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Проведен анализ изотерм адсорбции на основании экспериментально по-
лученных данных по связыванию противоопухолевого соединения ми-
токсантрона (МК) и бромистого этидия (БЭ) с A-формой нуклеиновых кислот 
(НК). Полученные результаты показывают, что наблюдается избирательность 
связывания с парами оснований НК. Расчеты показывают, что изменения энталь-
пии, вследствие связывания МК и БЭ с A-формой НК (в пределах погрешности 
эксперимента) почти одинаковы, однако изменения энтропии при связывании 
сильно отличаются. Обобщая полученные экспериментальные данные и сравни-
вая их с литературными, можно заключить, что связывание указанных соедине-
ний с B-формой, по сравнению с A-формой, более прочное и приводит к более 
сильному изменению структуры двойной спирали НК.  

1. Введение

Из анализа литературных данных [1–3] следует, что интеркаляционное вза-
имодействие (когда плоская часть молекулы внедряется между парами основа-
ний НК) противоопухолевого соединения митоксантрона (МК) с 
двуспиральными ДНК существенно отличается от взаимодействия классических 
интеркаляторов (например, бромистого этидия) с ДНК. Следовательно, взаимо-
действие и соответственно термодинамические параметры связывания (кон-
станты связывания, энтальпия и энтропия связывания) возможно будут 
отличаться и при связывании МК с двухцепочечными РНК (дц-РНК), которые, 
как известно, в условиях, близких к физиологическим, находятся в А-форме [4], 
параметры двойных спиралей которых сильно отличаются от параметров двой-
ной спирали ДНК в аналогичных внешних условиях (B-форма). Как и при связы-
вании МК с ДНК, взаимодействие МК с дц-РНК отражается в изменении 
спектров поглощения и кругового дихроизма [3, 5]. Было показано [5, 6], что в 
физиологических условиях наблюдается лишь одна спектрофотометрически от-
личимая связанная форма МК и БЭ, которая, вполне возможно, учитывая лите-
ратурные данные по связыванию МК и БЭ с ДНК [6–10], является 
интеркаляционной. Так как спираль А-типа по сравнению со спиралью B-типа 
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значительно плотнее, менее гидратирована и расстояние между фосфатными 
группами гораздо меньше [4], то можно предположить, что и интеркаляционное 
связывание МК и БЭ с А- и B-формами двойной спирали будут отличаться в ко-
личественном отношении. Поэтому, в данной работе исследовано связывание 
МК и БЭ с дц-РНК и определены изменения термодинамических параметров 
вследствие связывания. 

2. Материалы и методы исследования 

В работе были использованы сверхчистые синтетические дц-полинуклео-
тиды poly(rG)-poly(rC) и poly(rI)-poly(rC), митоксантрон, БЭ, (Sigma, США). Ис-
следования проводились в водном растворе, содержащем 0.14 М NaCl, 10 mМ 
Tris, 0.5 mМ EDTA, рН 7.4. NaCl, Tris, EDTA фирмы Serva (Германия). Значения 
рН определяли при 25C. Концентрации дц-РНК, митoксантрона и БЭ определя-
лись спектрофотометрически, используя следующие коэффициенты экстинкции: 
480 = 5800 M–1см–1 для БЭ [6], 659 = 25090 M–1см–1 для митоксантрона [11], 260 

(P)= 7900 M–1см–1 для poly(rG)-poly(rC) и 260(P)=5000 M–1см–1 для poly(rI)-
poly(rC) [5]. 

Спектры поглощения и спектрофотометрическое титрование осуществлены 
на спектрофотометрах Cary-219 (США) и SPECORD M40 (ФРГ). Измерения про-
водились с использованием кварцевых кювет с плотно закрывающимися крыш-
ками. Точность определения температуры 0.05C, а оптической плотности 10–4  
оптических единиц. 

При спектрофотометрическом титровании концентрация митоксантрона 
была приблизительно 10–6М, а концентрация БЭ – 10–5М. Соответственно при та-
ких концентрациях оба соединения, в основном, находятся в мономерном состо-
янии. 

Спектры поглощения комплексов были проанализированы и построены с 
помощью программы Microsoft Excel 2016. Экспериментальная погрешность при 
регистрации значений поглощений не превышала 5%. 

3. Результаты и их обсуждение 

Исследовалось взаимодействие МК и БЭ с poly(rG)-poly(rC) и poly(rI)-
poly(rC) по характеру изменения спектров поглощения при образовании ком-
плексов. При постоянной концентрации исследуемых соединений получены 
спектры поглощения МК и БЭ в дальней УФ-области спектра при образовании 
комплексов с двухцепочечными poly(rG)-poly(rC). Из спектров поглощения 
определялись концентрации свободных и связанных соединений в растворе и 
строились изотермы связывания по методу, подробно описанному в работах [12, 
13]. Обработка изотерм адсорбции и определение значений параметров связыва-
ния (константа связывания, энтропия и энтальпия связывания) нами подробно 
описана в работах [12–14]. 

В каждом случае из изотерм адсорбции были определены величины K (кон-
станта связывания) и n (число пар оснований дц-РНК, приходящихся на одно ме-
сто связывания) и вычислены значения изменений термодинамических 
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параметров (свободной энергии G, энтальпии H и энтропии S) при связыва-
нии МК и БЭ с poly(rG)-poly(rC) и poly(rI)-poly(rC). 

Для определения величин H и S комплексов МК-дц-РНК и БЭ-дц-РНК 
изотермы адсорбции получены в интервале изменения температуры 293.15  T 
323.1 K (в этих условиях poly(rG)-poly(rC) и poly(rI)-poly(rC) находятся в двухце-
почечном состоянии). Методом наименьших квадратов через эксперименталь-
ные точки проведены теоретические кривые по формуле (1) [12] и определены 
значения K и n (табл.1 и 2). По формуле (2) и (3) из работы [12] определены зна-
чения G, H и S. Значения термодинамических параметров связывания для ис-
следованных комплексов также приведены в табл.1 и 2.  

Как следует из табл.1, значения n для МК-дц-РНК комплексов равно при-
мерно 6-и, что приблизительно в два раза больше, чем для n в случае связывания 
МК с ДНК [2, 5]. Константа связывания МК с дц-РНК почти на порядок меньше, 
чем для комплексов МК-ДНК [2]. Из табл.1 также следует, что наблюдается из-
бирательность связывания МК с GC- и IC-парами оснований. Константа связы-
вания МК с poly(rG)-poly(rC) почти в два раза больше, чем для комплексов с 
poly(rI)-poly(rC). 

Следует отметить, что для БЭ наблюдается противоположное соотношение 
при связывании с GC- и IC-парами (табл.2). Если сравнить изменение термоди-
намических параметров при связывании МК с ДНК [2] и дц-РНК (табл.1), то 
можно предположить, что так как вследствие связывания для обоих комплексов 
эти параметры изменяются аналогичным образом, то и связывание МК с ДНК и 
дц-РНК происходит аналогичным образом. Вполне возможно, что разница в зна-
чениях этих параметров обусловлена тем, что ДНК в исследуемых условиях 
находится в B-форме, а дц-РНК в A-форме, геометрия и плотность двойной спи-
рали, гидратация нуклеотидов которой существенно отличаются друг от друга 
[4]. 

Сравним значения H и S при связывании МК с poly(rG)-poly(rC) (с A-фор-
мой спирали) и с ДНК (B-формой). Как следует из табл.1, для комплексов 
poly(rG)-poly(rC) – МК и МК-ДНК [2, 5] H соответственно равны –28.1 и –42.3 
кДж/моль, а S – 5.9 Дж/(Kмоль). Следовательно, вследствие связывания МК 
H и S больше изменяются при комплексообразовании с более гидратирован-
ной B-формой спирали: при взаимодействии МК с дц-ДНК происходит более 

Табл.1. Термодинамические параметры связывания митоксантрона 
с poly(rG)-poly(rC) и poly(rI)-poly(rC) 

Тип дц-
РНК 

T, K K10–4,  
M–1 

–G, 
кДж/моль 

–H, 
кДж/моль 

S, 
Дж/(Kмоль) 

n 

poly(rG)-
poly(rC) 

303.15 
308.15 
323.15 

10.30.3 
9.80.5 [5] 
5.70.2 [5] 

29.10.2 
29.40.2 
29.40.1 

 
28.11.5 

 
5.91.2 

6.00.2 
5.90.3 
6.10.3 

poly(rI)-
poly(rC) 

293.15 
298.15 
303.15 

8.10.4 
7.50.3 
6.20.2 

27.50.2 
27.70.1 
27.80.1 

 
25.51.5 

 
9.61.3 

6.00.3 
6.20.2 
6.10.3 
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сильное изменение в геометрии двойной спирали ДНК, что и проявляется в спек-
трах кругового дихроизма [5, 15].  

Сравним данные по связыванию poly(rG)-poly(rC) с МК и БЭ (табл.1 и 2). 
Как следует из табл.2, при связывании БЭ H  –31.4 кДж/моль, а S  31.0 
Дж/(Kмоль), которые по величине отличаются от величины H и S для ком-
плексов poly(rG)-poly(rC) – МК. Следовательно, если при связывании и происхо-
дит интеркаляция МК с более плотной и менее гидратированной A-формой 
спирали, то такое связывание отличается от интеркаляции БЭ в структуру 
poly(rG)-poly(rC). Так как МК помимо плоских ароматических колец содержит и 
длинные боковые алифатические цепи [3, 5], возможно, эти боковые группы и 
препятствуют более глубокому проникновению молекул МК между парами ос-
нований дц-РНК, вследствие чего геометрия более плотной A-формы спирали из-
меняется мало (как и в случае спектров кругового дихроизма [15]). Поэтому 
величина S для комплексов poly(rG)-poly(rC) с БЭ почти в 5 раз больше, чем для 
комплексов poly(rG)-poly(rC) – МК. 

4. Заключение 

Обобщая вышеизложенные экспериментальные данные, можно заключить, 
что характер интеркаляционного взаимодействия и термодинамические пара-
метры связывания противоопухолевого соединения МК и классического интер-
калятора БЭ с дц-РНК (A-формой спирали) отличаются. Из данных, приведенных 
в табл.1 и 2 следует, что наблюдается избирательность связывания МК и БЭ с 
GC- и IC-парами оснований дц-РНК, причем противоположная для МК и БЭ. При 
сравнении с литературными данными по взаимодействию этих же соединений с 
B-формой [2, 6] можно заключить, что связывание с B-формой спирали по срав-
нению с A-формой более прочное и приводит к более сильному изменению 
структуры двойной спирали. Отметим, что полученные значения H почти сов-
падают с результатами, полученными прямым микрокалориметрическим спосо-
бом [6, 16]. 

Полученные данные могут иметь важное практическое значение для пони-
мания молекулярных механизмов взаимодействия интеркалирующих соедине-
ний с различными формами нуклеиновых кислот, для разработки дизайна 
фармакологически актуальных соединений, синтезированных на их основе. 

Табл.2. Термодинамические параметры связывания бромистого эти-
дия с poly(rG)-poly(rC) и poly(rI)-poly(rC) 

Тип дц-
РНК 

T, K K10–4, 
M–1 

–G, 
кДж/моль 

–H, 
кДж/моль 

S, 
Дж/(K моль) 

n 

poly(rG)-
poly(rC) 

303.15 
313.15 
323.15 

5.40.5 
9.80.5  
5.70.4  

21.60.2 
21.30.2 
21.30.2 

 
31.41.5 

 
31.01.3 

2.800.2 
3.00.2 
3.00.2 

poly(rI)-
poly(rC) 

293.15 
298.15 
303.15 

305 
253 
215 

25.10.2 
25.20.2 
25.10.2 

 
31.01.5 

 
19.31.2 

3.00.2 
3.10.2 
3.00.2 
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MITOXANTHRONE AND ETHIDIUM BROMIDE BINDING PARAMETERS WITH 
A-FORM NUCLEIC ACIDS BY ADSORPTION ISOTHERMS  

V.P. KALANTARYAN,  R.S. GHAZARYAN,  Y.S. BABAYAN,  M.A. PARSADANYAN 

An analysis of adsorption isotherms was carried out, based on experimentally obtained 
data on binding of the antitumor compound mitoxantrone (MTX) and ethidium bromide (EtBr) 
with the A-form of nucleic acids (NA). The results obtained indicate that there is selectivity in 
binding to base pairs of NA. Calculations show that the change in enthalpy due to the binding 
of MTX and EtBr to the A-form of NC (within the experimental error) is almost the same, but 
the change in entropy during binding is very different.  Summarizing the obtained experimental 
data and comparing it with the literature, the binding of the indicated compounds to the B-form, 
in comparison with the A-form, is stronger and leads to a more significant alteration of the 
double helix structure of NA. 
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