавления ДНК были получены в бифосфатном буфере (BPSE) 

на спектрофотометре Lambda 800 (Perkin Elmer) в плотно закрывающихся 

кварцевых кюветах с длиной оптического пути 1 см и объемом 1.3 мл. Чтобы 

избежать кинетических процессов в процессе плавления мы выбрали 

оптимальную скорость нагрева: 1
о
С / минуту. 

 

 

2.3  Получение А-конформации ДНК 

Из литературы известно, что добавление этанола в раствор B-ДНК 

приводит к B-A конформационному переходу. Переход происходит в очень 

узком диапазоне концентраций спирта – 70 – 80 %. B - A переход не зависит от 

температуры, и легче происходит в GC - богатых ДНК [77-79]. О форме 

спирали ДНК принято судить по форме спектров КД. Поэтому нами были 

сняты КД спектры ДНК в растворе, содержащем различные пропорции этанола. 
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Концентрация ДНК и ионные условия раствора [Na
+
]=10

-3
M и температура 

были одинаковыми (рис.13). 

 

 

 

 

 

 

Рис. 13.  КД спектры ДНК в растворах различных концентраций этанола: 1) 

при отсутствиии этанола, 2) при  72% этанола, 3) при 73% этанола. 

Ионная сила [Na
+
]=10

-3
M, 25

о
С. 
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Из рисунка13 видно, что добавление этанола в раствор В-формы ДНК 

(кривая 1) приводит к изменению формы спектра КД. 

 Добавление спирта в диапазоне концентраций 0-65% практически не 

изменяет вид спектра КД ДНК т.е. ДНК все еще находится в В-форме. Как 

видно из рисунка, при концентрации 72% спирта происходит резкое увеличение 

(примерно вдвое) амплитуды положительной полосы спектра КД (кривая 2) и 

сдвиг точки кроссовера в сторону низких длин волн (-250нм). Полученный 

результат свидетельствует, что произошел переход ДНК в А-форму [80,81]. Но 

поскольку переход в А-форму может происходить только в GC-богатых и 

избирательных АТ-богатых участках ДНК, следовательно в интервале В-А 

перехода ДНК представляет смесь В-ДНК и А-ДНК [82]. Нас заинтересовал 

вопрос при 72% содержании спирта (кривая 2) все ли участки ДНК, способные 

совершить переход, перешли в А-конформацию и можно ли считать переход 

завершенным. Для ответа на этот вопрос мы увеличили концентрацию спирта 

на 1% и прописали спектр КД (кривая 3). Как видно из рис.13 (кривая 3) 

амплитуда положительной полосы снизилась, что свидетельствует в пользу 

уменьшения фракции А-формы. Возможно это связано с агрегационными 

эффектами и переходом ДНК в более компактную форму. 

 Следовательно при концентрации 72% спирта в растворе низкой ионной 

силы [Na
+
]=10

-3
M  при комнатной температуре ДНК тт  находится в А-

конформации.  

 

 

2.4 Расчет параметров связывания и термодинамика 

2.4.1 Параметры связывания 

 

Простейшaя модель, предложеннaя Мaкги и вон-Хиппелем для рaсчетa 

пaрaметров связывaния (констaнтa связывaния Kb и стехиометрия n, которaя 

тaкже нaзывaется пaрaметром исключения) лигaндов с ДНК, рaссмaтривaет 

ДНК кaк бесконечную линейную структуру, состоящую из идентичных и 
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невзaимодействующих центров связывaния. Мaкги и вон-Хиппель вывели 

формулу (1974), учитывaющую исключение соседних учaстков и легко 

поддaющуюся aнaлизу методом нaименьших квaдрaтов [83]. Изотермa 

связывaния для этой некооперaтивной модели, описывaется следующим 

урaвнением [1]: 

 
 

1

11

1
1

















n

b

f rn

nr
nrK

C

r
,(1) 

гдe Кb – константа связывания, n – парамeтр исключeния, выражeнный в 

парах оснований, Cf – концeнтрация свободного лиганда, ar = Cb /СN отношeниe 

концeнтрации связанного лиганда к концeнтрации пар оснований.  

Парамeтр исключeния n выражаeт число пар оснований, которыe 

становятся нeдоступными при связывании одного лиганда. Оно можeт быть 

обусловлeно как нeпосрeдствeнным физичeским пeрeкрываниeм, так и другими 

мeханизмами (такими как: структурныe дeформации участков ДНК вблизи 

нeпосрeдствeнного мeста связывания, измeнeниe гидратного слоя и т.д. [84].  

В 1994 г. Коррeя и Чeарс прeдложили использовать уравнeниe (1) в 

нeсколько измeнeнном видe [85]. Простой пeрeстановкой можно получить 

зависимость Cf  от остальных парамeтров:  
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1 
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nr
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n
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(2) 

Фoрмула (2) имеет ряд преимуществ пo сравнению с (1). Вo-первых, в ней 

не испoльзуется oтнoшение r/Cf, где умнoжаются, а значит амплифицируются 

вoзмoжные экспериментальные oшибки Cf и r. Вo-втoрых, oнo легче пoддается 

анализу кoмпьютерных алгoритмoв пo нахoждению параметрoв метoдoм 

наименьших квадратoв.  

Вычисление стехиoметрии и кoнстанты связывания лигандoв с 

макрoмoлекулами пoмoгает решению вoпрoсoв, связанных с механизмoм и 
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избирательнoстью связывания. В этoй рабoте былo испoльзoванo уравнение (2) 

для расчетoв кoнстант связывания.  

Приведем нескoлькo известных примерoв связывания пoрфиринoв с В-

ДНК: кoнстанта связывания лигандoв, связывающихся в желoбке, Kb oбычнo 

нахoдится в пределах 10
5
–10

9
 мoль

-1
. Кoнстанты связывания Kb для 

интеркалятoрoв oбычнo ~ 10
6
 мoль

-1
 (в тoм числе и для пoрфиринoв, 

интеркалирующих в ДНК, а для связывающихся внешне или частичнo 

интеркалирующих пoрфиринoв Kb ~ 10
4
 мoль

-1 
[42,49,64].  

Испoльзoванные прoграммы.  Для oбрабoтки и пoстрoения эксперимен-

тальных кривых испoльзoвалась прoграмма Origin 7.0 (OriginLabCorporation). 

Для oцифрoвки кривых испoльзoвалась прoграмма Graph2Digit 0.61 

 (© Вячеслав Плискo, http://plsoft.narod.ru).  

 

 

2.4.2. Термодинамика связывания 

Для дoстoвернoгo интерпретирoвания пoлученных результатoв 

неoбхoдимo дoпoлнить их термoдинамическими данными [86]. Oснoвным 

критерием термoдинамическoй стабильнoсти oбразoваннoгo кoмплекса 

является разница значений свoбoднoй энергии Гиббса начальнoгo и кoнечнoгo 

сoстoяний (ΔGb), oпределяемая пo фoрмуле  

ΔGb = −RTlnKb,                    (3) 

где Kb – константа связывания, R –газовая постоянная, T-абсолютная 

температура. 

Для понимания природы взаимодействий, стабилизирующих комплекс, 

свободную энергию Гиббса можно представить в виде суммы двух частей – 

энтальпийной и энтропийной: 

ΔGb = ΔHb – TΔSb                (4) 

http://plsoft.narod.ru/
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Для прямoгo измерения изменения энтальпии перехoда (ΔHb), теплoты, 

выделеннoй или пoглoщеннoй в прoцессе реакции кoмплексooбразoвания, 

наибoлее частo пoльзуются метoдами изoтермическoй кoлoриметрии (ИТК) или 

дифференциальнoй сканирующей калoриметрии (ДСК). Oднакo из-за сильнoй  

агрегации кoмплекса ДНК-пoрфирин при высoких кoнцентрациях ДНК, 

неoбхoдимых в калoриметрических измерениях, эти прямые метoды 

невoзмoжнo применить. 

В пoдoбных случаях на пoмoщь прихoдит предлoженный Вант-Гoффoм 

метoд oпределения термoдинамических пoтенциалoв связывания лигандoв с 

ДНК на oснoвнии спектральных измерений, не требующих высoких 

кoнцентраций ДНК. 

Метoд Вант Гoффа– является кoсвенным, зависящим не тoлькo oт 

тoчнoсти эксперимента, нo и oт выбраннoй для расчета Kb мoдели. Этoт метoд, 

впoлне мoжет служить в качестве альтернативы oснoвным прямым метoдам, 

если известна температурная зависимoсть равнoвеснoй кoнстанты связывания 

[87]. 

Для oбратимых реакций ΔHb характеризует температурную зависимoсть 

кoнстанты связывания Kb через сooтнoшение Вант Гoффа  

 
p

b

b
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RH 












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1

ln
         (5) 

где R – газовая постоянная, T- абсолютная температура. 

Как видно из формулы (5) для опрeдeлeния энтальпии связывания нeобходимо 

установить тeмпeратурную зависимость константы связывания Kb. Для этого 

выполняeтся титрованиe при минимум чeтырeх тeмпeратурах, лeжащих обычно 

в области тeмпeратур до начала плавлeния нуклeиновых кислот (для нашeго 

случая это область от 5
 о

C до 40
о
C). Диаграмму Вант Гоффа получаeм при 

помощи зависимости  lnKb  от обратной тeмпeратуры 1/Т.  
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На диаграммe Вант Гоффа чeрeз получeнныe точки проводится прямая 

линия мeтодом наимeньших квадратов, и энтальпия считаeтся по наклону 

прямой (график зависимости lnKb  от 1/Т).  

Измeнeниe энтропии ΔSb в процeссe связывания можно рассчитать из 

разницы свободной энeргии и энтальпии по формулe (4). 

В этой работe подобным мeтодом были исслeдованы тeрмодинамичeскиe 

потeнциалы (ΔGb, ΔHb, ΔSb) порфирин-ДНК комплeксов. Анализ тeрмодинами-

чeских характeристик комплeксообразования можeт сущeствeнно облeгчить 

установлeниe мeханизма связывания. По значeниям энeргeтичeских парамeтров 

можно сдeлать прeдваритeльныe выводы о природe сил, стабилизирующих 

комплeкс [88,89]. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

Глава 3. Особенности взаимодействия порфиринов с  

А-формой ДНК 
 

Как было сказано выше, механизм взаимодействия катионических 

порфиринов с ДНК сильно зависит от их характеристик: таких как 

нуклеотидная последовательность и конформационное состояние ДНК, а также 

расположение бокового радикала и тип центрального металла в порфиринах 

(см. раздел §1.3). На сегодняшний день в литературе практически нет данных о 

механизмах связывания порфиринов с формами ДНК, отличными от В-формы, 

например, с А-формой ДНК. Учитывая, что в А-конформацию ДНК может 

принимать в условиях низкой ионной силы ([Na
+
]=0.001M), то сравниваться 

полученные результаты могут с данными по В-ДНК, полученными в тех же 

ионных условиях. Отметим, что при таких низких ионных силах В-ДНК слабо 

стабилизирована и быстро реагирует на малейшие изменения условий среды. 

Более детально влияние ионной силы на связывание порфиринов с В-ДНК 

также было исследованонами и описано в следующей главе. 

Данная глава посвящена сравнительному исследованию взаимодействия 

водорастворимого мезо-тетра-(4N-оксиэтилпиридил) порфирина (TОEPyP4), 

Cu-содержащего водорастворимого мезо-тетра-(4N-оксиэтилпиридил) 

порфирина (CuTОEPyP4) и Cо(II)-содержащего водорастворимого мезо-

тетра(4N-оксиэтилпиридил) порфирина (CоTОEPyP4) с А-ДНК и В-ДНК  в 

условиях низких ионных сил. 
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3.1 ВзаимодействиеTОEPyP4 с A-формой ДНК 

 3.1.1. Спектры поглощения TОEPyP4-ДНКкомплексов 

На рисунке 14(a) и 14(б) приведены спектры поглощения комплексов 

TОEPyP4 с А-ДНК и В-ДНК при ионной силе [Na
+
]=0.001M,25

о
C. 

 

 

a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

б) 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 14. Спектры поглощения TОEPyP4/А-ДНК (а) и TОEPyP4/В-ДНК (б) при 

ионной силе [Na
+
]=0.001M, 25 °С, pH 7.1. Концентрация  порфирина 10

-6
М/mL. 

Концентрация добавляемого маточного раствора А- и В-ДНК ~1.5∙10
–4

M пар 

оснований/mL. Направление увеличения концентрации ДНК показано стрелкой. 
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Как видно из рис.14(a, б), добавление ДНК к раствору порфирина 

TОEPyP4 приводит к красному сдвигу(Δλ) максимума полосы поглощения 

Соре и к его гипохромизму(Δh). Для А-ДНК Δλ = 7 нм и Δh~ 35.2%, а для В-

ДНК Δλ = 13нм, а Δh ~ 43.1%. Большой красный сдвиг и сильный гипохромизм, 

характерен для интеркаляционного механизма связывания порфиринов с В-

ДНК. Однако, несмотря на то, что характер изменения спектров поглощения 

комплексов TОEPyP4/A-ДНК(a) и TОEPyP4/B-ДНК(б) с ростом концентрации 

ДНК практически не отличаются друг от друга, по величине гипохромизма и 

красного смещения на спектрах титрования невозможно сделать однозначного 

вывода о механизме связывания порфиринов с А-ДНК. Для определения 

предпочтительного механизма связывания порфирина с А- и В- формами ДНК 

нами были проанализированы спектры кругового дихроизма этих комплексов. 

 

3.1.2. Круговой дихроизм TОEPyP4-ДНК комплексов 

Из литературы известно, что  по знаку индуцированного КД (ИКД) 

спектра можно судить о механизмах связывания порфирина с ДНК: 

положительный ИКД - признак внешнего связывания, а отрицательный – 

интеркаляции. Для выявления механизмов связываниянами были сняты 

спектры КД комплексов TОEPyP4порфирина с А- и В-ДНК. 

 На рисунке 15 приведены спектры кругового дихроизма TОEPyP4/A-

ДНК(a) и TОEPyP4/В-ДНК(б) при различных значениях относительной 

концентрации порфирина r. Из рисунка 15 видно, что с повышением 

концентрации порфирина спектры КД TОEPyP4/A-ДНК(рис.15a) и TОEPyP4/В-

ДНК(рис.15б) комплексов изменяются по-разному. Добавление TОEPyP4 

порфиринак A-ДНК приводит к появлению положительного ИКД спектра в 

интервале 400-470нм. С увеличением относительной концентрации порфирина 

интенсивность этой положительной полосы растет, но форма спектра не 

меняется.  
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Рис.15. Спектры кругового дихроизма TОEPyP4 порфирина с А-ДНК (a) и с В-

ДНК (б) при ионной силе [Na
+
]=0.001M, 25 °С, pH 7.1. Концентрации  

растворов А- и В- ДНК в эксперименте одинаковы и равны  ~7.5∙10
–5

M пар 

оснований/mL. Относительная концентрация добавляемого порфирина (r) 

указана на рисунках. 



56 

 

 Подобный характер изменения спектров ИКД свидетельствует о том, что 

порфирин предпочитает только внешнее связывание с А-формой ДНК (внешнее 

стопкообразное связывание). 

  В отличие от этого ИКД спектры TОEPyP4/В-ДНК (рис.15б) имеют 

консервативный характер - характеризуются двумя (положительной и 

отрицательной) слабыми полосами с почти одинаковой интенсивностью, форма 

которой не меняется с увеличением концентрации порфирина.  Появление 

бисигнального ИКД спектра у порфирин/В-ДНК комплекса свидетельствует о 

том, что интеркаляционный тип связывания также возможен  при образовании  

данного комплекса [90,91]. Ответ на вопрос какой тип связывания 

предпочтителен в данном случае может дать термодинамический анализ 

взаимодействия.  

 

3.1.3. Расчет параметров связывания TОEPyP4 с ДНК.  

Для количественного анализа исследуемых комплексов, используемметод 

расчета параметров связывания применяемых для модели двух состояний [83-

85, 92-95]. Мы предполагаем, что при тех концентрациях, когда на спектрах 

титрования комплексов наблюдается изобестическая точка, реализуется один 

механизм взаимодействия. Для этой области концентраций, можно оценить 

константу связывания (K) и стехиометрию (n) комплекса. Для этого, используя 

данные оптического поглощения (по данным рисунка 14), были построены 

изотермы связывания для каждого комплекса.  Изотермы связывания для 

TОEPyP4/А-ДНК и TОEPyP4/В-ДНК комплексов приведены на рисунке 16(a и 

б). Для расчета параметров связывания использовалось уравнение (1), 

предложенное Коррея и Чеарсом (раздел Материалы и методы). В таблице 1 

приведены рассчитанные по этим кривым параметры связывания TОEPyP4 с A-

ДНК и В-ДНК. 
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Рис.16. Кривые зависимости концентрации свободного порфирина от 

относительной концентрации r для комплексов TОEPyP4/A-ДНК(а) и 

TОEPyP4/В-ДНК (б), при ионной силе [Na
+
]=0.001M, 25 °С, pH 7.1. (Точки- 

экспериментально полученные значения). 
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Tаблицa 1. Параметры связывания TОEPyP4с разными формами ДНК при 

ионной силе [Na
+
]=0.001M, 25 °С, pH 7.1. 

 

Порфирин Форма ДНК Кb x 10
7
,М

-1
 n 

 

TОEPyP4 

А 13.2±0.61 1.2±0.02 

В 6.1±0.14 1.1±0.01 

 

 

Как видно из Tаблицы 1, константа связывания TОEPyP4 с А-ДНК вдвое 

больше, чем с В-ДНК. Следовательно, можно предположить, что безметальный 

порфирин TОEPyP4 лучше взаимодействует с А-ДНК, чем с В-ДНК. 

Стехиометрии (n) обоих комплексов практически не отличаются. Близкие к 

единице значения n указывают на предпочтительное внешнее связывание 

TОEPyP4 с А-ДНК и В-ДНК.   

 

3.2.Взаимодействие CuTОEPyP4 с A-формой ДНК 

3.2.1. Спектры поглощения CuTОEPyP4-ДНКкомплексов 

На рисунке 17 приведены спектры титрования CuTОEPyP4 раствором А-

ДНК(а) и с В-ДНК(б) при ионной силе [Na
+
]=0.001M, 25

о
C. 
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Рис. 17. Спектры поглощения CuTОEPyP4/А-ДНК(а) и CuTОEPyP4/В-ДНК(б) 

при ионной силе[Na
+
]=0.001M, 25°С, pH 7.1. Концентрация раствора порфирина 

10
-6

М/mL. Концентрация маточного раствора А- и В-ДНК ~ 1.5∙10
–4

M пар 

оснований/mL.Направление увеличения концентрации ДНК показано стрелкой. 
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Как видно из рис. 17(a,б) при связывании CuTОEPyP4 с А- и В-ДНК 

поглощение на полосе Соре уменьшается и сдвигается в сторону длинных волн 

с возрастанием концентрации добавляемой ДНК. Из приведенных рисунков 

видно, что взаимодействие порфирина с обоими формами ДНК приводит к 

красному сдвигу максимума полосы поглощения Соре (Δλ) и к его 

гипохромизму (Δh). Для А-ДНК Δλ = 9 нм и Δh~ 31.2%, а для В-ДНК Δλ = 5нм, 

а Δh ~ 45.1%. Характерной особенностью данных спектров является наличие 

изобестической точки (для А-ДНК практически во всей области изменения 

концентрации ДНК, а для В-ДНК при низких концентрациях добавляемой 

ДНК). 

Однако для установления предпочтительного механизма связывания этого 

порфирина с А- и В- формами ДНК важную информацию дает анализ формы 

индуцированных спектров кругового дихроизма комплексов. 

 

 

 

3.2.2. Круговой дихроизм CuTОEPyP4-ДНК комплексов 

 

На рисунке 18 приведены спектры кругового дихроизма CuTОEPyP4/A-

ДНК(a) и CuTОEPyP4/В-ДНК(б)  при различных значениях относительной 

концентрации порфирина r. 

Как видно из рисунка спектры ИКД комплексов CuTОEPyP4/A-ДНК 

(рис.18a) и CuTОEPyP4/В-ДНК (рис.18б) сильно отличаются. С увеличением 

концентрации порфирина CuTОEPyP4 в растворе A-ДНК слабая отрицательная 

полоса ИКД спектра исчезает, а положительная сильно растет (до значений 

r=0.3) (рис.18a). Это является признаком сильного внешнего связывания 

порфирина с А-ДНК. 
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Рис. 18. Спектры кругового дихроизма CuTОEPyP4 порфирина с А-ДНК(a) и с 

В-ДНК(б) при ионной силе [Na
+
]=0.001M, 25°С, pH 7.1. Концентрации  

растворов А- и В- ДНК в эксперименте одинаковы и равны  ~7.5∙10
–5

M пар 

оснований/mL. Относительная концентрация добавляемого порфирина (r) 

указана на рисунках. 
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ИКД спектры комплекса CuTОEPyP4с В-ДНК (рис.18б) характеризуются 

слабой консервативной полосой (с положительной и отрицательной частями с 

почти одинаковой интенсивностью). В отличие от комплекса с А-ДНК, 

бисигнальный характер формы индуцированной полосы CuTОEPyP4/В-ДНК 

комплекса не меняется с увеличением концентрации порфирина, только 

интенсивность отрицательной полосы превышает интенсивность 

положительной при относительно высоких концентрациях порфирина. 

На основании анализа ИКД спектров можно заключить, что CuTОEPyP4 

предпочитает связываться с А-ДНК путем интеркаляции при малых 

относительных концентрациях, а при больших значениях относительной 

концентрции r происходит внешнее связывание. С В-ДНК связывание 

происходит в основном путем интеркаляции [96]. 

 

3.2.3. Расчет параметров связывания CuTОEPyP4 с ДНК. 

Используя данные оптического поглощения (из рисунка 17) были 

построены изотермы связывания для каждого комплекса.   

Для расчета параметров связывания CuTОEPyP4/А-ДНК и CuTОEPyP4/В-

ДНК комплексов использовалось уравнение (1) (раздел Материалы и методы). 

В таблице 2 приведены рассчитанные параметры связывания CuTОEPyP4 с A-

ДНК и В-ДНК. 

Согласно приведенным данным в Таблице 2, константа связывания 

CuTОEPyP4 с А-ДНК примерно в 2 раза  больше, чем с В-ДНК. Следовательно, 

CuTОEPyP4 сильнее связывается с А-ДНК, чем с В-ДНК. Кроме того, значения 

констант связывания находятся в диапазоне 10
8
 моль

-1
, что указывает на более 

сильное связывание CuTОEPyP4 порфирина по сравнению с безметальным 

TОEPyP4. 
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Tаблицa 2. Параметры связывания CuTОEPyP4 с разными формами ДНК  

при  [Na
+
]=0.001M, 25 °С, pH 7.1 

 

Порфирин Форма ДНК Кb x 10
8
М

-1
 n 

 

CuTОEPyP4 

А 3.78±0.11 1.5±0.011 

В 1.59±0.2 1±0.002 

 

Таким образом, результаты полученные методом абсорбции и КД 

позволяют сделать следующие выводы: 

 Взаимодействие CuTОEPyP4 с А-ДНК, происходит 

преимущественно путем внешнего связывания. 

 При взаимодействии CuTОEPyP4 с В-ДНК имеет место как 

внешнее, так и интеркаляционное связывание. 

 

 

3.3 Взаимодействие CоTОEPyP4 с A-формой ДНК 

3.3.1.Спектры поглощения CоTОEPyP4-ДНК комплексов 

На рисунке 19 приведены спектры поглощения комплексов 

CоTОEPyP4/А-ДНК(a) и CоTОEPyP4/B-ДНК(б) при ионной силе [Na
+
]=0.001M, 

25°С. Анализ поведения спектров титрования порфирина раствором ДНК 

показывает, что связывание CоTОEPyP4 с А- и В-ДНК приводит к маленькому 

красному сдвигу (Δλ) максимума полосы поглощения порфирина на 1нм и 2нм 

и к его гипохромизму на ~19.1%,  ~13.5%, для А- и В-ДНК, соответственно. 
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Рис. 19. Спектры поглощения CоTОEPyP4/А-ДНК(a) и CоTОEPyP4/В-ДНК(б), 

при ионной силе[Na
+
]=0.001M, 25 °C, pH 7.1. Концентрация маточного  

раствора порфирина 10
-6 

М. Концентрация добавляемого маточного раствора А- 

и В-ДНК  ~ 4.5∙10
–4

M пар оснований/mL. 
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Известно, что наблюдаемые небольшое красное смещение полосы Соре и 

маленькая гипохромность характерны для внешнего связывания порфиринов со 

стабильной В-формой ДНК (при относительно высоких ионных силах) [97]. 

Так как характеры изменения спектров поглощения комплексов 

CоTОEPyP4/A-ДНК (рис. 19a) и CоTОEPyP4/B-ДНК (рис. 19б) с увеличением 

концентрации ДНК практически не отличаются друг от друга,то по 

полученным из анализа спектров титрования данным можно предположить, что 

Со-порфирин предпочитает связываться с обоими формами ДНК внешне. Для 

получения доказательств реализации подобного типа взаимодействия, как и в 

предыдущем случае, нами были получены и проанализированы спектры 

кругового дихроизма (КД) комплексов ДНК с Со-порфирином. 

 

 

3.3.2. Круговой дихроизм CоTОEPyP4-ДНК комплексов 

На рисунке 20 отображены спектры КД CоTОEPyP4/А-ДНК(а) и 

CоTОEPyP4/В-ДНК(б) комплексов при различных значениях относительной 

концентрции r (r=порф./ДНК).  

Из рисунка видно, что характер взаимодействия CоTОEPyP4сА- и В-ДНК 

одинаков: на ИКД спектрах CоTОEPyP4/А-ДНК(a) и CоTОEPyP4/В-ДНК(б) 

комплексов наблюдается только положительная полоса. С увеличением 

относительной концентрации порфирина интенсивность этой полосы растет, а 

форма спектра не меняется. При относительной концентрации порфирина r=0.3 

происходит агрегация ДНК-порфирин комплекса. 

Полученный результат свидетельствуют о том, что CоTОEPyP4 

взаимодействует как с А-ДНК, так и с В-ДНК только путем внешнего 

связывания. Скорее всего, подобный характер взаимодействия обусловлен 

стерическими особенностями Cо-содержащего порфирина.  
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Рис. 20. Спектры кругового дихроизма CоTОEPyP4 порфирина с А-ДНК (a) и с 

В-ДНК(б), при ионной силе [Na
+
]=0.001M, 25 

о
С, pH 7.1. Концентрации  

растворов А- и В- ДНК в эксперименте одинаковы и равны  ~7.5∙10
–5

M пар 

оснований/mL. Относительная концентрация добавляемого порфирина (r) 

указана на рисунках. 
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3.3.3. Расчет параметров связывания CоTОEPyP4 с ДНК. 

Для того, чтобы оценить с какой из форм ДНК Со-порфирин связывается 

сильнее мы, по полученным экспериментальным данным, рассчитали константу 

связывания (K) и стехиометрию (n) комплекса по формуле (1) (раздел 

Материалы и методы) для каждого  CоTОEPyP4/А-ДНК и CоTОEPyP4/В-ДНК 

комплекса. 

По зависимости изменения оптической плотности от относительной 

концентрации порфирина были построены изотермы связывания для каждого 

комплекса с А-ДНК и В-ДНК, и рассчитаны параметры связывания. В таблице 

3 приведены рассчитанные параметры связывания CоTОEPyP4 с A-ДНК и В-

ДНК. 

 

 Tаблицa3. Параметры связывания CоTОEPyP4 с разными формами ДНК  

при ионной силе [Na
+
]=0.001M, 25 °С, pH 7.1 

 

Порфирин Форма ДНК Кb x 10
7
М

-1
 n 

 

CоTОEPyP4 

А 2.6±0.72 1.3±0.03 

В 3.8±0.87 1.1±0.05 

 

Как видно из Таблицы 3, константы связывания CоTОEPyP4 с А- и В-

ДНК почти одинаковы - 10
7 

М
-1

 порядка. Также отметим, что параметр 

исключения (n) для обоих комплексов порядка единицы, что характерно для 

внешнего упорядоченного связывания. 

Таким образом можно заключить, что CоTОEPyP4с В-ДНК и А-ДНК 

связывается только путем внешнего связывания. 

 



68 

 

3.4 Термодинамика связывания порфиринов с А- и В-формами ДНК 

Для полноты характеристики стабильности комплексов порфиринов с А- 

и В-формами ДНК помимо структурных данных необходимо получить также 

энергетические (в данном случае, термодинамические) характеристики 

образованного комплекса. Основным критерием термодинамической 

стабильности образованного ДНК-порфирин комплекса является значение 

изменения свободной энергии Гиббса (ΔG) при связывании, определяемая по 

формуле ΔGb = −RTlnKb, где Kb– константа связывания. Изменение свободной 

энергии Гиббса в свою очередь имеет энтальпийную и энтропийную 

составляющие, по изменению которых можно сделать вывод о механизме 

связывания порфиринов с А-и В-формами ДНК (см.раздел 2, формула (3)). 

Прямыми калориметрическими методами определение изменения 

энтальпии (ΔHb) и энтропии (ΔSb) при комплексообразовании невозможно, так 

как концентрация ДНК в калориметрических измерениях примерно в 20 раз 

выше, чем при спектральных исследованиях. И соответственно, в 

калориметрических экспериментах для получения таких же относительных 

концентраций порфиринов, как в спектральных экспериментах, порфирина 

нужно в 20 раз больше. Добавление столь высоких концентраций порфиринов 

приводит к тому, что комплекс выпадает в осадок. Поэтому определениe 

термодинамических потенциалов комплексообразования (ΔH и ΔS) с помощью 

уравнения Вант-Гоффа является единственно возможным методом, 

применимым для исследованияэнергетики связывания порфиринов с ДНК. 

Метод Вант-Гоффа основан на нахождении температурной зависимости 

константы связывания TОEPyP4 с А- и В-ДНК. Для нахождения этой 

зависимости были проведены эксперименты по титрованию порфиринов с ДНК 

при  четырех температурах 20, 25, 30 и 35°C, при которых ДНК находится в 

двуспиральном состоянии. Затем из температурной зависимости константы 

связывания Кb(Т) находится энтальпия (ΔHb)  и рассчитывается энтропия (ΔSb) 

связывания, используя уравнение Вант-Гоффа.  
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3.4.1. TОEPyP4-ДНК комплексы 

На рисунке 21 приведены зависимости логарифма константы связывания 

ln(Кb) от обратной температуры (1/T) для комплексов TОEPyP4/А-ДНК(a) и 

TОEPyP4/В-ДНК(б).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 21. Зависимость логарифма константы связывания TОEPyP4 с А-ДНК и с 

В-ДНК, от обратной температуры, ионная сила [Na
+
]=0.001M, 25 °С, pH 7.1. 
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Как видно из рисунка эти зависимости хорошо аппроксимируются 

линейными функциями, поэтому значения изменения энтальпии связывания, 

ΔH, можно определить по наклону прямых. Для расчета свободной энергии 

Гибсса (ΔG) и энтропии связывания (ΔS), используются соотношения (3) из 

раздела Материалы и методы. Результаты расчетов приведены в таблице 4. 

 

Tаблицa4. Термодинамические потенциалы взаимодействия TОEPyP4 с 

разными формами ДНК при [Na
+
]=0.001M, pH 7.1. Приведены результаты при 

25
о
C. 

 

Как видно из таблицы 4 величина изменения свободных энергий Гибсса 

(ΔGb) при связывании TОEPyP4 с А- и В-ДНК практически одинакова, но 

характер изменения энтальпии и энтропии существенно различаются. 

Связывание TОEPyP4 с А-ДНК сопровождается  положительным (невыгодным)  

изменением  энтальпии (2.27ккал моль
-1

), а связывание с В-ДНК 

сопровождается отрицательным (выгодным) изменением  энтальпии (-3.85ккал 

моль
-1

). Что касается энтропийной составляющей, то при связывании с обоими 

формами ДНК она  достаточно сильно выражена (выгодная). Значения 

изменения энтропии при связывании указывают на большой энтропийный 

вклад в стабилизацию комплекса TОEPyP4 с А-ДНК (44.8кал моль
-1

К
-1

),  и с В-

ДНК (22.4 кал моль
-1

 К
-1

). 

 

 

Порфирин ФормыДНК  
ΔGb 

(ккал/моль) 

ΔHb 

(ккал/моль) 

ΔSb 

(кал/моль·К ) 

TОEPyP4 
А -11.4±0.1 2.27±0.1 44.8±1.5 

B -11.1±0.1 -3.85±0.3 22.4±1.3 
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3.4.2. CuTОEPyP4-ДНК комплексы 

На рисунке 22 приведены зависимости логарифма константы связывания 

ln(Кb) от обратной температуры (1/T) для комплексов CuTОEPyP4/А-ДНК(a) и 

CuTОEPyP4/В-ДНК(б).  Зависимости были получены из экспериментов по 

титрованию порфиринов с ДНК при тех же четырех температурах 20, 25, 30 и 

35°C.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        Рис. 22. Зависимость логарифма константы связывания CuTОEPyP4 с 

А-ДНК и с В-ДНК, от обратной температуры, ионная сила 

[Na
+
]=0.001M, 25 °С, pH 7.1. 
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Из полученных зависимостей были рассчитаны термодинамические 

потенциалы для каждого из порфирин/ДНК комплексов при 25°С (результаты 

обобщены в таблице 5). 

 

Tаблицa5. Термодинамические потенциалы взаимодейстия CuTОEPyP4 с 

разными формами ДНК при [Na
+
]=0.001M, pH 7.1. Приведены результаты при 

25 
о
C. 

 

Анализ таблицы 5 показывает, что изменение свободной энергии Гибсса 

(ΔGb) при образовании CuTОEPyP4/А-ДНК и CuTОEPyP4/В-ДНК комплексов 

практически одинаково. Из приведенных данных видно, что связывание 

CuTОEPyP4 с А-ДНК сопровождается существенным положительным  

(невыгодным) изменением энтальпии (10.4 ккал моль
-1

), а связывание с В-ДНК 

сопровождается небольшим отрицательным (выгодным) изменением энтальпии 

(-1.17 ккал моль
-1

). Что касается энтропийного вклада в суммарное изменение 

свободной энергии Гиббса, то, согласно таблице 5, связывание CuTОEPyP4 с 

обоими А- и В-формами ДНК сопровождается существенным положительным 

(выгодным) изменением энтропии (73.1 кал моль
-1

 К
-1

  и 31.1 кал моль
-1

 К
-1

, для 

А- и В- форм ДНК, соответственно). 

Следовательно, учитывая вышесказанное, можно заключить, что: 

 Взаимодействие CuTОEPyP4 с А-ДНК происходит путем внешнего 

связывания (положительные изменения энтальпии ΔHb и энтропии 

ΔSb).  

Порфирин Формы 

ДНК  

ΔGb 

(ккал/моль) 

ΔHb 

(ккал/моль) 

ΔSb 

(кал/моль·К ) 

CuTОEPyP4 
А -11.71±0.1 10.4±0.5 73.1±1.4 

B -11.21±0.1 -1.17±0.1 31.1±2.3 
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 Взаимодействие CuTОEPyP4 сВ-ДНК происходит путем внешнего 

связывания и методом интеркаляции (при низких концентрациях 

порфирина). 

 

 

 

3.4.3. CоTОEPyP4-ДНК комплексы 

По сравнению с безметальным и Cu-содержащим порфиринами, Cо(II)-

содержащие порфирины имеют толщину, которая делает невозможным один из 

механизмов связывания с ДНК - интеркаляцию. В связи с их стерическими 

особенностями эти порфирины могут взаимодействовать только путем 

внешнего связывания. Как и для предыдущих случаев для расчета 

термодинамических потенциалов, характеризующих взаимодействия 

CоTОEPyP с А- и В-ДНК мы использовали метод Вант Гоффа. 

Были определены константы связывания порфирин-ДНК комплексов при 

20, 25, 30 и 35
 о

C температурах и построены зависимости Вант-Гоффа для 

связывания CоTОEPyP4 с ДНК. На рисунке 23 приведены зависимости 

логарифма константы связывания ln(Кb) от обратной температуры (1/T)  для 

комплексов CоTОEPyP4/А-ДНК и CоTОEPyP4/В-ДНК. Эти 

экспериментальные зависимости хорошо аппроксимируются линейными 

функциями, следовательно значения для изменения энтальпии ΔHb при 

связывании, можно определить по наклону  прямых. Для расчета свободной 

энергии Гибсса (ΔGb) и энтропии связывания (ΔSb), используются известные 

соотношения, приведенные в разделе Материалы и методы. 
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  Рис. 23. Зависимость логарифма константы связывания CоTОEPyP4 с А- и 

В-ДНК, от обратной температуры, ионная сила [Na
+
]=0.001M, 25 °С, pH 7.1. 
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В таблице 6 приведены значения изменения термодинамических 

потенциалов для каждого из комплексов порфирин /ДНК при 25°С. 

Tаблицa 6. Термодинамические потенциалы взаимодейстия CоTОEPyP4 с 

разными формами ДНК при [Na
+
]=0.001M, pH 7.1. Приведены результаты при 

25
о
C. 

 

 Из данных таблицы 6 видно, что изменение свободной энергии Гибсса 

(ΔGb) при связывании CоTОEPyP4 с А- и В-ДНК отрицтельны и практически 

одинаковы. Изменения энтальпии, ΔНb, также имеют одинаковые, но 

положительные значения, что исключает интеркаляционный способ 

связывания. А изменения энтропии, ΔSb, имеют большие положительные 

(выгодные) значения, что может быть следствием интенсивного вытеснения 

катионов из бороздок ДНК в раствор при связывании с порфирином [98-100].  

Следовательно, по результатам таблицы можно утверждать, что 

взаимодействие CоTОEPyP4 с обоими А- и В-формами ДНК имеет 

выраженный  энтропийный  характер и происходит путем внешнего 

связывания. 

 

 

 

 

Порфирин Формы 

ДНК  

ΔGb 

(ккал/моль) 

ΔHb 

(ккал/моль) 

ΔSb 

(кал/моль·К ) 

CоTОEPyP4 
А -10.12±0.1 7.25±0.2 58.7±1.2 

B -10.34±0.1 7.06±0.1 57.7±1.3 
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3.4.4.Сравнительный термодинамический анализ полученных 

результатов  

На рисунке 24 приведена энергетическая диаграмма связывания 

исследованных порфиринов с А- и В- формами ДНК. 

 

 

Рис. 24. Диаграмма распределения энергии при комплексобразовании 

порфиринов с А- и В- формами ДНК. 
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Как видно из диаграммы суммарное изменение свободной энергии Гиббса 

(ΔGb) практически одинаково  (~11 ккал/ моль) для связывания всех 

исследованных порфиринов и не зависит от формы спирали ДНК (А или В). Но 

энтропийная (ΔSb) и энтальпийная (ΔНb) составляющие свободной энергии 

(ΔGb) сильно отличаются. Для B-формы ДНК интеркаляторы (TОEPyP4 и 

CuTОEPyP4) имеют благоприятные отрицательные значения энтальпии ΔHb, а 

для связывающегося внешнее  порфирина (CоTОEPyP4) характерны 

невыгодные положительные значения ΔHb  и выгодные  очень большие 

значения ΔSb. Для A-формы ДНК характерны положительные (невыгодные) 

значения энтальпии ΔHb и большие выгодные значения энтропии ΔSb. 

Объяснение следующее: При интеркаляции увеличивается суммарная 

отрицательная энергия (энтальпия) комплекса за счет создания дополнительных 

стэкинг взаимодействий между интеркалированным порфирином и соседними 

парами азотистых оснований ДНК. Поэтому для механизма интеркаляции 

характерно отрицательное (выгодное) изменение энтальпии, ΔHb. При внешнем 

связывании положительно заряженные порфирины выталкивают в раствор с 

поверхности ДНК часть положительно заряженных ионов натрия и 

гидратированных молекул воды, которые, приобретая свободу, увеличивают 

суммарную энтропию системы. Следовательно, увеличение энтропии, ΔSb, 

системы при связывании порфирина с ДНК – признак внешнего связывания. 

Иначе говоря, интеркаляция характеризуется отрицательными ΔHb и 

относительно малыми ΔSb, а внешнее связывание - положительными ΔHb и 

относительно большими ΔSb. 

Таким образом, согласно приведенной диаграмме, наблюдается корреляция 

между значениями термодинамических потенциалов (ΔSb и ΔНb ) и механизмом 

связывания порфиринов с ДНК. Следовательно, исследуя энергетику 

комплексообразования, можно сделать вывод о механизме связывания 

порфиринов с ДНК. 
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Выводы: 

 На основании спектральных исследований впервые проведен полный 

термодинамический анализ связывания TОEPyP4, CuTОEPyP4  и 

CоTОEPyP4 с А-формой ДНК. Для всех соединений полученны 

значения ΔG, ΔH, ΔS. 

 Показано, что для всех порфиринов изменение свободной энергии 

Гиббса (ΔGb) при связывании с А- и В-формами ДНК имеет 

практически одинаковое значение (~11 ккал/моль). 

 Показано, что существует корреляция между изменением 

термодинамических потенциалов и способом связывания 

порфиринов: отрицательное значение энтальпии связывания (ΔHb) 

характеризуют интеркаляционный способ связывания, в то время как 

положительные ΔHb  и большие значения ΔSb характеризуют внешнее 

связывание. 

 Показано, что с А-ДНК все порфирины предпочитают связыватся 

только внешне. 
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Глава 4. Влияние ионной силы на комплексообразование  

порфирин-ДНК. 

 

Как уже было сказано в литобзоре способ взаимодействия катионических 

порфиринов с ДНК сильно зависит от структуры порфиринов: от типа 

центрального металла, от месторасположения бокового радикала на 

пиридиловом кольце порфиринов, а также от конформации ДНК и условий 

окружающей среды [2,6,7,11,101]. В свою очередь конформация ДНК зависит 

от ионной силы и температуры. Влияние ионной силы на степень связывания 

указывает на участие электростатических сил в связывании. Из литературы 

известно, что при фиксированной концентрации порфирина НTMPyP4 и ДНК, 

порфирин имеет тенденцию интеркалировать при низких концентрациях соли 

(что проявляется в виде отрицательного ИКД спектра при 446нм), но при 

добавлении соли (когда экранирование зарядов сильнее), внешнее связывание 

становится более предпочтительным и сопровождается появлением 

положительной полосы на ИКД спектрах [47,102]. 

Эти данные о механизмах связывания, а также значения параметров 

связывания порфиринов с В-ДНК были получены при достаточно высоких 

ионных условиях 0.02M< [Na
+
] < 0.2M. Однако, полученные нами в главе 3 

настоящей диссертации результаты по связыванию порфиринов с А-формой 

ДНК, были получены при [Na
+
]=0.001M, поскольку А-форма ДНК может 

реализоваться только в условиях низких ионных сил. И соответственно, 

сравнение полученных результатов с В-ДНК проводилось в аналогичных 

условиях низких ионных сил. В настоящей главе мы поставили целью 

исследовать как меняется тип связывания и параметры связывания порфиринов 

с ДНК с изменением ионных условий (0.001M< [Na
+
] < 0.2 M).  Естественно, 

исследования при более высоких ионных силах проводились только для В-

формы ДНК. 



80 

 

4.1.Влияние  ионной силы на TОEPyP4-ДНК взаимодействие. 

Термодинамика связывания TОEPyP4с ДНК при разных ионных силах. 

На рисунке 25 приведены спектры поглощения TОEPyP4/В-ДНК при 

[Na
+
]=0.02M(a) и [Na

+
]=0.2M(б), 25 

о
C. 

 

а) 

 

 

 

 

 

 

б) 

 

 

 

 

 

Рис.25. Спектры поглощения TОEPyP4/В-ДНК при [Na
+
]=0.02M(a) и 

[Na
+
]=0.2M(б), 25 °С, pH 7.1. Концентрация порфирина - 10

-6 
М. Концентрация 

добавляемого маточного раствора В-ДНК  ~1.5∙10
–4

M пар оснований/mL. 
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 Связывание порфиринов с ДНК, как правило, сопровождается красным 

смещением и гипохромизмом в области поглощения порфирина. Как видно из 

рис.25(a,б) добавление ДНК к раствору порфирина TОEPyP4 приводит к 

красному сдвигу(Δλ) максимума полосы поглощения Соре на 13 нм и 8нм  и к 

его гипохромизму на ~ 49.5%, ~ 44.4%, при [Na
+
]=0.02M(a) и [Na

+
]=0.2M(б) 

ионной силе, соответственно. Характерной особенностью данных спектров 

является наличие изобестической точки при низких концентрациях 

добавляемой ДНК, которая свидетельствует о наличии одного механизма 

связывания. 

Используя данные оптического поглощения (по данным рисунка 25) были 

построены изотермы связывания для TОEPyP4/В-ДНК комплексапри 

[Na
+
]=0.02M и [Na

+
]=0.2M ионных силах. Для расчета параметров связывания 

TОEPyP4 с В-ДНК использовалось уравнение (2), предложенное Коррея и 

Чеарсом (раздел Материалы и методы). В таблице 7 приведены рассчитанные 

параметры связывания TОEPyP4 с В-ДНК при ионных силах [Na
+
]=0.02M и 

[Na
+
]=0.2M. Для сравнения приводятся полученные нами в гл.3 значения при 

[Na
+
]=0.001М. 

 

 

Tаблицa7. Параметры связывания TОEPyP4 с В-ДНК при разных ионных 

силах, 25 °С, pH 7.1. 

 

 
Комплекс [Na

+
], М Кb ∙ 10

7
М

-1
 n 

 

TОEPyP4/В-ДНК 

0.001 6.1±0.14 1.1±0.01 

0.02 3.5±0.3 2.3±0.02 

0.2 0.2±0.3 5±0.3 
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Как видно из Tаблицы 7, при взаимодействии TОEPyP4 с В-ДНК 

увеличение ионной силы приводит к уменьшению константы связывания. 

Следовательно,  можем сделать вывод, что TОEPyP4 сильнее взаимодействует  

с В-ДНК при [Na
+
]=0.001M. 

 

Спектры КД TОEPyP4-ДНК комплексов.   

Как видно из рис. 25(a, б) характер изменения спектров поглощения 

TОEPyP4/B-ДНК комплекса с увеличением концентрации ДНК при разных 

ионных условиях практически не отличается друг от друга, и по полученным 

данным невозможно определить предпочтительный механизм взаимодействия. 

Поэтому для установления механизмов взаимодействия нами были также 

получены и проанализированы спектры кругового дихроизма (КД) комплексов 

при ионных силах [Na
+
]=0.02M и [Na

+
]=0.2M. 

На рисунке 26 приведены спектры кругового дихроизма TОEPyP4/В-ДНК 

комплекса при различных ионных силах [Na
+
]=0.02M(a) и [Na

+
]=0.2M(б). Как 

видно из рис.26(a) при [Na
+
]=0.02M увеличение концентрации TОEPyP4 

приводит к появлению отрицательного и положительного полос ИКД спектра 

на полосе 400-470нм. При дальнейшем увеличении относительной 

концентрации форма индуцированной полосы TОEPyP4/В-ДНК комплекса не 

меняется, только интенсивность положительной полосы КД спектра начинает 

превышать интенсивность отрицательной полосы. Как видно из рис.26(б) при 

ионной силе [Na
+
]=0.2M увеличение концентрации порфирина приводит к 

появлению положительной полосы ИКД спектра. Увеличение относительной 

концентрации приводит к появлению небольшой отрицательной  полосы ИКД 

спектра, тогда как, интенсивность положительной полосы TОEPyP4/В-ДНК 

комплекса растет. Анализ изменения формы спектров ИКД позволяет 

заключить, что при высоких ионных силах ([Na
+
]=0.2M) доминирует внешнее 

связывание TОEPyP4 с В-ДНК. 
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Рис. 26.  Спектры кругового дихроизма TОEPyP4/B-ДНК при [Na
+
]=0.02M(a) и 

[Na
+
]=0.2M(б), 25 °С, pH 7.1. Концентрации  растворов В- ДНК в эксперименте 

одинаковы и равны  ~7.5∙10
–5

M пар оснований/mL. Относительная концентрация 

добавляемого порфирина (r) указана на рисунках. 
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4.2 Влияние ионной силы на комплексообразование 

Cu- и Cо - металлопорфиринов с  ДНК 

 

Спектры поглощения комплексов при различных ионных силах. 

На рисунках 27 и 28 приведены изменения спектров поглощения 

CuTButPyP4/ДНК и CоTButPyP4/ДНК комплексов при ионных силах 

[Na
+
]=0.02M(а) и [Na

+
]=0.2M(б). Отметим, что эти металлопорфирины 

отличаются от исследованных в предыдущей главе, типом бокового радикала. 

Как показывают проведенные в нашей лаборатории исследования тип бокового 

радикала практически не влияет на характер их взаимодействия  с В-ДНК [101-

105].  

Из рисунка 27 видно, что взаимодействие CuTButPyP4 приводит к 

красному сдвигу(Δλ) максимума полосы поглощения Соре на 5 нм и 3 нм и к 

его гипохромизму на ~ 44%,  ~ 32.1%, при  ионных силах [Na
+
]= 0.02M 

рис.27(а) и [Na
+
]= 0.2M рис.27(б), соответственно. 

Взаимодействие CօTButPyP4 с ДНК (рис.28) также приводит к красному 

сдвигу (Δλ) максимуму полосы поглощения Соре на 5 нм и 4 нм и к его 

гипохромизму на ~ 30.1%,  ~ 29.3%, при  [Na
+
] = 0.02M рис.30(а) и [Na

+
] = 0.2M 

рис.30(б) ионных силах, соответственно. Используя данные оптического 

поглощения (по данным рисунков 27 и 28) были построены изотермы 

связывания для концентраций, при которых наблюдается изобестическая точка 

для CuTButPyP4/В-ДНК и CоTButPyP4/В-ДНК при [Na
+
]=0.02M и [Na

+
]=0.2M. 
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Рис. 27. Спектры поглощения CuTButPyP4/В-ДНК, при [Na
+
]=0.02M(а) и 

[Na
+
]=0.2M(б), 25 °С, pH 7.1. Концентрация раствора порфирина 10

-6 
М. 

Концентрация добавляемого маточного раствора В-ДНК~1.4∙10
–4

M пар 

оснований/mL. 
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Рис. 28. Спектры поглощения CоTButPyP4/В-ДНК, при [Na
+
]=0.02M(а) и 

[Na
+
]=0.2M(б), 25°С, pH 7.1.Концентрация раствора порфирина 10

-6 
М. 

Концентрация добавляемого маточного раствора В-ДНК ~ 1.4∙10
–4

M пар 

оснований/mL. 
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  В таблице 8 приведены параметры связывания для CuTButPyP4/ДНК и 

CоTButPyP4/ДНК комплексов при различных ионных силах. Для сравнения 

приводятся полученные нами  в гл.3 значения при [Na
+
]=0.001М. 

 

 

Tаблицa8. Параметры связывания CuTButPyP4/ДНК и CоTButPyP4/ДНК 

комплексов при разных ионных силах, 25 °С, pH 7.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Как видно из Tаблицы 8 константа связывания с В-ДНК Cu-содержащих 

порфиринов более, чем в 20 раз больше константы связывания Cо-содержащих 

при всех ионных силах. Кроме того как видно из таблицы, увеличение ионной 

силы приводит к уменьшению Кb и увеличению n для обоих 

металлопорфиринов. 

Можно заключить, что увеличение ионной силы приводит к ослаблению 

интеркаляционного способа связывания и усилению внешнего связывания 

порфиринов с В-ДНК. 

 

Порфирин  [Na
+
], М Кb ∙ 10

7 
М

-1
 n 

CuTОEPyP4 0.001 15.9±0.2 1±0.02 

CuTButPyP4 

0.02 8.44±0.15 0.97±0.04 

0.2 2.34±0.1 1.5±0.2 

CоTОEPyP4 0.001 3.8±0.08 1.1±0.05 

CоTButPyP4 

0.02 0.347±0.03 1.03±0.1 

0.2 0.014±0.002 5.4±0.2 
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Спектры ИКД комплексов при различных ионных силах 

Для установления предпочтительного механизма связывания порфиринов 

с В-ДНК были получены и проанализированы спектры кругового дихроизма 

(КД). 

 

а) 

 

 

 

 

 

 

        

 

 б) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 29.  Спектры кругового дихроизма CuTButPyP4/В-ДНК при [Na
+
]=0.02M(a) 

и [Na
+
]=0.2M(б), 25 °С, pH 7.1. Концентрация В-ДНК ~7.5∙10

–5
M пар 

оснований/mL.  
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а)   

  

    

 

 

 

б) 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 30.  Спектры кругового дихроизма CоTButPyP4/В-ДНК при [Na
+
]=0.02M 

(a) и [Na
+
]=0.2M (б), 25°С, pH 7.1. Концентрация  В- ДНК ~ 7.7∙10

–5
M пар 

оснований/mL. 
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На рисунках 29 и 30 приведены спектры индуцированного кругового 

дихроизма CuTButPyP4/В-ДНК и CоTButPyP4/В-ДНК комплексов при ионных 

силах [Na
+
]=0.02M (а) и[ Na

+
]=0.2M (б), соответственно. 

Как видно из рис.29(a) при [Na
+
]=0.02M увеличение относительной 

концентрации порфирина (0.05<r<0.3) в CuTButPyP4/В-ДНК комплексе 

приводит к появлению отрицательного ИКД спектра на полосе 400-470нм. А 

при [Na
+
]=0.2M (рис.29(б)) увеличение концентрации порфирина также 

приводит к появлению отрицательной полосы ИКД спектра при 0.3<r<1 

относительных концентрациях. Анализ ИКД спектров комплекса показывает, 

что при низких ионных условиях комплекс достигает насыщения при 

существенно более низких концентрациях порфирина (r=0.24), чем при высоких 

(r=0.7). Этот результат может свидетельствовать о том, что при высоких 

ионных силах появляются дополнительные места (скорее всего в желобках) 

связывания порфиринов на ДНК. Полученные данные указывают на то, что Cu-

содержащий порфирин взаимодействует с ДНК преимущественно путем 

интеркаляции, но с увеличением ионной силы наблюдается сдвиг равновесия в 

сторону внешнего связывания. 

По сравнению с CuTButPyP4 при взаимодействии CоTButPyP4 с ДНК на 

спектрах ИКД, наблюдается только положительная полоса (рис.30(а и б)). 

Нужно заметить, что увеличение относительной концентрации CоTButPyP4 

больше r = 0.2 приводит к агрегации ДНК. (Для сравнения, CuTButPyP4/ДНК 

комплекс агрегирует при r = 1). Из рис.30 видно, что при [Na
+
]=0.02M (a) и 

[Na
+
]=0.2M(б) с увеличением концентрации CоTButPyP4 в растворе ДНК 

наблюдается рост положительной полосы ИКД, т.е. характер связывания Со-

порфирина с ДНК практически не меняется с изменением ионной силы. 

Подобный характер изменения спектров ИКД свидетельствует о том, что Cо-

металлопорфирин предпочитает только внешнее связывание.  

Вывод. Увеличение концентрации [Na
+
] приводит к ослаблению 

интеркаляционного способа связывания и усилению внешнего связывания 
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плоских TОEPyP4 и Cu-содержащих порфиринов с В-ДНК, а для имеющего 

аксиальный лиганд Со-порфирина характер связывания с В-ДНК (внешнее 

связывание) слабо зависит от ионной силы.  

 

 

4.3 Влияние двухвалентных ионов Mn
2+

 на термостабильность ДНК-

порфирин комплексов 

 

Из литературы известно, что избирательное комплексообразование ионов 

переходных металлов с GC-богатыми участками ДНК приводит к локальным 

изменениям структуры GC-богатых областей нативной ДНК. С другой стороны 

при относительно низких стехиометрических концентрациях ионов переходных 

металлов ДНК при комнатной температуре переходит в более закрученную по 

сравнению с B-формой ‘‘C-подобную’’ форму [106,107]. Наблюдаемый переход 

в присутствии этих ионов (например, исследованных в настоящей работе ионов 

Mn
2+

) обусловлен дополнительной экранировкой отрицательно заряженных 

фосфатных групп положительно заряженными двухвалентными ионами. 

Эффект достигает насыщения при условии, когда на 2 фосфатные группы ДНК 

приходится 1ион Mn
2+

 (υ=0.5М/Р, где υ =СMn
2+

/Снуклеотидов ДНК), при этом один 

двухвалентный ион как скрепка связывает две соседние фосфатные группы 

друг с другом. 

Переход в сторону С – формы ДНК можно осуществить также увеличивая 

концентрацию ионов натрия в растворе. Однако, механизмы взаимодействия 

одновалентных и двухвалентных ионов с ДНК существенно различаются. 

Одновалентные ионы взаимодействуют с ДНК в виде ионной шубы, окружая 

как фосфатные группы, так и заполняя желобки ДНК. Соответственно, для 

получения одной и той же С-подобной формы ДНК нужно взять NaCl 

существенно больше, чем MnCl2.. Но самая главная особенность заключается в 
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следующем, получение С-подобной формы с помощью двухвалентных ионов 

оставляет желобки ДНК относительно свободными (в них имеются столько 

ионов натрия, сколько вводится вместе с буфером). 

В условиях относительной концентрации ионов Mn
2+ 

υ=0.5 фосфатные 

группы ДНК полностью экранированы, что означает, что места для внешнего 

связывания порфиринов заблокированы. А желобки ДНК остаются 

свободными, что создает благоприятные условия для их интеркаляции. В этих 

условиях мы исследовали плавление комплексов ДНК с двумя порфиринами, 

которые по-разному связываются с ДНК (CuTButPyP4 связывается посредством 

интеркаляции и CоTButPyP4, для которого характерно внешнее связывание). 

На рисунке 31 приведены  кривые плавления CuTButPyP4/ДНК и 

CоTButPyP4/ДНК комплексов при ионной силе [Na
+
]=0.001M без ионов  Mn

2+
. 

Концентрация порфиринов варьировалась в интервале 0,001<r<0,1, поскольку 

при более высоких концентрациях (r>0.1) наблюдающиеся агрегационные 

явления не позволяют получить достоверную кривую плавления.  

Как видно из рис.31(а и б), общая форма кривой плавления существенно 

меняется при взаимодействии с CuTButPyP4 и CоTButPyP4 порфиринами. 

Кроме сдвига в высокотемпературную область,  с увеличением относительной 

концентрации порфиринов наблюдается также изменение формы кривых 

плавления: конец кривой плавления сильно сдвигается в сторону высоких 

температур, что позволяет предположить, что  взаимодействие ДНК с Cu- и Cо- 

содержащими порфиринами приводит к селективной стабилизации GC-богатых 

участков ДНК.  

 В таблице 9 приведены параметры плавления CuTButPyP4/ДНК и 

CоTButPyP4/ДНК комплексов при различных относительных концентрациях 

порфиринов. Анализ таблицы показывает, что в присутсвии Cu- и Cо-

порфиринов температура плавления (Tm) увеличивается почти на 15
о
 при 

концентрации r=0.1.  
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Рис. 31. Кривые плавления CuTButPyP4/ДНК(а) и CоTButPyP4/ДНК(б) 

комплексов при [Na
+
]=0.001M, pH 7.1. 
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Таблица 9.Температура плавления (Tm), интервал плавления (ΔT)  ДНК в 

присутствии  различных  концентраций Cu-/Cо-порфиринов при 

[Na
+
]=0.001M, pH 7.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рассмотрим как же изменяются (и изменяются ли) кривые плавления этих  

же порфирин-ДНК комплексов в 10
-3

M NaCl в присутствии ионов Mn
2+

. На 

рисунке 32 приведены кривые плавления CuTButPyP4/ДНК (а) и 

CоTButPyP4/ДНК (б) комплексов в присутствии различных относительных 

концентраций ионов Mn
2+ 

(υ изменяется от 0 до1). Как видно из рис.32 (а и б), 

увеличение концентрации ионов Mn
2+ 

до υ=0.5 приводит к сильной 

стабилизиации двойной спирали ДНК при комплексообразовании с 

CuTButPyP4 и CоTButPyP4. Дальнейшее увеличение концентрации ионов 

марганца приводит к уменьшению температуры плавления комплекса. Это 

обусловлено тем, что при этих концентрациях ионы марганца связываются с 

гуаниновыми основаниями, что приводит к дестабилизации двойной спирали 

ДНК [32]. Из рисунка также видно, что с увеличением концентрации 

порфирина существенно изменяется конец кривых плавления, 

соответствующий выплавлению GC-богатых участков ДНК.  

r 
[P]/[DNA] 

CuButPyP4/DNA CоButPyP4/DNA 

Tm ΔT Tm ΔT 

0 54.6 13.2 54.6 13.2 

0.001 53.8 13.01 54.53 13.38 

0.01 55.9 13.0 56.06 14.5 

0.03 59.6 15.34 58.86 17.58 

0.05 62.65 12.65 61.68 18.85 

0.1 70.4 15.85 68.35 21.9 
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Рис. 32. Кривые плавления CuTButPyP4/ДНК(а) и CоTButPyP4/ДНК(б) 

комплексов в присутствии ионов Mn
2+

, [Na
+
]=0.001M, pH 7.1. 

Как видно из рис.32 (а и б), увеличение концентрации ионов Mn
2+ 

до υ=0.5 

приводит к сильной стабилизиации двойной спирали ДНК при 

комплексообразовании с CuTButPyP4 и CоTButPyP4. Дальнейшее увеличение 

концентрации ионов марганца приводит к уменьшению температуры плавления 

комплекса. Это обусловлено тем, что при этих концентрациях ионы марганца 

связываются с гуаниновыми основаниями, что приводит к дестабилизации 

двойной спирали ДНК [32].   

Из рисунка рис.32 (а и б) также видно, что с увеличением концентрации 

порфирина существенно изменяется конец кривых плавления, соответствую-

щий выплавлению GC-богатых участков ДНК. Из литературы мы знаем, что 

интеркаляция происходит  именно в GC-богатых участках ДНК и для 

предпочитающего интеркаляцию CuTButPyP4 такой характер изменения 

кривой плавления вполне естественный и подтверждает интеркаляционный 

характер связывания с ДНК. Но как видно из рис.32(б) основные изменения 

кривых плавления CоTButPyP4/ДНК комплексов также происходят в 

высокотемпературном интервале (в GC-участках ДНК), что свидетельствует об 

интеркаляционном механизме взаимодействия.  В то же время отметим, что 

CоTButPyP4 порфирины имея аксиальный лиганд имеют  определенную 

"толщину"- приблизительнно ~ 5Å. Следовательно для Со-содержащих 

порфиринов, интеркаляционный механизм взаимодейсвия с ДНК исключается 

[108, 109]. Наличие аксиального лиганда исключает полную интеркаляцию 

этого порфирина, однако полуинтеркаляция порфирина периферийным 

кольцом возможна. Мы предполагаем, что наблюдаемые эффекты на кривых 

плавлениях CоTButPyP4/ДНК комплексов рис.32(б), являются результатом 

полуинтеркаляционного механизма, во время которого один из периферийных 

колец порфирина может встраиватся между азотистыми основаниями ДНК, а 

центр порфирина остается на поверхности ДНК.  
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И наконец, если сравнить параметры плавления комплексов ДНК-

порфирин без ионов Mn
2+ 

 (таблица 9) и в присутствии  ионов Mn
2+

 (таблица 10 

в следующем §4.3.1), то можно сделать вывод, что в присутствии ионов Mn
2+ 

ДНК-порфирин
 

комплекс сильнее стабилизируется (температура плавления 

возрастает на 11
о
С).  

 

4.3.1.Термодинамика комплексообразования 

Для полного описания ДНК-порфирин взаимодействия необходимо 

добавить информацию о термодинамике и кинетике комплексообразования. 

Термодинамические и кинетические данные позволяют достоверно 

интерпретировать спектроскопические свойства, специфичность связывания, 

гидродинамические и динамические характеристики комплексов. 

Следовательно, исследование термодинамических параметров 

CuTButPyP4/ДНК и CоTButPyP4/ДНК комплексов позволяет установить 

предпочтительный механизм связывания и сделать предварительные выводы о 

природе сил, стабилизирующих эти комплекы [110]. 

Существует несколько экспериментальных методов определения 

энтальпии перехода (ΔH) спираль-клубок ДНК. Количественное рассмотрение 

действия различных лигандов на стабильность двухспиральной ДНК дало 

возможность предложить простой метод определения ΔH, в основе которой 

лежит теория перехода спираль-клубок комплексов ДНК с 

низкомолекулярными веществами [111]. Энтальпию (ΔH) и энтропию (ΔS) 

перехода спираль-клубок для CuTButPyP4/ДНК и CоTButPyP4/ДНК 

комплексов можно определить непосредственно из экспериментов по кривым 

плавления с помощью формул (5) [112]. 
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  0mT T T    
  ,                 

0m mT T T   , 

где r=[порфирин]/[ДНК] и r<<1, Tm и ΔTm- температура и ширина интервала 

плавления комплексов ДНК с порфирином при определенных значениях r, а T0 

и ΔT0 те же параметры, но без порфирина. 

В таблице 10 приведены термодинамические параметры для обоих 

комплексов (CuTButPyP4/ДНК и CоTButPyP4/ДНК) при низкой ионной силе. 

 

Таблица10. Термодинамические параметры CuTButPyP4/ДНК и CоTButPyP4/ 

ДНК комплексов при наличии υ =0.5 ионов Mn
2+ 

в растворе. 

  CuButPyP4/DNA 

r 
[P]/[DNA] 

Tm ΔT 
ΔH 

(ккал/моль ) 

ΔS 

(ккал/моль·К ) 

0.001 75.45 6.3 -0.94±0.02 -0.01±0.001 

0.01 75.5 7.4 -3.83±0.15 -0.05±0.002 

0.03 77.1 7.5 -4.56±0.10 -0.06±0.002 

0.05 78 10.2 15.49±0.20 0.21±0.01 

0.1 81.3 11 17.62±0.30 0.24±0.02 

CоButPyP4/DNA 

0.001 75.4 8.0 -0.11±0.02 -0.001±0.0005 

0.01 73.2 7.4 -20.97±0.3 -0.029±0.03 

0.03 76.4 9.4 5.35±0.4 0.074±0.01 

0.05 79.1 9.8 4.41±0.3 0.061±0.015 

0.1 81.4 9.6 4.34±0.3 0.06±0.015 
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Как видно из таблицы 10, для CuTButPyP4/ДНК комплекса, при r≤0.03 

изменения энтальпии и энтропии отрицательны. При дальнейшем увеличении 

концентрации порфирина, при r ≥ 0.05  энтальпия и энтропия положительны. В 

случае CоTButPyP4 порфирина отрицательные (благоприятные) изменения ΔH 

наблюдаются только при низких концентрациях (r=0.001 и r=0.01). При 

больших значениях r, как для Cu - порфирина, так и для Cо - порфирина 

получаются положительные значения для изменения ΔH и ΔS. Известно, что 

интеркаляция порфиринов - энтальпийно-выгодный процесс и 

характеризируется отрицательными ΔH, а внешнее связывание- 

положительными ΔH и относительно большими положительными ΔS. 

Анализируя данные таблицы 10 можно сделать следующие выводы, что 

отрицательные изменения энтальпии при низких значениях r свидетельствуют о 

том, что CuТButPyP4 порфирин взаимодействует путем интеркаляции, которая 

обусловлена стэкингом оснований и электростатическими взаимодействиями 

между положительными заряженными периферийными группами порфирина и 

отрицательно заряженными фосфатными группами ДНК. При более высоких 

значениях r изменения энтальпии становятся положительными (невыгодными), 

что свидетельствует, что тот же самый порфирин при более высоких 

концентрациях взаимодействует с ДНК и внешним способом.  

Отрицательные значения ΔH при низких соотношениях r=0.001 и r=0.01 

для CоTButPyP4/ДНК комплекса, подтверждают наши предположения о 

полуинтеркаляционном способе связывания этого порфирина. Во всех 

остальных случаях CоTButPyP4 взаимодействует путем внешнего связывания. 

Эти результаты согласуются с полученными спектрами КД исследуемых 

комплексов (см предыдущий раздел). 
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Вывод. При наличии ионов Mn
2+ в растворе взаимодействие низких 

концентраций CоТButPyP4 с ДНК происходит методом полуинтеркаляции, а 

при более высоких концентрациях происходит и внешнее связывание. 
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ВЫВОДЫ 

1. Н

а основании спектральных исследований впервые проведен полный 

термодинамический анализ связывания TОEPyP4, CuTОEPyP4  и 

CоTОEPyP4 с А-формой ДНК. Для всeх соединений получены 

значения ΔG, ΔH, ΔS. 

2. У

становлено, что в условиях низких ионных сил изменение свободной 

энергии Гиббса (ΔG) имеет практически одинаковое значение (~11 

ккал/моль) при связывании всех порфиринов с А- и В-формами ДНК. 

3. П

оказано, что существует корреляция между изменением 

термодинамических потенциалов и способом связывания порфиринов: 

отрицательное значение энтальпии связывания (ΔH) характеризуют 

интеркаляционный способ связывания, в то время как положительные 

ΔH и большие значения ΔS характеризуют внешнее связывание. 

4. У

величение ионной силы приводит к уменьшению константы 

связывания с ДНК всех порфиринов. 

5. У

величение концентрации [Na
+
] приводит к ослаблению 

интеркаляционного способа связывания и усилению внешнего 

связывания плоских TОEPyP4 и CuTОEPyP4 порфиринов с В-ДНК, а 

связывание имеющего аксиальный лиганд Со-порфирина слабо 

зависит от ионной силы. 

6. Температура плавления комплексов CuТButPyP4 и CоТButPyP4 с 

ДНК в присутствии ионов Mn
2+

  на 15-20 
о
С выше, чем без ионов.    

7. В присутствии ионов Mn
2+

 в растворе взаимодействие низких 

концентраций CоТButPyP4 с ДНК происходит методом 
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полуинтеркаляции, а CuТButPyP4 - методом интеркаляции, а при 

более высоких концентрациях оба порфирина предпочитают внешнее 

связывание. 
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