
С.Ю. Кутовий, Р.С. Савчук, Н.В. Башмакова та iн.

С.Ю. КУТОВИЙ,1 Р.С. САВЧУК,1 Н.В. БАШМАКОВА,1 Д.М. ГОВОРУН,2

Л.А. ЗАЇКА 2

1 Київський нацiональний унiверситет iменi Тараса Шевченка, фiзичний факультет
(Вул. Володимирська 60, Київ 01601; e-mail: sangulaire@gmail.com)

2 Iнститут молекулярної бiологiї i генетики НАН України
(Вул. Академiка Заболотного 150, Київ 03680)

МЕХАНIЗМИ ТА ПАРАМЕТРИ ЗВ’ЯЗУВАННЯ
АМIТОЗИНОБЕРАМIДУ З ДНК У ВОДНОМУ РОЗЧИНIУДК 539

Методами оптичної спектроскопiї – електронного поглинання та флюоресценцiї дослi-
джено процеси взаємодiї препарату амiтозиноберамiду (алкiлований тiотефом бербе-
рин) з макромолекулою ДНК, у водному розчинi. На основi отриманих результатiв
побудовано залежностi спектральних характеристик вiд 𝑁/𝑐 – вiдношення концентра-
цiї пар основ ДНК до концентрацiї молекул лiганду. Користуючись системою модифi-
кованих рiвнянь Скетчарда та МакГi–фон Хiппеля, визначено параметри зв’язування
амiтозиноберамiду з ДНК. Проведено порiвняльний аналiз ефективностi взаємодiї з
ДНК амiтозиноберамiду та алкалоїдiв берберину i сангвiнарину. Методом функцiона-
ла густини на рiвнi теорiї DFT B3LYP/6-31G(d,p) розраховано структуру та спектри
електронного поглинання молекул тiотефу, берберину та амiтозиноберамiду.
К люч о в i с л о в а: ДНК, амiтозиноберамiд, берберин, тiотеф, рiвняння зв’язування
МакГi–фон Хiппеля.

1. Вступ

Дослiдження зв’язування рiзноманiтних сполук з
макромолекулою ДНК має широкий спектр засто-
сувань. Так, вивчення взаємодiї з ДНК низькомо-
лекулярних лiгандiв важливе при створеннi про-
типухлинних та iмуномодулюючих медичних пре-
паратiв, флюоресцентних зондiв тощо.

Створення малотоксичних препаратiв з широ-
кою терапевтичною дiєю є важливим завданням
сучасної фармацiї. Його неможливо успiшно реалi-
зувати без розумiння фiзичних механiзмiв взаємо-
дiї цих сполук з ДНК на молекулярному рiвнi. До
таких препаратiв належить низка алкалоїдiв чи-
стотiлу (наприклад, берберин, сангвiнарин i т.д.),
якi проявляють противiруснi, протизапальнi, ба-
ктерициднi [1,2] i протипухлиннi [3–7] властивостi.
Завдяки рослинному походженню цi алкалоїди ма-
ють вiдносно низьку токсичнiсть. Протипухлинну
дiю алкалоїдiв пов’язують з їхньою здатнiстю вбу-
довуватися у подвiйну спiраль ДНК, порушуючи
та блокуючи тим самим її функцiї.
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Ця робота є логiчним продовженням наших по-
переднiх дослiджень [8–12], спрямованих на ви-
вчення оптичними методами (електронне погли-
нання, флюоресценцiя (ФЛ), КРС) взаємодiї ма-
кромолекули ДНК з низькомолекулярними спо-
луками. У цiй роботi основну увагу придiлено
вивченню взаємодiї препарату амiтозиноберамiду
(алкiлований тiотефом алкалоїд чистотiлу бербе-
рин) з макромолекулою ДНК, у водному розчинi.
Оскiльки амiтозиноберамiд (власне, модифiкова-
ний берберин) як медичний препарат є розвитком
своїх попередникiв, зокрема берберину та амiто-
зину (комплексного препарату, до складу якого
входять алкалоїди чистотiлу, в тому числi бер-
берин i сангвiнарин), доцiльно провести порiв-
няльний аналiз взаємодiї з ДНК амiтозинобера-
мiду та ранiше дослiджених нами алкалоїдiв бер-
берину i сангвiнарину [8–11]. Як показали остан-
нi дослiдження, модифiкованi алкалоїди, серед
яких i модифiкований берберин [13, 14], зв’язую-
ться з ДНК ефективнiше. Систематичних дослi-
джень фiзичними методами, зокрема, методами
оптичної спектроскопiї, направлених на вивчен-
ня взаємодiї амiтозиноберамiду з ДНК, ранiше не
проводилось.
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Амiтозиноберамiд N′,N′′,N′′′-три- (Nберберино-
етиленамiд) тiофосфорної кислоти – препарат,
отриманий в IМБГ НАН України в результа-
тi алкiлування берберину, алкалоїду групи iзохi-
нолiнiв, тiотефом [15] (тобто амiтозиноберамiд є
модифiкованим берберином). Формула берберину
C20H19NO5, вiн має три ненасичених кiльця та
одне частково насичене, що мiстить заряджений
атом азоту N+. За рахунок частково насиченого
кiльця молекула берберину дещо вигнута та має
форму напiвкрiсла [16, 17]. Тiотеф (тiофосфамiд,
1,1′,1′′-фосфоротiоїлектрiазиридин) – фосфороор-
ганiчний алкiлуючий агент, як медичний препарат,
проявляє протипухлинну активнiсть, хоча є дуже
токсичним [18]. Формула тiотефу – SP(NC2H4)3.
Вiн сформований трьома молекулами азиридину,
зв’язаними з атомами фосфору та сiрки. До бер-
берину приєднується через атом С13.

Структурнi формули молекул берберину, тiоте-
фу та амiтозиноберамiду наведено на рис. 1.

У роботi отримано залежностi спектральних ха-
рактеристик амiтозоноберамiду та, як допомiжнi
результати, тiотефу вiд 𝑁/𝑐 (вiдношення кiлько-
стi пар основ ДНК до кiлькостi молекул лiган-
дiв; iнше, широко вживане позначення – 𝑃/𝐷,
тобто 𝑃ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑎𝑡𝑒/𝐷𝑟𝑢𝑔). Зафiксовано спектральнi
прояви взаємодiї амiтозоноберамiду (та тiотефу)
з ДНК. Данi, отриманi спектральними методами,
використано для розрахунку параметрiв зв’язува-
ння за допомогою системи модифiкованих рiвнянь
Скетчарда та МакГi-фон Хiппеля.

2. Зразки та методика експерименту

У роботi використовувалися воднi розчини препа-
ратiв амiтозиноберамiд (AmBe, IМБГ НАН Украї-
ни) та тiофосфамiд (Tio, IМБГ НАН України). Ви-
користано ДНК тимусу бика, calf thymus (“Serva”,
Нiмеччина); середня молярна маса пари основ
∼650 г/Моль, високий ступiнь очищення. Також,
в допомiжних експериментах, використовувала-
ся ДНК молокiв лосося, salmon sperm (“Sigma-
Aldrich”, США), низького ступеня очищення (7%
бiлкiв). Як розчинник використовували воду для
iн’єкцiй (“Дарниця”, Україна). Всi дослiдженi ре-
човини використовувалися без подальшого очище-
ння. Зразки готувалися за допомогою механiчних
самплерiв типу “MicroPette” (“ULAB”, Україна).
Маса наважки визначалася за допомогою аналi-
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Рис. 1. Структурнi формули берберину (a), тiотефу (b) та
амiтозиноберамiду (с), 𝑅+-берберин

тичних торсiйних вагiв “Techniprot WT” (Поль-
ща), точнiсть яких становить 0,02 мг. Стоковi
(концентрованi) розчини дослiджуваних препара-
тiв та ДНК готувалися шляхом розчинення наваж-
ки препарату у водi.

При отриманнi концентрацiйних залежностей
розчинiв AmBe + ДНК, Tio + ДНК концентра-
цiя препарату залишалась незмiнною, а варiюва-
лась концентрацiя ДНК. Спiввiдношення моляр-
них концентрацiй ДНК та препарату (𝑁/𝑐) вира-
жалося у кiлькостi пар нуклеотидiв ДНК на одну
молекулу лiганду.

Спектри поглинання отримано за допомогою
спектрофотометра ’Specord UV VIS’ (Carl Zeiss,
Нiмеччина) в дiапазонi 200–700 нм. Спектраль-
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Рис. 2. Спектри поглинання тiотефу, експериментальний,
та розрахований методом DFT (вставка)

Рис. 3. Спектри поглинання берберину, експерименталь-
ний [8], та розрахований методом DFT (вставка)

не роздiлення становило ∼1 нм. Спектри флю-
оресценцiї отримано за допомогою флюориметра
‘Cary Eclipse’ (Varian, Австралiя) в дiапазонi 300–
800 нм. Спектральна ширина щiлини для вимiрiв
параметрiв флюоресценцiї становила 5 нм.

3. Експериментальнi результати

Характерними проявами взаємодiї малих лiгандiв
з ДНК в спектрах поглинання та флюоресценцiї
є гiпо- чи гiперхромiзм смуг поглинання лiганду,
“червоний” або “блакитний” зсуви максимумiв по-

глинання та флюоресценцiї, змiна квантового ви-
ходу флюоресценцiї.

3.1. Поглинання
3.1.1. Тiотеф

Експериментальний спектр поглинання тiотефу
лежить в областi 𝜆 ≤ 230 нм, максимум смуги мi-
ститься при ≤200 нм, тобто реєстрацiя проводи-
лась на межi можливостей приладу “Specord UV
VIS”. Тому було проведено розрахунок спектра по-
глинання тiотефу (пiсля оптимiзацiї структури мо-
лекули) методом функцiонала густини на рiвнi те-
орiї DFT B3LYP/6-31G(d,p). З урахуванням того,
що чисельнi методи розрахунку дають дещо змi-
щенi значення положень максимумiв поглинання,
можна сказати, що результати розрахунку та екс-
перименту корелюють досить добре. Розрахована
складна дублетна смуга поглинання тiотефу ле-
жить в областi 140–220 нм, з основними макси-
мумами при ∼160 нм та ∼190 нм; її довгохвильо-
ва компонента практично збiгається з положен-
ням експериментальної смуги з максимумом при
∼200 нм. На рис. 2 наведено експериментальний
та розрахований спектри електронного поглинан-
ня тiотефу.

3.1.2. Берберин

Прояви в оптичних спектрах взаємодiї бербери-
ну з ДНК описано в наших роботах [8, 9], тут ми
для повноти викладу наведемо лише спектри еле-
ктронного поглинання (рис. 3).

Спектр поглинання берберину лежить в областi
𝜆 ≤ 500 нм, його перший довгохвильовий макси-
мум знаходиться на 𝜆max ≃ 425 нм. Далi розмi-
щуються (в областi 200–400 нм) три складнi, як
мiнiмум, двокомпонентнi смуги поглинання з ма-
ксимумами на ∼348, ∼268 та ∼231 нм.

Розрахований методом DFT спектр поглинання
берберину мiстить також чотири смуги, див. рис. 3
(вставка). Видно добру кореляцiю мiж експери-
ментальним та розрахованим спектрами.

При додаваннi ДНК зi зростанням 𝑁/𝑐 в спе-
ктрах спостерiгаються гiпохромнi змiни оптичної
густини (до 30%) та “червоний” зсув максимумiв
поглинання, до 22 нм [8].

3.1.3. Амiтозиноберамiд

Щоб уникнути явищ реабсорбцiї та агрегацiї, кон-
центрацiї AmBe для вимiрювання спектрiв погли-
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нання не перевищували 10−3 Моль/л. В дiапазо-
нi дослiджуваних концентрацiй спостерiгалася лi-
нiйна залежнiсть оптичної густини в максимумах
смуг поглинання AmBe вiд концентрацiї, тобто ви-
конувався закон Бугера–Ламберта–Бера i розчин
був молекулярним.

Спектр поглинання амiтозиноберамiду (рис. 4)
лежить в областi до 600 нм, в ньому проявляю-
ться кiлька складних смуг, серед них двi довго-
хвильовi смуги з максимумами при ∼420 нм та
∼344 нм. При додаваннi ДНК зi зростанням 𝑁/𝑐
для обох цих смуг спостерiгаються змiни оптичної
густини та “червоний” зсув максимумiв поглина-
ння, при цьому вiдноснi змiни для довгохвильо-
вої смуги 420 нм бiльшi. Цi змiни вказують на
взаємодiю лiганду з ДНК, а також на можливе
зв’язування.

Величини “червоного” зсуву досягають ∼15 нм
для смуги 344 нм та ∼20 нм для смуги 420 нм, при
цьому характер змiни величини зсуву немонотон-
ний – спочатку швидке зростання до максималь-
ного значення, далi зменшення i вихiд на поличку.

Оптична густина обох смуг поглинання змiнюва-
лася також немонотонно (рис. 5). Характер змiни
оптичної густини подiбний до змiни величини “чер-
воного” зсуву. При малих 𝑁/𝑐 (<2) спостерiгався
гiпохромний ефект (зменшення оптичної густини),
при 𝑁/𝑐 ≥ 2 – гiперхромний (збiльшення оптичної
густини), що вказує на рiзнi способи комплексо-
утворення за рiзних значень 𝑁/𝑐.

Зазначимо, що подiбний тип залежностей вiд
𝑁/𝑐 спостерiгався i для змiн iнтенсивностi флю-
оресценцiї, див. далi.

З порiвняння спектрiв поглинання тiотефу, бер-
берину та амiтозиноберамiду можна зробити ви-
сновок про те, що смуга поглинання амiтозино-
берамiду в околi 220–200 нм зумовлена “тiоте-
фною” частиною молекули амiтозиноберамiду, ре-
шта, бiльш довгохвильових смуг – “бербериновою”.
Смуги поглинання AmBe зсунутi в короткохвильо-
вий бiк вiдносно вiдповiдних смуг Be на 3–5 нм. Це
пiдтверджується i розрахунками методом DFT.

3.2. Флюоресценцiя

3.2.1. Тiотеф

Для кращого розумiння процесiв взаємодiї амi-
тозиноберамiду з ДНК проведено допомiжнi екс-
перименти з вивчення взаємодiї з ДНК одного

Рис. 4. Спектри поглинання амiтозиноберамiду, експери-
ментальний, та розрахований методом DFT (вставка)

Рис. 5. Змiни оптичної густини амiтозиноберамiду в зале-
жностi вiд 𝑁/𝑐: 1 – смуга 344 нм, 2 – смуга 420 нм

з компонентiв амiтозиноберамiду – тiофосфамiду,
який є малою молекулою, що взаємодiє з ДНК.
Спектр флюоресценцiї тiотефу лежить в областi
300–600 нм, складається з двох близьких нероз-
дiлених смуг складної структури з максимумом
∼410 нм (див. рис. 6).

Флюоресценцiя комплексу тiотеф–ДНК хара-
ктеризується пiдсиленням iнтенсивностi випромi-
нювання у 10–20 разiв (рис. 7) (в залежностi вiд 𝜆
збудження, концентрацiї, типу ДНК) у порiвняннi
з вiльним тiотефом.
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Рис. 6. Спектри флюоресценцiї тiотефу залежно вiд 𝑁/𝑐.
Концентрацiя тiотефу – 1,06 · 10−3 М, 𝜆ex = 260 нм, 𝑁/𝑐 =

= 0–20

Рис. 7. Змiни iнтенсивностi флюоресценцiї тiотефу в зале-
жностi вiд 𝑁/𝑐

Також спостерiгається зсув максимуму флюоре-
сценцiї до ∼10 нм в червону область.

3.2.2. Берберин

Спектр флюоресценцiї берберину лежить в обла-
стi 450–700 нм, складається з двох близьких не-
роздiлених смуг складної структури з максимумом
∼556 нм (рис. 8)

Флюоресценцiя комплексу берберин–ДНК хара-
ктеризується пiдсиленням iнтенсивностi випромi-
нювання у 100–200 разiв (рис. 9) (залежно вiд 𝜆
збудження, концентрацiї, типу ДНК) у порiвняннi

Рис. 8. Спектри флюоресценцiї берберину [8] залежно вiд
𝑁/𝑐. Концентрацiя берберину – 4,1 · 10−5 М, 𝜆ex = 450 нм,
𝑁/𝑐 = 0–20

Рис. 9. Змiни iнтенсивностi флюоресценцiї берберину [8] в
залежностi вiд 𝑁/𝑐

з вiльним берберином. Також спостерiгається зсув
максимуму флюоресценцiї до ∼30 нм в “блакитну”
область.

Зростання iнтенсивностi флюоресценцiї вiдбува-
ється внаслiдок фiксацiї молекул лiганду на ма-
трицi ДНК. При утвореннi такого комплексу змен-
шується кiлькiсть коливальних ступенiв вiльностi,
що призводить до зменшення iмовiрностi безви-
промiнювальної релаксацiї збудження, коливальна
релаксацiя за час збудженого стану, є, вiдповiдно,
теж менш ефективною. В результатi квантовий ви-
хiд флюоресценцiї зростає.
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3.2.3. Амiтозиноберамiд

Спектр флюоресценцiї амiтозиноберамiду склада-
ється з двох складних смуг: короткохвильової з ма-
ксимумом близько 375 нм (при 𝑁/𝑐 = 0) та довго-
хвильової з максимумом 550 нм (рис. 10). Положе-
ння короткохвильової смуги практично збiгається
зi смугою флюоресценцiї тiотефу, а довгохвильова
смуга схожа за формою та близька за положенням
до смуги флюоресценцiї берберину [9]. Враховую-
чи це, а також проаналiзувавши спектри збуджен-
ня флюоресценцiї, можна зробити висновок про те,
що в спектрi флюоресценцiї AmBe можна окремо
видiлити випромiнювання “тiотефної” та “бербери-
нової” частин молекули, передача збудження мiж
якими утруднена.

При додаваннi ДНК в спектрах спостерiгаються
змiни: iнтенсивнiсть випромiнювання зростає, ма-
ксимуми змiщуються (“тiотефна” смуга 375 нм до
10 нм в “червону” область, “берберинова” смуга 550
нм – до 20 нм в “блакитну”, що вiдповiдає i по-
ведiнцi смуг ФЛ тiотефу та берберину). Як i в
спектрах поглинання, змiни iнтенсивностi флюо-
ресценцiї амiтозиноберамiду та зсуви максимумiв
смуг при додаваннi ДНК мають немонотонний ха-
рактер залежно вiд 𝑁/𝑐, а саме – при малих йо-
го значеннях (𝑁/𝑐 6 1) спостерiгається рiзке зро-
стання iнтенсивностi до її максимуму, пiсля цього
iнтенсивнiсть зменшується та виходить на поли-
чку. Змiни iнтенсивностi ФЛ та зсуви положень
максимумiв смуг спостерiгаються для обох смуг
ФЛ AmBe (рис. 11), отже, можна припустити, що
обидвi частини молекули AmBe беруть участь у
процесах взаємодiї з ДНК.

4. Параметри зв’язування

Для визначення параметрiв зв’язування викори-
стано розроблену нами програму BindFit, яка до-
зволяє працювати з прямими експериментальними
даними без “лiнеаризацiйних” перетворень. Це до-
зволяє пiдвищити точнiсть визначення параметрiв
для процесiв, якi й пiсля лiнеаризацiї характеризу-
ються нелiнiйною кривою зв’язування. Головним
принципом роботи цiєї програми є апроксимацiя
експериментальних даних за допомогою вiдповiд-
них рiвнянь зв’язування.

Класичним рiвнянням зв’язування є рiвняння
Скетчарда [19]:
𝜈

𝑐𝑓
= 𝐾 (1− 𝜈). (1)

Рис. 10. Спектри флюоресценцiї амiтозиноберамiду при
рiзних значеннях 𝑁/𝑐. Концентрацiя AmBer – 4,24 ·10−4 М,
𝜆ex = 300 нм, 𝑁/𝑐 = 0–16

Рис. 11. Змiни iнтенсивностi смуг флюоресценцiї амiтози-
ноберамiду – 550 нм та 375 нм (вставка) залежно вiд 𝑁/𝑐

Тут 𝜈 – спiввiдношення мiж концентрацiєю зв’я-
заних лiгандiв 𝑐𝑏 i загальною кiлькiстю мiсць зв’я-
зування 𝑁 , 𝑐𝑓 – концентрацiя вiльних лiгандiв i
𝐾 – константа зв’язування.

Видно, що залежнiсть 𝜈/𝑐𝑓 вiд 𝜈 має бути лiнiй-
ною, а константа зв’язування визначається з нахи-
лу прямої. Якщо молекула лiганду займає бiльше,
нiж одне мiсце зв’язування на матрицi (а саме 𝑛
мiсць), рiвняння пишуть у виглядi:
𝜈

𝑐𝑓
= 𝐾 (1− 𝑛𝜈). (2)
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Початково рiвняння було розроблене для бiлкiв,
i застосування цих рiвнянь для аналiзу зв’язуван-
ня з ДНК не завжди коректне – через недооцiнку
вiльних мiсць зв’язування параметри зв’язування
визначаються невiрно (так, наприклад, значення
константи зв’язування може завищуватись в ∼2𝑛
разiв [20]). При цьому, для процесiв зв’язування
малих лiгандiв з ДНК цi залежностi i пiсля лiнеа-
рiзацiї, як правило, нелiнiйнi.

МакГi та фон Хiппель [20] методами теорiї iмо-
вiрностi поширили пiдхiд Скетчарда для випадкiв
𝑛 > 1, кiлькiсть вiльних мiсць зв’язування також
визначена коректно. Рiвняння МакГi–фон Хiппеля
для некооперативного та кооперативного зв’язува-
ння, вiдповiдно, мають вигляд

𝜈

𝑐𝑓
= 𝐾 (1− 𝑛𝜈)

(︂
1− 𝑛𝜈

1− (𝑛− 1) 𝜈

)︂𝑛−1

, (3)

𝜈

𝑐𝑓
= 𝐾 (1− 𝑛𝜈)

(︂
(2𝜔 − 1) (1− 𝑛𝜈) + 𝜈 −𝑅

2 (𝜔 − 1) (1− 𝑛𝜈)

)︂𝑛−1

×

×
(︂
1− (𝑛+ 1) 𝜈 +𝑅

2 (1− 𝑛𝜈)

)︂2
, (4)

де 𝜔 – параметр кооперативностi, а

𝑅 =

√︁
(1− (𝑛+ 1) 𝜈)

2
+ 4𝜔𝜈 (1− 𝑛𝜈).

4.1. Модифiкованi рiвняння

Концентрацiї зв’язаних чи вiльних лiгандiв не є
експериментально спостережуваними величинами;
на дослiдi вимiрюються залежностi оптичних па-
раметрiв розчину вiд концентрацiй складових. За-
звичай оптичний параметр обчислюють як суму
внескiв лiгандiв у рiзних станах – зв’язаних та
вiльних. Як оптичний параметр зручно вибира-
ти або iнтенсивнiсть флюоресценцiї, або значення
оптичної густини (в спектрах поглинання).

Якщо лiганд може перебувати лише в одному
з двох станiв (вiльний чи зв’язаний), тобто реалi-
зується лише один тип мiсць зв’язування, то ви-
раз для оптичного параметра досить простий i до-
зволяє напряму визначати концентрацiї вiльних та
зв’язаних лiгандiв:

𝐴 =
𝑐𝑓
𝑐
𝐴𝑓 +

𝑐𝑏
𝑐
𝐴𝑏, (5)

де 𝐴 – оптичний параметр сумiшi, 𝑐 – повна кон-
центрацiя лiгандiв, 𝐴𝑓 – оптичний параметр вiль-
них лiгандiв, 𝑐𝑓 – їх концентрацiя, 𝐴𝑏 – оптичний

параметр зв’язаних лiгандiв, 𝑐𝑏 – їх концентрацiя;
𝑐 = 𝑐𝑓 + 𝑐𝑏. Знаючи 𝐴𝑓 та 𝐴𝑏 (перший визначає-
ться з чистого розчину лiганду, другий потенцiйно
визначається з розчину лiганду зi значним надли-
шком ДНК), можна визначити 𝑐𝑓 та 𝑐𝑏 i далi пе-
рейти до координат Скетчарда.

Якщо ж лiганд може перебувати в одному з
трьох станiв (вiльний, зв’язаний на мiсце типу 1,
зв’язаний на мiсце типу 2), тобто реалiзуються два
типи мiсць зв’язування, то вираз для оптичного
параметра складнiший:

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’я-

заних на мiсця типу 1 та типу 2, 𝑐(1)𝑏 та 𝑐
(2)
𝑏 – їх

концентрацiї.
Для цього випадку складно визначити концен-

трацiї лiгандiв кожного стану i, вiдповiдно, пере-
йти до координат Скетчарда, оскiльки 𝐴

(1)
𝑏 та 𝐴

(2)
𝑏

неможливо визначити прямими вимiрами. Проте
при безпосереднiй апроксимацiї експерименталь-
них даних цi величини обчислюються разом з iн-
шими параметрами [9].

Для чисельного аналiзу рiвняння в змiнних Ске-
тчарда 𝜈 та 𝜈/𝑐𝑓 не дуже зручнi, оскiльки цi змiн-
нi досить складним чином пов’язанi з експеримен-
тальними оптичними параметрами (iнтенсивнiстю
флюоресценцiї, оптичною густиною та iн.).

Крiм того, параметри зв’язування з рiвнянь в
змiнних Скетчарда визначаються з досить вели-
кою похибкою. Це пов’язано з тим, що лiнеарiзацiя
“за Скетчардом” у загальному випадку нелiнiйних
залежностей призводить до значного спотворення
експериментальних похибок, i вiдповiдно, точностi
визначення параметрiв зв’язування, якi краще ви-
значати з початкових нелiнеаризованих кривих.

Тому для аналiзу експериментальних даних та їх
безпосередньої апроксимацiї (тобто в експеримен-
тальних змiнних) рiвняння (3), (4) були нами мо-
дифiкованi [9] i застосованi у виглядi рiвнянь вiд-
носно змiнної 𝑐𝑏 – концентрацiї зв’язаних лiгандiв.

Для процесiв з одним типом мiсць зв’язування
базовими є рiвняння МакГi–фон Хiппеля, переве-
денi вiд оригiнальної форми до такої, що мiстить
лише змiннi, безпосередньо пов’язанi з дослiдом.

Зазвичай на дослiдi вимiрюється залежнiсть
певного оптичного параметра розчину вiд спiввiд-
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ношення 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’язаних чи вiльних лiгандiв. Тому
для програмної обробки доцiльнiше такi змiннi,
як повнi концентрацiї лiгандiв (𝑐) та мiсць зв’язу-
вання (𝑁) – тодi в рiвняннi лишається одна не-
вiдома змiнна, що знаходиться при чисельному
розв’язаннi.

Рядом перетворень [9] рiвняння МакГi–фон Хiп-
пеля для некооперативного та кооперативного
зв’язування приводяться до форми (7),(8) вiдно-
сно змiнної 𝑐𝑏:

𝐾 (𝑐− 𝑐𝑏) (𝑁 − 𝜈𝑐𝑏)

(︂
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 − (𝑛+ 1) 𝑐𝑏 +𝑅′

2 (𝑁 − 𝑛𝑐𝑏)

)︂
− 𝑐𝑏 = 0, (8)

де

𝑅′ =

√︁
(𝑁 − (𝑛+ 1) 𝑐𝑏)

2
+ 4𝜔𝑐𝑏 (𝑁 − 𝑛𝑐𝑏),

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

Процеси з двома типами мiсць зв’язування
описуються системою з двох рiвнянь, причому в
нiй має бути враховано залежнiсть чи незалеж-
нiсть процесiв зв’язування лiгандiв, що займають
одне мiсце зв’язування (тобто пару основ плюс
фосфати). Якщо 𝑁 – концентрацiя пар основ
ДНК, то першому типу зв’язування – з фосфа-
том – вiдповiдає 2𝑁 мiсць зв’язування, другому
типу зв’язування – iнтеркаляцiї – вiдповiдає 𝑁
мiсць зв’язування. Вважається, що процес прямо-
го переходу зв’язаних лiгандiв з мiсць типу 1 на
мiсця типу 2 неможливий.

Для наших експериментальних даних (щодо
AmBe) найкращi результати апроксимацiї отрима-
нi при використаннi системи з модифiкованих рiв-
нянь Скетчарда (для зовнiшнього зв’язування) та
МакГi–фон Хiппеля (для iнтеркаляцiї). Система
описує два залежних процеси зв’язування лiгандiв,

що займають одне мiсце зв’язування, при цьому iн-
теркаляцiя в промiжок мiж парами основ дозволе-
на, лише якщо з обома фосфатами цього промiж-
ку лiганди не зв’язались, i навпаки – зв’язування з
фосфатами можливе, лише якщо до вiдповiдного
промiжку не iнтеркалював лiганд. Крiм того, мiж
двома лiгандами, що iнтеркалювали, має бути не
менше 𝑛 − 1 вiльних промiжкiв. Такiй моделi вiд-
повiдає система рiвнянь:⎧⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎨⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎩

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
.

(9)

Можна бачити, що для залежних процесiв в рiв-
няннях з’являється додатковий множник(︃
1−

𝑐
(1)
𝑏

2𝑁

)︃2
;

детально про нього див. [9].

4.2. Параметри зв’язування

Для визначення параметрiв зв’язування найзру-
чнiше використовувати данi зi змiни оптичної гу-
стини (в спектрах поглинання) та змiни iнтенсив-
ностi ФЛ (в максимумi смуги). В наших експери-
ментах точнiшi данi отриманi за спектрами ФЛ,
вiдповiдно, результати апроксимацiї, отриманi за
ними, дещо точнiшi.

4.2.1. Тiотеф

Спектри флюоресценцiї тiотефу при рiзних 𝑁/𝑐
наведено на рис. 6. Крива змiни iнтенсивностi ма-
ксимуму смуги флюоресценцiї в залежностi вiд
𝑁/𝑐 (крива зв’язування) наведена на рис. 7. Мо-
жна бачити, що при 𝑁/𝑐 ∼ 10 iнтенсивнiсть флю-
оресценцiї набуває максимального значення, зале-
жнiсть виходить в насичення, що свiдчить про те,
що зв’язалась максимально можлива кiлькiсть мо-
лекул лiганду.

За кривою залежностi iнтенсивностi флюоре-
сценцiї вiд спiввiдношення концентрацiй, викори-
стовуючи програму 𝐵𝑖𝑛𝑑𝐹𝑖𝑡, можна отримати па-
раметри зв’язування. В даному випадку, експери-
ментальнi результати найкраще описувались рiв-
нянням (8), що враховує один тип зв’язування –
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iнтеркаляцiю (можливо, часткову), причому зв’я-
зування, як виявилось, є антикооперативним.

Отриманi параметри зв’язування тiотефу з
ДНК:

𝐾2 = (0,10± 0,04) · 106 л/Моль,

𝑛 = 3,6± 0,4, 𝜔 = 0,30± 0,05.

(𝐾2 – константа зв’язування для процесу iнтерка-
ляцiї, 𝑛 – середня кiлькiсть мiсць зв’язування, якi
займає лiганд, 𝜔 – параметр кооперативностi.)

Зазначимо, що в роботi [21] методами квантово-
хiмiчних розрахункiв показано селективне зв’язу-
вання тiотефу з dGMP (дезоксигуанозинмонофо-
сфат) за рахунок сильного водневого зв’язку типу
N–H–N.

4.2.2. Берберин

Для апроксимацiї експериментальних даних вико-
ристовувалося модифiковане рiвняння МакГi–фон
Хiппеля (8) для кооперативного зв’язування. Кри-
ва зв’язування берберину наведена на рис. 9. Отри-
мано

𝐾2 = (5,2± 0,2) · 104 л/Моль,

𝑛 = 1,9± 0,1, 𝜔 = 1,3± 0,2.

Значення 𝑛 ∼ 2 означає, що одна молекула ал-
калоїду займає двi пари основ ДНК; це вказує
на iнтеркаляцiйний спосiб зв’язування берберину
з ДНК. Незначна кооперативнiсть може свiдчити
про деяке розкручування спiралi ДНК у мiсцях iн-
теркаляцiї. Детальнiше про зв’язування берберину
див. [8].

4.2.3. Амiтозиноберамiд

Спектр флюоресценцiї амiтозиноберамiду склада-
ється з двох смуг (рис. 10), характер залежностей
змiни iнтенсивностi вiд спiввiдношення концентра-
цiй лiганду та ДНК, тобто кривi зв’язування, для
цих смуг, мають вигляд (рис. 11).

За отриманими експериментальними даними бу-
ло встановлено, що для AmBer характерними є два
типи зв’язування – iнтеркаляцiя та зовнiшнє зв’я-
зування. Для визначення констант зв’язування бу-
ла використана система модифiкованих рiвнянь
МакГi–фон Хiппеля та Скетчарда (9), яка врахо-
вує два типи зв’язування лiганду з ДНК. Як ви-
явилося, для “берберинової” смуги проявляються

обидва процеси зв’язування – iнтеркаляцiя та зов-
нiшнє, причому за малих 𝑁/𝑐 (6 2) домiнує iнтер-
каляцiя, при бiльших 𝑁/𝑐 – зовнiшнє зв’язування.
Для “тiотефної” частини молекули характерним є
лише один тип зв’язування – зовнiшнє, у всьому
дiапазонi значень 𝑁/𝑐. Значення отриманих пара-
метрiв зв’язування амiтозиноберамiду з ДНК:

∙ за смугою 375 нм:

𝐾1 = (0,06± 0,02) · 104 л/Моль, 𝑛 = 2,6± 0,2;

∙ за смугою 550 нм:

𝐾1 = (10,2± 0,8) · 104 л/Моль,

𝐾2 = (32,8± 6,7) · 104 л/Моль, 𝑛 = 4,1± 0,6.

(𝐾1 – константа зовнiшнього зв’язування, 𝐾2 –
константа зв’язування для процесу iнтеркаляцiї,
𝑛 – середня кiлькiсть мiсць зв’язування, якi займає
лiганд.)

Зазначимо, що результати, отриманi за “тiоте-
фною” кривою зв’язування, є менш точними через
низьку iнтенсивнiсть смуги 375 нм; важливим тут
є якiсний результат – “тiотефна” частина амiтози-
ноберамiду схильна до зовнiшнього зв’язування.

4.2.4. Порiвняння параметрiв зв’язування

Оскiльки амiтозиноберамiд є медичним протипу-
хлинним препаратом, доцiльно порiвняти параме-
три комплексоутворення амiтозиноберамiду з па-
раметрами комплексоутворення алкалоїдiв бербе-
рин та сангвiнарин, якi дослiджувались нами ра-
нiше [9–11], якi самi по собi проявляють проти-
пухлиннi властивостi, i входять до складу iншого
протипухлинного препарату, розробленого в IМБГ
НАН України (амiтозин). Також наведено параме-
три зв’язування тiотефу (див. таблицю).

Як можна бачити, домiнуючим типом зв’язку
для всiх трьох препаратiв – берберину, тiотефу та
амiтозиноберамiду є iнтеркаляцiя (повна чи час-
ткова) – якщо вони взаємодiють з ДНК кожен
окремо. Якщо ж з двох препаратiв – берберину
та тiотефу – сформувано третiй – амiтозинобера-
мiд, то мiж двома частинами нової молекули вини-
кає певна конкуренцiя щодо зв’язування. При цьо-
му берберинова частина, зв’язуючись з матрицею
ДНК переважно iнтеркаляцiйно, блокує зв’язува-
ння такого самого типу тiотефної частини молеку-
ли, яка, в свою чергу, зв’язується з ДНК зовнiшнiм
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Параметри зв’язування

Параметр Берберин Тiотеф
Амiтозиноберамiд

Сангвiнарин
375 нм (Tio-смуга) 550 нм (Be-смуга)

𝐾1 – – (0,06± 0,02) · 104 (10,2± 0,8) · 104 (2,5± 0,4) · 106

𝐾2 (5,2± 0,2) · 104 (10,0± 0,4) · 104 – (32,8± 6,5) · 104 (26,7± 5,7) · 106

𝑛 1,9± 0,1 3,6± 0,4 2,6± 0,2 4,1± 0,6 2,3± 0,1

𝜔 1,3± 0,2 0,30± 0,05 – – –

𝐾1 – константа зовнiшнього зв’язування (л/Моль), 𝐾2 – константа зв’язування для iнтеркаляцiї (л/Моль), 𝑛 – середня
кiлькiсть мiсць зв’язування, якi займає лiганд, 𝜔 – параметр кооперативностi.

зв’язуванням, типу “голова до хвосту” (орiєнтацiя
дипольних моментiв), на що вказує гiперхромiзм
при 𝑁/𝑐>2, тобто в усьому дiапазонi зовнiшнього
зв’язування (рис. 5). Непрямим пiдтвердженням
такого зовнiшнього зв’язування “тiотефу” є порiв-
няно невелике значення 𝑛 (∼4), яке мало би бу-
ти значно бiльшим при iнших типах зовнiшнього
зв’язування (якi є, проте, малоймовiрними для та-
кої структури молекули). Крiм того, зв’язування
окремо тiотефу з ДНК є антикооперативним. При
цьому значення констант зв’язування амiтозино-
берамiду вищi, нiж для берберину i тiотефу, що
узгоджується з дослiдженнями iнших видiв моди-
фiкованого берберину [13, 14].

Щодо порiвняння з сангвiнарином (iмiнна фор-
ма, яка зв’язується з ДНК ефективнiше, нiж ал-
каноламiнна), то цiкавим є порiвняння не стiльки
констант зв’язування, як форми кривих зв’язува-
ння: для Sa вона має iнший вигляд (рис. 12), нiж
для Be (рис. 9) [9, 11] та AmBe (рис. 11), i, види-
мо, це три типи кривих зв’язування, якi описують
зв’язування малих лiгандiв з ДНК (крива зв’язу-
вання бромистого етидiю [11] має дещо S-подiбну
форму, але її можна вважати варiантом кривої “ти-
пу Be”). При цьому, якщо для Sa та AmBe дiлянки
кривих, якi вiдповiдають зовнiшньому зв’язуван-
ню (тобто певнi областi значень 𝑁/𝑐) проявляю-
ться помiтним чином, то для Ве зовнiшнiм зв’язу-
ванням (яке проявляється при дуже малих 𝑁/𝑐)
можна практично знехтувати.

З наведеного видно, що сангвiнарин ефектив-
нiше зв’язується з ДНК у порiвняннi з бербери-
ном, тiотефом та амiтозиноберамiдом – констан-
ти зв’язування для нього вищi. Пояснити це мо-
жна тим, що молекула сангвiнарину пласка [22], i
завдяки формi бiльш схильна до iнтеркаляцiї по-
рiвняно з Be (дещо вигнута [16], хоча i з тiєї са-

Рис. 12. Змiни iнтенсивностi флюоресценцiї сангвiнарину
(смуга 587 нм) залежно вiд 𝑁/𝑐 [9]

мої структурної групи, що й Sa), Tio (непласка) та
AmBe (непласка, i з “хвостом”). Оскiльки медико-
бiологiчна дiя препарату Sa дещо iнша, нiж у Be,
Tio та AmBe, говорити про порiвняно вищу про-
типухлинну ефективнiсть препарату сангвiнарину
не можна.

5. Висновки

За спектрами електронного поглинання та флю-
оресценцiї водних розчинiв AmBe + ДНК зафi-
ксовано спектральнi ознаки зв’язування препара-
ту амiтозиноберамiду з ДНК та встановлено його
механiзми.

Для максимумiв в спектрах флюоресценцiї
AmBe + ДНК отримано залежнiсть змiни iнтен-
сивностi вiд спiввiдношення 𝑁/𝑐. Вона описується
немонотонною кривою, вигляд якої є вперше заре-
єстрованим нетривiальним результатом.
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Визначено, що для тiотефу i для берберину –
компонентiв, з яких формується амiтозинобера-
мiд – характерним способом зв’язування є iнтерка-
ляцiя, в той час як для амiтозиноберамiду, окрiм
iнтеркаляцiї, важливий внесок дає зовнiшнє зв’я-
зування. Припускається, що причиною цього є “до-
мiнування” берберинової частини молекули над тi-
отефною при малих концентрацiях мiсць зв’язу-
вання. За допомогою програми BindFit визначе-
но параметри зв’язування (константи зв’язування
та середня кiлькiсть мiсць зв’язування, якi займає
мала молекула на матрицi ДНК).

Встановлено, що амiтозиноберамiд зв’язується
з ДНК ефективнiше, нiж берберин, i це пiдтвер-
джує результати попереднiх медико-бiологiчних
дослiджень.

Як допомiжнi результати, методом DFT опти-
мiзовано геометричну структуру азиридину, тiо-
тефу, амiтозиноберамiду, та розраховано їхнi спе-
ктри електронного поглинання.
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MECHANISMS AND PARAMETERS
OF THE BINDING OF AMITOZINOBERAMID
TO DNA IN THE AQUEOUS SOLUTION

S u m m a r y

The interaction between the amitozinoberamid preparation

(thiotepa-alkylated berberine) and a DNA macromolecule in

the aqueous solution has been studied, by using the opti-

cal spectroscopy methods: electron absorption and fluores-

cence. The dependence of spectral characteristics on the con-

centration ratio 𝑁/𝑐 between the DNA base pairs and the lig-

and molecules is plotted. Using the system of modified Scat-

chard and McGhee–von Hippel equations, the parameters of

the binding of amitozinoberamid to DNA are determined. A

comparative analysis of the DNA interaction with amitozi-

noberamid, on the one hand, and berberine and sanguinarine

alkaloids, on the other hand, is carried out. The structure and

the spectra of electron absorption of thiotepa, berberine, and

amitozinoberamid molecules are calculated in the framework of

the density functional theory at the DFT B3LYP/6-31G(d,p)

level.
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