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Дослiджено взаємодiю рослинних алкалоїдiв берберину та сан-
гвiнарину з ДНК у водному розчинi методами оптичної спе-
ктроскопiї (поглинання, флюоресценцiя). Розглянуто залежно-
стi спектральних характеристик алкалоїдiв вiд спiввiдношення
концентрацiй пар основ ДНК та молекул алкалоїду (N/c), ви-
значено прояви зв’язування алкалоїдiв з ДНК. Показано, що
характер зв’язування залежить вiд N/c. За допомогою модифi-
кованих рiвнянь Скетчарда та МакГi–фон Хiппеля визначено
параметри зв’язування берберину та сангвiнарину з ДНК.

1. Вступ

Створення ефективних малотоксичних протипухлин-
них препаратiв на основi алкалоїдiв природного по-
ходження є важливою задачею сучасної медицини.
Для таких препаратiв актуальнi алкалоїди, якi зда-
тнi вибiрково накопичуватись у клiтинах пухлин та
утворювати нековалентнi комплекси з нуклеїновими
кислотами, блокуючи процеси їх транскрипцiї та ре-
плiкацiї.

Дана робота продовжує нашi дослiдження [1], на-
правленi на вивчення взаємодiї з ДНК алкалоїдiв чи-
стотiлу — берберину та сангвiнарину, якi також вхо-
дять до складу протипухлинного препарату амiто-
зину, створеного в IМБГ НАН України. Берберин
та сангвiнарин (рис. 1) належать до групи iзохiно-
лiнiв. Структурна формула молекули берберину –
C20H19NO5, сангвiнарину – C20H15NO5.

Алкалоїди iзохiнолiнового ряду, як правило, взає-
модiють з ДНК як iнтеркалятори, або ж розмiщую-
ться у малiй борозенцi; можливим є i зовнiшнє зв’язу-
вання з фосфатними групами. Проте нi для бербери-
ну, нi для сангвiнарину механiзми зв’язування остато-
чно не встановленi, незважаючи на досить iнтенсивнi
дослiдження цього питання.

Взаємодiя берберину з НК дослiджувалась спе-
ктральними методами в низцi робiт, але висновки про

спосiб їх зв’язування неоднозначнi. Однi результати
вказують на iнтеркаляцiю – повну [2] або часткову [3–
5], iншi – на борозенкове зв’язування [6, 7]. В роботi
[8] припускається два незалежнi типи зв’язування з
рiзною спорiдненiстю, для кожного з яких визначено
константи зв’язування.

Взаємодiю сангвiнарину з ДНК також вивчали в
низцi робiт (див. огляд [9]). Вiдомо [9], що сангвiна-
рин у водних розчинах iснує у двох формах – iмiннiй
(SaI, pH<6) та алканоламiннiй (SaII, pH>8,5); перша
з них є катiоном, iнша – нейтральна (див. рис. 1). В
роботi [10] показано утворення частково iнтеркальо-
ваних в ДНК комплексiв для обох форм сангвiнарину
– iмiнної та алканоламiнної, проте цей висновок запе-
речений результатами роботи [11], де стверджується,
що з ДНК взаємодiє лише одна з форм – iмiнна; хо-
ча iнтеркаляцiя як спосiб зв’язування сангвiнарину з
ДНК була пiдтверджена авторами [12].

В данiй роботi отримано залежностi спектральних
характеристик берберину та сангвiнарину вiд спiввiд-
ношення мiж кiлькiстю пар основ ДНК та кiлькiстю
молекул алкалоїду (N/c), показано прояви зв’язуван-
ня цих алкалоїдiв з ДНК. Особливу увагу придiлено
аналiзу рiвнянь Скетчарда та МакГi–фон Хiппеля та
їх застосуванню для чисельної апроксимацiї експери-
ментальних даних.

Рис. 1. Будова берберину (а) та сангвiнарину (б ). Пунктиром
позначено подвiйний зв’язок, який iснує в формi SaI

ISSN 2071-0194. Укр. фiз. журн. 2011. Т. 56, №6 525



В.Г. ГУМЕНЮК, Н.В. БАШМАКОВА, С.Ю. КУТОВИЙ та iн.

Рис. 2. Спектр поглинання водного розчину берберину та ком-
плексу Be+CT ДНК при рiзних значеннях N/c. cBe = 2, 5·10−5

Моль/л

2. Зразки та методика експерименту

У роботi використовували алкалоїди берберин (Be,
“Alps Pharmaceutical”, Японiя) та сангвiнарин (Sa,
Львiвський унiверситет iменi Iвана Франка), у вигля-
дi мiкрокристалiчних порошкiв, якi розчиняли при
температурi ∼60–70 ◦C у водi для iн’єкцiй. Концен-
трацiї алкалоїдiв в експериментах становили 12,5–
50 мкМоль/л. За таких концентрацiй реабсорбцiя
чи концентрацiйнi ефекти несуттєвi. Використову-
вали ДНК еритроцитiв курчат Chicken Erythrocytes
(ДНК CE, оброблена ультразвуком) та тимусу бика
Calf Thymus (ДНК CT), виробник “Serva”, Нiмеччи-
на. Середня молярна маса пари нуклеотидiв ∼650 Да.
При отриманнi концентрацiйних залежностей розчи-
нiв Be+ДНК та Sa+ДНК концентрацiя алкалоїду
залишалась незмiнною, а варiювалась концентрацiя
ДНК. Спiввiдношення молярних концентрацiй ДНК
та алкалоїду (N/c) виражалось у кiлькостi пар ну-
клеотидiв на одну молекулу алкалоїду.

Реєстрацiю спектрiв поглинання проводили на спе-
ктрофотометрi “Specord UV VIS” в дiапазонi 200–700
нм. Спектральне роздiлення становило 1 нм. Спектри
флюоресценцiї (ФЛ) отримано за допомогою флюо-
рометра “Cary Eclipse” в дiапазонi 300–800 нм. Спе-
ктральна ширина щiлини для вимiрiв флюоресценцiї
становила 5 нм.

3. Результати експерименту

Характерними проявами взаємодiї алкалоїдiв з ДНК
в спектрах поглинання та ФЛ є гiпохромiзм смуг

поглинання алкалоїду, зсуви максимумiв поглинання
(“червоний”) та ФЛ (“блакитний”) та змiна квантового
виходу ФЛ. Детальному аналiзу цих та iнших проявiв
зв’язування берберину та сангвiнарину з ДНК в опти-
чних спектрах в залежностi вiд N/c буде присвячено
iншу роботу, тут ми лише коротко їх опишемо.

3.1. Берберин

Спектр поглинання берберину лежить в iнтервалi
λ < 500 нм, i складається з чотирьох двокомпонен-
тних смуг з максимумами при ∼425, 347, 264, 229 нм.
При додаваннi в розчин берберину молекул ДНК в
спектрi поглинання алкалоїду для смуг 345 та 425 нм
спостерiгається суттєвий гiпохромiзм (до 30%) та дов-
гохвильовий зсув максимумiв (до 22 нм), що вказує на
зв’язування берберину з ДНК (рис. 2).

У плоских ароматичних молекул дипольний мо-
мент орiєнтований в площинi молекули [13], тому для
таких молекул розмiщення дипольних моментiв вiд-
повiдає розмiщенню самих молекул в просторi. Якщо
дипольнi моменти молекул розмiщуються паралельно
(“сандвiчева” структура), в спектрах спостерiгається
гiпохромiзм. В даному випадку гiпохромiзм, як наслi-
док взаємодiї π-систем молекул, розташованих пара-
лельно, вказує на iнтеркаляцiю або зовнiшнiй стекiнг
як можливi механiзми зв’язування.

Спектр ФЛ берберину мiстить одну смугу з макси-
мумом при∼556 нм. При кiмнатнiй температурi кван-
товий вихiд флюоресценцiї берберину дуже низький.
Спектри флюоресценцiї комплексу Be-DNA характе-
ризуються дуже значним пiдсиленням iнтенсивностi
(до 200 разiв, залежно вiд λ збудження, концентрацiї
та типу зразка) та блакитним зсувом максимуму ФЛ
(до 26 нм) порiвняно з вiльним берберином (рис. 3, 4).

Змiни в спектрах ФЛ зумовленi фiксацiєю молекул
берберину на матрицi ДНК – при комплексоутворен-
нi зменшується iмовiрнiсть безвипромiнювальної ре-
лаксацiї збудження, оскiльки взаємодiя коливань мiж
собою менш ефективна; крiм того, тепер менш ефе-
ктивною є передача енергiї молекулам розчинника.
Як наслiдок, квантовий вихiд ФЛ зростає. “Блаки-
тний” зсув максимуму ФЛ зумовлений, в основному,
змiною полярностi оточення молекул флюорофора –
ДНК є менш полярним середовищем для молекул ал-
калоїду, нiж вода, крiм того, зв’язанi молекули алка-
лоїду частково екранованi вiд молекул розчинника; в
результатi ефект релаксацiї розчинника, тобто взає-
мовплив дипольних моментiв збуджених молекул ал-
калоїду та молекул розчинника [14] стає незначним.
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Рис. 3. Спектр ФЛ берберину та комплексу Be+CT ДНК при
рiзних значеннях N/c. cBe = 4, 1 ·10−5 Моль/л. Збудження 450
нм

Рис. 4. Залежнiсть iнтенсивностi ФЛ комплексу Be+CT ДНК
вiд N/c. cBe = 4, 1·10−5 Моль/л. Збудження 450 нм. Про точки
(1),(2) див. в п. 4.5

За перетином смуги ФЛ та першої смуги погли-
нання (в одиницях I/ν4 та ε/ν вiдповiдно, згiдно з
[15]) визначено також частоту першого електронно-
го переходу (0–0) для системи Be+ДНК залежно вiд
N/c.

В цiлому, всi згаданi залежностi (“червоний” та
“блакитний” зсуви, змiна iнтенсивностi ФЛ та ступе-
ня гiпохромiзму, змiна частоти 0–0-переходу) мають
загальний вигляд типу, зображеного на рис. 4, тобто
спочатку досить швидке зростання вiдповiдного па-
раметра, пiсля чого, при певних (близьких) значен-
нях N/c, залежностi виходять на насичення.

Рис. 5. Спектр поглинання розчину Sa+CE ДНК при рiзних
значеннях N/c. cSa = 5 · 10−5 Моль/л

Рис. 6. Спектр ФЛ сангвiнарину та комплексу Sa+CT ДНК
(N/c = 1). cSa = 5 · 10−5 Моль/л. Збудження 330 нм. Форму
SaII наведено на вставцi

3.2. Сангвiнарин

Як зазначалось, молекула сангвiнарину iснує в iмiн-
нiй (при pH< 6) та алканоламiннiй формах (pH>
8, 5); у нас pH∼ 7, тобто в наших експериментах сан-
гвiнарин присутнiй в обох формах.

Наявнiсть двох форм Sa в розчинi характеризує-
ться складною формою кривої поглинання зi смуга-
ми, характерними для двох форм Sa (рис. 5), а також
двома смугами ФЛ з максимумами при 587 та 419 нм
(рис. 6), яким вiдповiдають рiзнi спектри збудження.

У спектрах поглинання та ФЛ сангвiнарину при до-
даваннi ДНК також, як i для берберину, спостерiга-
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Рис. 7. Залежнiсть iнтенсивностi ФЛ смуги 587 нм комплексу
Sa+CE ДНК вiд N/c. Збудження 470 нм. На вставцi – те саме
для смуги 419 нм. Збудження 330 нм. cSa = 5 · 10−5 Моль/л

ється зсув смуг, гiпохромiзм та змiна iнтенсивностi
ФЛ. Але, на вiдмiну вiд берберину, змiна оптичної
густини та iнтенсивностi ФЛ, а також частоти пер-
шого електронного переходу (0–0) залежно вiд N/c
для сангвiнарину описується нетиповою залежнiстю
– кривi проходять через мiнiмум (рис. 7, спектр ФЛ),
i така поведiнка спостерiгається для обох форм сан-
гвiнарину.

Наявнiсть мiнiмуму iнтенсивностi ФЛ протирiчить
даним [9], лише в роботi [16] показана схожа зале-
жнiсть, але пояснення вiдсутнi. Таку нетипову змi-
ну оптичного параметра алкалоїду можна поясни-
ти двома типами зв’язування сангвiнарину з ДНК –
зовнiшнiм та iнтеркаляцiєю. Мiнiмуми залежностей
(N/c ≤ 1) вiдповiдають максимально компактному
розташуванню молекул на матрицi ДНК, що приво-
дить до гiпохромiзму смуг поглинання ∼40–50% та
гасiння ФЛ ∼70–80%. Оскiльки для iнтеркаляцiйного
механiзму зв’язування характернi значення N/c ≥ 2,
то найiмовiрнiший механiзм зв’язування при N/c < 1
– це механiзм зовнiшнього “стекiнгу”. При збiльшен-
нi концентрацiї ДНК, а отже i при збiльшеннi мiсць
зв’язування, молекули алкалоїду розташовуються на
ДНК на бiльш далекiй вiдстанi, що вiдображається
зростанням величини оптичного параметра. У цьому
випадку для сангвiнарину найбiльш iмовiрним є iн-
теркаляцiйний спосiб зв’язування. При певних спiв-
вiдношеннях концентрацiй залежностi виходять в на-
сичення.

Вiдзначимо, що при схожому характерi змiн iнтен-
сивностей смуг ФЛ 419 та 587 нм, мiнiмум для смуги
419 нм спостерiгається при бiльших значеннях N/c.

Це вказує на взаємодiю форми II з ДНК, проте взає-
модiя ефективнiша при бiльшихN/c порiвняно з фор-
мою I.

Основною причиною зменшення квантового вихо-
ду ФЛ сангвiнарину ми вважаємо ефект, подiбний до
концентрацiйного гасiння: зв’язуючись з ДНК (осо-
бливо зовнi), молекули алкалоїду розмiщуються вiд-
носно близько одна вiд одної, порiвняно з вiльними
молекулами, що i спричинює певне гасiння ФЛ.

Також зазначимо, що всi згаданi залежностi одно-
типнi для СЕ та СТ ДНК, але для останньої всi зале-
жностi досягають максимуму, мiнiмуму чи насичен-
ня при менших значеннях N/c. Це виглядає так, нiби
взаємодiя алкалоїду бiльш ефективна з необробленою
ультразвуком СТ ДНК; розрахунки параметрiв зв’я-
зування (див. далi) пiдтвердили це припущення.

4. Розрахунок параметрiв зв’язування

4.1. Теорiя

Для визначення параметрiв зв’язування малих лi-
гандiв з ДНК було створено спецiальну програму
BindFit . Її особливiстю є пряма робота з експеримен-
тальними даними, тобто вiдсутнiсть будь-яких пере-
творень координат, вiдомих як “лiнеаризацiя”. Це до-
зволило пiдвищити точнiсть визначення параметрiв
для процесiв, що описуються нелiнiйними графiками
навiть пiсля лiнеаризацiї (див. п. 4.5).

Класичним рiвнянням для визначення параметрiв
зв’язування (власне, константи зв’язування) є рiвня-
ння Скетчарда [17]:

ν

cf
= K(1− ν), (1)

де ν – вiдношення концентрацiї зв’язаних лiгандiв (cb)
до повної концентрацiї мiсць зв’язування (N), cf –
концентрацiя вiльних лiгандiв, K – константа зв’язу-
вання.

Згiдно з (1), залежнiсть ν/cf вiд ν має бути лiнiй-
ною, i константа зв’язування визначається з нахилу
одержаної прямої. З ряду причин ця залежнiсть може
бути нелiнiйною — зокрема, якщо молекула лiганду
займає бiльш нiж одне мiсце зв’язування на матри-
цi ДНК (а саме – n); рiвняння тодi набуває вигляду
ν/cf = K(1 − nν). Проте його використання не зав-
жди коректне – внаслiдок недооцiнки вiльних мiсць
зв’язування параметри зв’язування визначаються не-
вiрно (зокрема, значення константи зв’язування може
завищуватись в ∼ 2n раз [18]).

528 ISSN 2071-0194. Укр. фiз. журн. 2011. Т. 56, №6



ПАРАМЕТРИ ЗВ’ЯЗУВАННЯ АЛКАЛОЇДIВ БЕРБЕРИНУ

МакГi та фон Хiппель [18] розвинули пiдхiд Ске-
тчарда на випадок n > 1, коректно врахувавши (ме-
тодами теорiї ймовiрностей) той факт, що протяжнi
ланцюжковi лiганди можуть займати бiльш нiж одне
мiсце зв’язування. Рiвняння МакГi–фон Хiппеля ма-
ють вигляд:
–для некооперативного зв’язування

ν

cf
= K(1− nν)

(
1− nν

1− (n− 1)ν

)n−1

, (2)

–для кооперативного

ν

cf
= K(1− ν)

(
(2ω − 1)(1− nν) + ν −R

2(ω − 1)(1− nν)

)n−1

×

×
(

1− (n+ 1)ν +R

2(1− nν)

)2

. (3)

Тут R =
√

(1− (n+ 1)ν)2 + 4ων(1− nν), ω – пара-
метр кооперативностi (ω > 1 – зв’язування коопера-
тивне, ω = 1 — некооперативне, ω < 1 — антикоопе-
ративне).

Хоча в бiльшостi випадкiв графiки в координатах
Скетчарда ν, ν/cf нелiнiйнi, однак в цих змiнних рiв-
няння зв’язування можна записати в явному вигля-
дi, що неможливо в експериментальних змiнних, тому
змiннi Скетчарда набули певного поширення.

4.2. Прив’язка до оптичного параметра

Концентрацiї зв’язаних чи вiльних лiгандiв не є екс-
периментально спостережуваними величинами; на
дослiдi вимiрюються залежностi оптичних параме-
трiв розчину вiд концентрацiй складових. Зазвичай
оптичний параметр обчислюють як суму внескiв лi-
гандiв у рiзних станах – зв’язаних та вiльних.

4.2.1. Два стани лiганду (один тип мiсць
зв’язування)

Якщо лiганд може перебувати лише в одному з двох
станiв (вiльний чи зв’язаний), то вираз для оптичного
параметра досить простий i дозволяє напряму визна-
чати концентрацiї вiльних та зв’язаних лiгандiв:

A =
cf
c
Af +

cb
c
Ab, (4)

де A – оптичний параметр сумiшi, c – повна концен-
трацiя лiгандiв, Af — оптичний параметр вiльних лi-
гандiв, cf — їх концентрацiя, Ab – оптичний параметр

зв’язаних лiгандiв, cb – їх концентрацiя; c = cf + cb.
Знаючи Af та Ab (перший визначається з чистого
розчину лiганду, другий потенцiйно визначається з
розчину лiганду зi значним надлишком ДНК), можна
визначити cf та cb i далi перейти до координат Ске-
тчарда:

ν =
(A−Af )c

(Ab −Af )N
,

ν

cf
=

A−Af

(Ab −A)N
; (5)

для безпосередньої апроксимацiї експериментальних
даних цi процедури зайвi.

4.2.2. Три стани лiганду (два типи мiсць
зв’язування)

Якщо вважається, що лiганд може перебувати лише
в одному з трьох станiв (вiльний, зв’язаний на мiсце
першого типу чи зв’язаний на мiсце другого типу), то
вираз для оптичного параметра А має такий вигляд:

A =
cf
c
Af +

c
(1)
b

c
A

(1)
b +

c
(2)
b

c
A

(2)
b , (6)

де A(1)
b , A(2)

b – оптичнi параметри лiгандiв, зв’язаних
на мiсця першого та другого типу, c(1)b та c

(2)
b – їх

концентрацiї. Для цього випадку складно визначити
концентрацiї лiгандiв кожного стану (i, отже, пере-
йти до координат Скетчарда), оскiльки A

(1)
b та A

(2)
b

неможливо визначити прямими вимiрами, а в систе-
мi для визначення концентрацiй зв’язаних та вiльних
лiгандiв рiвнянь менше, нiж змiнних. При безпосе-
реднiй апроксимацiї експериментальних даних таких
проблем не виникає, цi величини обчислюються ра-
зом з iншими параметрами.

4.3. Модельнi рiвняння

Для чисельного аналiзу рiвняння (1)–(3) в змiнних
ν та ν/cf не дуже зручнi, оскiльки цi змiннi до-
сить складним чином пов’язанi з експерименталь-
ними оптичними параметрами (iнтенсивнiстю ФЛ,
оптичною густиною та iн.).

Крiм того, параметри зв’язування з рiвнянь в змiн-
них Скетчарда визначаються з досить великою по-
хибкою. Це пов’язано з тим, що лiнеаризацiя “за Ске-
тчардом” в загальному випадку нелiнiйних залежно-
стей приводить до значного спотворення експеримен-
тальних похибок, i вiдповiдно, точностi визначення
параметрiв зв’язування, якi краще визначати з поча-
ткових нелiнеаризованих кривих.
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Тому для аналiзу експериментальних даних та
їх безпосередньої апроксимацiї (тобто в експеримен-
тальних змiнних) вказанi рiвняння були нами модифi-
кованi i застосованi у виглядi рiвнянь вiдносно змiн-
ної cb – концентрацiї зв’язаних лiгандiв.

4.3.1. Один тип мiсць зв’язування

Базовими є рiвняння МакГi–фон Хiппеля, переведенi
вiд оригiнальної форми до такої, що мiстить лише
змiннi, безпосередньо пов’язанi з дослiдом.

Зазвичай на дослiдi вимiрюється залежнiсть певно-
го оптичного параметра розчину вiд спiввiдношення
концентрацiй розчинених компонентiв — як правило,
вiдношення повної концентрацiї мiсць зв’язування до
повної концентрацiї лiгандiв (N/c), тобто величина,
по природi своїй обернена до ν, i вiдомими є саме
концентрацiї компонентiв, а не концентрацiї зв’яза-
них чи вiльних лiгандiв. Тому для програмної оброб-
ки доцiльнiшi такi змiннi, як повнi концентрацiї лi-
гандiв (c) та мiсць зв’язування (N) — тодi в рiвняннi
лишається одна невiдома змiнна, що знаходиться при
чисельному розв’язаннi.

Рядом нескладних перетворень (послiдовним до-
множенням “канонiчних” рiвнянь (2) чи (3) на cf
та N та деяким перепозначенням змiнних), рiвнян-
ня МакГi–фон Хiппеля для некооперативного (2) та
кооперативного (3) зв’язування зводяться до бажаної
форми – вiдносно змiнної cb:

K(c− cb)(N − ncb)
(

N − ncb
N − (n− 1)cb

)n−1

− cb = 0, (7)

K(c−cb)(N−ncb)
(

(2ω − 1)(N − ncb) + cb −R′

2(ω − 1)(N − ncb)

)n−1

×

×
(
N − (n+ 1)cb +R′

2(N − ncb)

)2

− cb = 0, (8)

(R′ =
√

(N − (n+ 1)cb)2 + 4ωcb(N − ncb)),

якi в цьому виглядi реалiзованi в програмi i розв’я-
зуються чисельно (аналiтичнi розв’язки отримати не
вдалось). Це дає можливiсть працювати з cb як з
cb = cb(N, c;K,n) .

Окремого зауваження потребує параметр n. У ви-
падку, коли 0 < n < 1, рiвняння примусово замiняє-
ться на рiвняння з n = 1 i N ′ = N/n, тобто такi зна-
чення параметра iнтерпретуються як вказiвка на те,

що мiсць зв’язування насправдi бiльше, нiж N . Така
ситуацiя може реалiзовуватись, наприклад, коли за
N вибирається концентрацiя пар основ ДНК, а зв’я-
зування йде з фосфатними залишками, концентрацiя
яких 2N . Однак згаданi вище значення n можуть та-
кож свiдчити про кооперативне зв’язування; у цьому
випадку процес описується кооперативним рiвнянням
(8) з n = 1, при цьому обов’язково ω > 1.

В (8) при ω → 1 знаменник прямує до нуля; якщо
виконати вiдповiдний граничний перехiд, рiвняння
переходить в некооперативне. Програмно така ситуа-
цiя обробляється замiною при ω = 1 кооперативного
рiвняння на некооперативне. Параметр n обробляє-
ться так само, як i для некооперативного рiвняння.

4.3.2. Два типи мiсць зв’язування

Процеси з двома типами мiсць зв’язування можна
схематично позначити як c

(1)
b ⇐⇒ cf ⇐⇒ c

(2)
b , при-

чому процес прямого переходу зв’язаних лiгандiв з
мiсць типу “1” на мiсця типу “2” неможливий. Такi
процеси описуються системою з двох рiвнянь, причо-
му в нiй має бути враховано залежнiсть чи незале-
жнiсть процесiв зв’язування лiгандiв, що займають
одне мiсце зв’язування (тобто пару основ плюс фо-
сфати). Якщо N – концентрацiя пар основ ДНК, то
першому типу зв’язування – з фосфатом – вiдповiд-
ає 2N мiсць зв’язування, другому типу зв’язування –
iнтеркаляцiї – вiдповiдає N мiсць зв’язування.

Серед реалiзованих схем найпростiшою є система
двох модифiкованих рiвнянь Скетчарда, що описує
два незалежних процеси зв’язування лiгандiв, що за-
ймають одне мiсце зв’язування: c

(1)
b = K1(c− c(1)b − c

(2)
b )(2N − c(1)b ),

c
(2)
b = K2(c− c(1)b − c

(2)
b )(N − c(2)b ).

(9)

Можливими є i iншi комбiнацiї рiвнянь Скетчарда
та МакГi–фон Хiппеля.

Для наших експериментальних даних найкращi ре-
зультати апроксимацiї отримано при використаннi си-
стеми з модифiкованих рiвнянь Скетчарда (для зов-
нiшнього зв’язування) та МакГi–фон Хiппеля (для
iнтеркаляцiї). Система описує два залежних процеси
зв’язування лiгандiв, що займають одне мiсце зв’язу-
вання, причому iнтеркаляцiя в промiжок мiж парами
основ дозволена лише якщо з обома фосфатами цього
промiжку лiганди не зв’язались, i навпаки — зв’язува-
ння з фосфатами можливе лише якщо до вiдповiдно-
го промiжку не iнтеркалював лiганд. Крiм того, мiж
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двома лiгандам, що iнтеркалювали, має бути не мен-
ше n − 1 вiльних промiжкiв. Такiй моделi вiдповiдає
така система:
c
(1)
b = K1(c−c(1)b −c

(2)
b )(2N − c(1)b )

(
1− c

(2)
b

N

)
,

c
(2)
b = K2(c− c(1)b − c

(2)
b )(N − nc(2)b )×

×
(

N−nc
(2)
b

N−(n−1)c
(2)
b

)n−1(
1− c

(1)
b

2N

)2

.

(10)

Важливо, що для залежних процесiв в рiвняннях
з’являється додатковий множник. З’являється вiн та-
ким чином.

Будь-яке рiвняння зв’язування має вигляд

cb = KcfNf

– концентрацiя зв’язаних лiгандiв рiвна добутку кон-
центрацiї вiльних лiгандiв на концентрацiю вiльних
мiсць зв’язування i на константу зв’язування. Саме
Nf i породжує додатковi множники, оскiльки ця ве-
личина зрештою набуває вигляду

Nf = (N − ncb)Pf

— концентрацiя мiсць зв’язування дорiвнює концен-
трацiї незайнятих мiсць, помноженiй на ймовiрнiсть,
що на довiльно вибраному вiльному мiсцi зв’язува-
ння не дiють чинники, що заважають зв’язуванню.
Для залежних процесiв таким чинником вибирається
наявнiсть на сумiжному мiсцi зв’язування iншого ти-
пу зв’язаного лiганду. Ймовiрнiсть, що такий чинник
не заважає зв’язуванню рiвна ймовiрностi, що усi такi
сумiжнi мiсця зв’язування вiльнi, тобто

Pf =
(

1− cother
b

Nother

)s

,

де s – кiлькiсть таких сумiжних мiсць зв’язування.
В даному випадку ця величина визначається таким

чином:
– для зв’язування з фосфатом – це доля фосфатiв,
що належать до незайнятого промiжку:

pa = 1−
2c(2)b

2N
= 1−

c
(2)
b

N

– кожен зайнятий промiжок забороняє зв’язування з
двома фосфатами;
– для iнтеркаляцiї – це ймовiрнiсть, що обидва фо-
сфати цього промiжку вiльнi:

pb = (Pph.free)2 = (1− Pph.occupied)2 = (1−
c
(1)
b

2N
)2

– ймовiрнiсть, що фосфат зайнятий, Pph.occupied, рiвна
ймовiрностi, що один з c(1)b лiгандiв зв’язався з одним
з 2N фосфатiв.

Зауважимо, що:
1. Процеси, в яких можливий прямий перехiд зв’я-

заних лiгандiв з мiсць типу “1” на мiсця типу “2” тут
не розглядаємо, оскiльки для їх опису потрiбно кiлька
рiвнянь i близько десятка параметрiв – надто багато,
щоб визначити їх з задовiльною точнiстю.

2. Оскiльки розв’язок є концентрацiєю зв’язаних лi-
гандiв, на нього накладаються певнi обмеження: кон-
центрацiя зв’язаних лiгандiв є невiд’ємним числом,
не перевищує повну концентрацiю лiгандiв i обмеже-
на концентрацiєю мiсць зв’язування.

Наведенi вище рiвняння взагалi мають кiлька
розв’язкiв, однак в робочому дiапазонi параметрiв
вказаним обмеженням задовольняє, як виявилось,
лише один з них.

3. Серед застосованих алгоритмiв розв’язку рiв-
нянь найкращим, тобто таким, що дає стабiльнi ре-
зультати за найвищої швидкостi обчислень, виявив-
ся метод бiнарного пошуку. Апроксимацiя ведеться
окремо по кожному з параметрiв.

4.4. Параметри комплексоутворення
берберину та сангвiнарину

Для визначення параметрiв зв’язування найзручнiше
використовувати данi зi змiни оптичної густини в спе-
ктрах поглинання та змiни iнтенсивностi ФЛ. В на-
ших експериментах точнiшi данi отриманi за спектра-
ми ФЛ, вiдповiдно, результати апроксимацiї, отрима-
нi за ними, дещо точнiшi.

4.4.1. Берберин

Для апроксимацiї експериментальних даних викори-
стовувались модифiкованi рiвняння МакГi–фон Хiп-
пеля (7),(8) для некооперативного та кооперативного
зв’язування. Виявилось, що кращi результати отри-
муються, якщо вважати, що зв’язування кооператив-
не, але ступiнь кооперативностi незначний. Отримано
(для СТ ДНК, див. табл. 1):

Т а б л и ц я 1. Параметри зв’язування берберину з
СТ ДНК

За спектрами ФЛ За спектрами поглинання
K (5, 2± 0, 2) · 104 (5, 7± 0, 7) · 104

n 1, 85± 0, 1 1, 8± 0, 3

ω 1, 3± 0, 2 1, 45± 0, 4
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Маємо дуже добре збiгання розрахованих параме-
трiв, отриманих апроксимацiєю даних незалежних
експериментiв (ФЛ та поглинання).

Значення n ∼ 2 означає, що одна молекула алка-
лоїду займає двi пари основ ДНК; це вказує на iн-
теркаляцiйну модель зв’язування берберину з ДНК.
Незначна кооперативнiсть може свiдчити про деяке
розкручування спiралi ДНК у мiсцях iнтеркаляцiї.

Для порiвняння – в [19], на пiдставi аналiзу дещо
iнших рiвнянь (причому в координатах Скетчарда)
отримано такi значення: K = 3, 54 · 104, n = 2; таким
чином, маємо добре узгодження результатiв, врахо-
вуючи складнiсть отримання точних експерименталь-
них даних i розрахунку.

4.4.2. Сангвiнарин

Оскiльки залежнiсть оптичної густини та iнтенсивно-
стi флюоресценцiї розчинiв Sa+ДНК вiд концентрацiї
ДНК нетривiальна (типу, показаного на рис. 7), то до
такого випадку неможливо безпосередньо застосува-
ти рiвняння МакГi–фон Хiппеля. Як виявилось, екс-
периментальнi результати найкраще описуються си-
стемою рiвнянь, яка враховує два залежних процеси
зв’язування лiгандiв: зовнiшнє зв’язування з фосфа-
тами (“1”) та iнтеркаляцiю в подвiйну спiраль ДНК
(“2”), причому процес прямого переходу зв’язаних лi-
гандiв з мiсць типу “1” на мiсця типу “2” неможливий
(умова 1), а мiж двома iнтеркальованими лiгандами
має бути не менше n−1 вiльних промiжкiв (умова 2).
Такiй моделi вiдповiдає система рiвнянь (10), в яких
враховано умови 1 та 2. Кiлькiсть пар основ, зайня-
тих одним алкалоїдом при зовнiшньому зв’язуваннi
вважалась рiвною 0,5, для iнтеркаляцiї n було одним
з параметрiв рiвняння. Прийнято, що концентрацiя
зовнiшнiх мiсць зв’язування ≈ 2N , для iнтеркаляцiї –
N .

В результатi апроксимацiї експериментальних за-
лежностей згiдно з системою рiвнянь (10) отримано
значення констант зв’язування (л/Моль) та параме-
тра n, див. табл. 2.

Т а б л и ц я 2. Параметри зв’язування сангвiнарину
з ДНК

SaI+CE ДНК SaI+CT ДНК SaII+CT ДНК
K1 (6, 7± 0, 4) · 104 (3, 5± 0, 3) · 105 (7, 9± 0, 3) · 105

K2 (5, 5± 0, 7) · 105 (1, 1± 0, 4) · 106 (1, 0± 0, 5) · 105

n 3, 4± 0, 3 1, 5± 0, 4 12± 3

4.5. Особливостi координат Скетчарда

Координати Скетчарда потребують можливостi ви-
значення концентрацiй зв’язаних та вiльних лiгандiв
напряму з експериментальних даних, що можливо не
завжди; якщо ж це навiть можливо, то ця опера-
цiя може неконтрольовано спотворювати результати.
Доцiльнiсть використаного програмного пiдходу про-
iлюструємо на конкретному прикладi. Для бiльш ко-
ректного порiвняння результатiв (власне, значень K
та n) використано рiвняння МакГi–фон Хiппеля для
некооперативного зв’язування, оскiльки з рiвняння
Скетчарда параметр ω взагалi не визначається.

На рис. 4 наведено початковi експериментальнi да-
нi (залежнiсть iнтенсивностi ФЛ комплексу Be+CT
ДНК вiд N/c) та результати їх безпосередньої апро-
ксимацiї. Апроксимацiйнi кривi практично наклада-
ються при використаннi рiвнянь як для кооператив-
ного (рис. 4), так i для некооперативного зв’язуван-
ня; вiдмiнностi помiтнi в числових значеннях пара-
метрiв, визначених з використанням вiдповiдних рiв-
нянь. Отримано, для некооперативного зв’язування:

K = (7, 69± 3, 18) · 104 л/Моль; n = 2, 11± 0, 23.

При переведеннi експериментальних даних до коор-
динат Скетчарда (5) виникає проблема визначення
концентрацiй зв’язаних та вiльних лiгандiв: яку вели-
чину вважати за значення оптичного параметра зв’я-
заних лiгандiв? Спочатку використаємо найбiльше се-
ред експериментальних точок значення оптичного па-
раметра (188,9); результат наведено на рис. 8,a. Ви-
дно, що розкид точок значно збiльшився пiсля лiнеа-
ризацiї.

Якщо оптичний параметр для зв’язаних лiгандiв
визначити як результат апроксимацiї (рис. 4), то
отримаємо значення 191,8 – досить близьке до вико-
ристаного; графiк Скетчарда з його урахуванням –
рис. 8,b.

Видно, що графiк змiнився суттєво – значення ν/cf
змiнились в кiлька разiв при змiнi Ab менш нiж на
пiвтора вiдсотки. Далi – двi точки, (1) та (2), випа-
дають з загальної тенденцiї. Виключимо їх та знову
виконаємо безпосередню апроксимацiю даних – отри-
маємо

K = (5, 64± 0, 35) · 104, n = 1, 86± 0, 07.

Як видно, параметри (K та n) помiтно змiнились,
при цьому точнiсть визначення параметрiв зросла,
тобто вiдкинутi точки дiйсно лише вносили похиб-
ку. Звiдси також отримуємо уточнене значення Ab =
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Рис. 8. Тi ж данi, що i на рис. 4, в координатах Скетчарда

194, 3; оскiльки вже ясно, що графiк Скетчарда сут-
тєво залежить вiд цiєї величини, знову перебудуємо
його i знайдемо параметри зв’язування (рис. 9):

K = (5, 63± 0, 25) · 104, n = 1, 86± 0, 09.

Для порiвняння виконаємо апроксимацiю для поча-
ткового графiка Скетчарда (рис. 8,a), звичайно, по-
збувшись точок (1) та (2); див. рис. 9 (вставка).

Таким чином, значення Ab, отримане в результатi
безпосередньої апроксимацiї даних, забезпечує кра-
ще збiгання теоретичної кривої та експерименталь-
них точок в змiнних Скетчарда (рис. 9), нiж отрима-
не без такої апроксимацiї (рис. 9, вставка). Значення
константи зв’язування дуже залежить вiд точностi
визначення Ab. В нашому випадку при переходi вiд
188,9 до 194,3, тобто при змiнi Ab менш нiж на 3% (що
близько до похибки визначення цiєї величини), кон-
станта зв’язування змiнилась на порядок (див. зна-
чення параметрiв на рис. 9). Похибка, вiдзвiтована в
координатах Скетчарда, не враховує вказаного вище
факту, тому не має жодного змiсту.

Якщо перехiд до координат Скетчарда виконано з
достатньою точнiстю, то результати практично збi-
гаються з отриманими при безпосереднiй апроксима-
цiї, проте ця “достатня” точнiсть вимагає досить ко-
пiткої обробки початкових даних.

Могло скластись враження (рис. 8), що координати
Скетчарда дозволяють легко вiдсiяти “поганi” експе-
риментальнi точки – але при безпосереднiй апрокси-
мацiї не становить жодних складностей виявити то-
чки, що вносять пiдозрiло велику похибку. Крiм того,
перевагою програми є однаково проста робота з да-

Рис. 9. Апроксимацiя в змiнних Скетчарда рiвнянням МакГi–
фон Хiппеля для некооперативного зв’язування. Вставка: те
саме, але Ab визначався без апроксимацiї початкових даних

ними, що дають як лiнiйнi, так i нелiнiйнi графiки
Скетчарда.

5. Висновки

Таким чином, аналiз за спектрами поглинання та ФЛ
проявiв взаємодiї алкалоїдiв берберину та сангвiнари-
ну з ДНК свiдчить про їх зв’язування з ДНК. Пока-
зано, що характер зв’язування залежить вiд спiввiд-
ношення концентрацiй алкалоїду та пар основ ДНК.

Визначено параметри зв’язування берберину з
ДНК за допомогою модифiкованого рiвняння МакГi–
фон Хiппеля для кооперативного зв’язування. Отри-
манi параметри свiдчать, що спосiб зв’язування – iн-
теркаляцiя.

Визначено параметри зв’язування сангвiнарину з
ДНК. Для взаємодiї сангвiнарину з ДНК характер-
ними є два типи зв’язування: при N/c<2 переважає
зовнiшнє зв’язування, при N/c>6 – iнтеркаляцiя.
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ПАРАМЕТРЫ СВЯЗЫВАНИЯ АЛКАЛОИДОВ
БЕРБЕРИНА И САНГВИНАРИНА С ДНК

В.Г. Гуменюк, Н.В. Башмакова, С.Ю. Кутовой, В.М. Ящук,
Л.А. Заика

Р е з ю м е

Исследовано взаимодействие растительных алкалоидов бербе-
рина и сангвинарина с ДНК в водных растворах методами
оптической спектроскопии (поглощение, флюоресценция). Рас-
смотрены зависимости спектральных характеристик алкалои-
дов от соотношения между концентрациями пар основ ДНК
и молекул алкалоида (N/c), определены проявления связыва-
ния алкалоидов с ДНК. Показано, что характер связывания
зависит от N/c. С помощью модифицированных уравнений
Скетчарда и МакГи–фон Хиппеля определены параметры свя-
зывания берберина и сангвинарина с ДНК.

BINDING PARAMETERS OF ALKALOIDS BERBERINE
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S u m m a r y

We study the interaction of berberine and sanguinarine (plant al-

kaloids) with DNA in aqueous solutions, by using optical spec-

troscopy methods (absorption and fluorescence). The dependences

of alkaloid spectral characteristics on the concentration ratio N/c

between the DNA base pairs and alkaloid molecules in the solutions

are considered, and the manifestations of the alkaloid–DNA bind-

ing are revealed. The character of binding is found to depend on

N/c. The parameters of the binding of berberine and sanguinarine

with DNA are determined, by using the modified Scatchard and

McGhee–von Hippel equations.
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