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Определение параметров взаимодействия низкомолекулярных соединений с ДНК затруднено в
случаях, когда соединения не обладают заметной флуоресценцией или их спектральные изменения
сложно интерпретировать. Для решения этой задачи предложен подход, включающий использова-
ние известных флуоресцентных красителей, конкурентно связывающихся на ДНК. В рамках этого
подхода используется модель, описывающая конкурентное связывание двух протяженных лигандов
на линейной матрице ДНК. Эта модель позволяет провести аппроксимацию экспериментальных
данных и определить параметры связывания, соответствующие двум нефлоуресцирующим типам
лигандов. Первый тип лигандов демонстрирует интеркаляционное связывание с ДНК и конкуриру-
ет с этидий бромидом, а второй связывается по узкой бороздке и конкурирует с красителем Hoechst
33258.

Ключевые слова: конкурентное связывание лигандов с ДНК, термодинамические модели, изотермы ад-
сорбции, уравнения связывания, анализ изотерм адсорбции, Hoechst 33258, этидий бромид.

DOI: 10.31857/S0006302925030026,  EDN: KSFNYU

ДНК является одной из ключевых мишеней
для действия перспективных противоопухолевых
и антибактериальных агентов. Взаимодействие
низкомолекулярных соединений с ДНК способ-
но изменять ее структуру и функциональные
свойства, что лежит в основе их терапевтического
действия. Определение параметров такого взаи-
модействия является необходимым шагом для
выяснения механизма действия этих соединений.

Для описания процесса взаимодействия со-
единений с ДНК традиционно используются мо-
дельные физико-химические эксперименты в
растворе. Многие противоопухолевые соедине-
ния, красители и другие лиганды при связывании
с нуклеиновыми кислотами изменяют свои опти-
ческие свойства, что позволяет получать изотер-
мы адсорбции и определять такие параметры, как
размер участка, который занимает лиганд на

ДНК, и константа связывания [1]. Эти данные 
служат основой для анализа взаимодействия ли-
ганда с ДНК и построения моделей комплексов 
«лиганд-нуклеиновая кислота» (см., например, 
работу [2]). Однако для лигандов, не обладающих 
выраженными оптическими свойствами, анализ 
взаимодействия с ДНК затруднен.

Одним из эффективных подходов в таких слу-
чаях является метод конкурентного замещения
[3]. Лиганды с выраженными оптическими свой-
ствами могут использоваться в качестве сенсоров,
конкурирующих с «невидимыми» соединениями
за связывающие участки на олигонуклеотидах.
Если оба лиганда взаимодействуют с одними и
теми же участками, анализ кривых вытеснения
позволяет определить параметры связывания для
оптически невидимого соединения [4]. Однако
анализ кривых вытеснения затруднен, если свя-
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зывание происходит не с короткими олигонук-
леотидами, а с длинными молекулами ДНК. 

«Стандартным» красителем, интеркаляцион-
ный тип связывания которого с ДНК детально
изучен, является этидий бромид (см., например,
работы [5, 6]). Так как краситель не демонстриру-
ет избирательности связывания, можно исполь-
зовать для описания его взаимодействия с ДНК
представления, развитые ранее для описания свя-
зывания лигандов с гомополимерами. В отличие
от этидий бромида, краситель Hoechst 33258 де-
монстрирует высокую специфичность к АТ-бога-
тым участкам ДНК, связываясь с малой борозд-
кой и обладая значительной флуоресценцией [7, 
8]. Эти свойства делают краситель Hoechst 33258
модельным соединением для изучения взаимо-
действий, характерных для лигандов малой бо-
роздки ДНК.

В настоящей работе развит подход, позволяю-
щий описать конкурентное связывание двух про-
тяженных лигандов на гомополимере ДНК и ана-
лизировать экспериментальные данные. Мы про-
демонстрировали возможности этого подхода на
примерах анализа экспериментальных данных
для двух систем, включающих красители и конку-
рирующие с ними лиганды.

Хорошо известны уравнения, которые описы-
вают связывание с ДНК лигандов одного типа.
Впервые связывание протяженных лигандов с
полимерами с точки зрения статистической тер-
модинамики было описано в работах [9, 10].
Уравнения адсорбции, описывающие связыва-
ние в этом случае, получили распространение по-
сле выхода в свет работы [11]. Эти уравнения бы-
ли представлены в удобной форме авторами рабо-
ты [12], где впервые получены уравнения,
описывающие кооперативное связывание лиган-
дов (см. также работу [13]). Такие уравнения из-
вестны по именам МакГи и фон Хиппеля, пока-
завших наглядно их вывод в известной работе
[14]. Уравнения для описания конкурентного
связывания на гомополимере двух лигандов тоже
получены достаточно давно [15–18], однако до
последнего времени редко применялись в иссле-
дованиях [19, 20]. Заметим, что уравнения похо-
жи на соотношения, описывающие взаимодей-
ствие с гомополимером лиганда, который образу-
ет два типа комплекса [21]. Такое сходство
позволяет применять аналогичные математиче-
ские подходы для описания процессов связыва-
ния, обеспечивая возможность более детального
анализа особенностей взаимодействия в разных
системах.

В данной работе мы показываем примеры при-
менения теоретической модели для анализа кон-
курентного связывания двух серий новых лиган-
дов, не обладающих ярко выраженными оптиче-
скими свойствами. Мы провели эксперименты, в

которых эти лиганды конкурируют за связываю-
щие участки на ДНК с известными красителями —
этидием бромидом и Hoechst 33258. Применение
нашего подхода позволило определить константы
связывания и размеры мест на ДНК, которые за-
нимают эти лиганды.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В экспериментах использовали
ДНК спермы лосося, препарат «Деринат», краси-
тели этидий бромид (EtBr) и Hoechst 33258, а так-
же поли(dAdT), приобретенные в компании Sig-
ma (США). Растворы готовили в буфере, близком
к физиологическим условиям: 150 мМ KCl, 10 мМ
натрий-фосфатный буфер, pH 7.5. Тестируемые
соединения были приготовлены в стоковой кон-
центрации 1 мМ растворением в воде непосред-
ственно перед проведением эксперимента. 

Измерение спектров флуоресценции. Спектры
флуоресценции регистрировали с использовани-
ем спектрофлуориметра Cary Eclipse (Agilent,
США) в термостатируемой кюветной ячейке при
температуре 25°С. Возбуждение для EtBr прово-
дили при длине волны 540 нм, а для Hoechst 33258 –
при 360 нм. Для анализа флуоресценции измеря-
ли эмиссию на длине волны 600 нм для EtBr и
480 нм для Hoechst 33258.

Растворы красителей и ДНК титровали нефлу-
оресцирующими соединениями. Измерения про-
водились при постоянной концентрации краси-
теля и ДНК, при этом изменения интенсивности
флуоресценции регистрировали для оценки кон-
курентного связывания.

Модель связывания. Рассмотрим раствор, в ко-
тором при постоянной температуре и постоян-
ном давлении в равновесии находятся молекулы
ДНК, краситель и исследуемый лиганд. Пусть
краситель связывается с ДНК неизбирательно и
закрывает (блокирует) L0 пар оснований, кото-
рые мы будем называть связывающим местом.
Обозначим константу связывания для красителя
с этим местом K0. Пусть L1 и K1 обозначают соот-
ветственно размер связывающего места и кон-
станту связывания со своим местом на ДНК для
лиганда. Лиганд и краситель не могут занимать
одни и те же места на ДНК и их связывающие ме-
ста не могут перекрываться. Такое связывание мы
будем называть конкурентным. Для описания
конкурентного связывания красителя и лиганда с
ДНК будем использовать уравнения, полученные
ранее в работе [15]. Эти уравнения позволяют опи-
сать связывание как красителя, так и лиганда — те-
стируемого соединения. 

Запишем эти уравнения в виде условий хими-
ческого равновесия:
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(1)

(2)

где  r0 – степень заполнения ДНК красителем,
cf0 – концентрация свободной формы красителя,
r1 – степень заполнения ДНК лигандом, cf1 – кон-
центрация свободной формы лиганда в растворе. 

Уравнения (1) и (2) позволяют рассчитывать
теоретические изотермы адсорбции (кривые свя-
зывания) для любых параметров. Для анализа
экспериментальных данных эти соотношения
следует дополнить уравнениями баланса. Если в
эксперименте мы добавляем лиганды и краситель
в раствор, содержащий определенную концен-
трацию ДНК CN (в парах нуклеотидов), тогда
можно определить концентрацию свободного
красителя и лиганда:

(3)

(4)

где c0 – полная концентрация красителя в раство-
ре, c1 – полная концентрация лиганда в растворе. 

Подставляя концентрации свободного краси-
теля и свободного лиганда, выраженные через
полные их концентрации и заполнения в уравне-
ния (1) и (2), получаем систему из двух уравнений
для двух неизвестных (r0 и r1) с четырьмя пара-
метрами: L0, K0, L1 и K1. Параметры связывания
красителя известны, система уравнений (1)–(2)
может быть решена и аппроксимирована к экспе-
риментальным данным подбором параметров,
описывающих связывание лиганда. 

В нашей работе параметры взаимодействия
красителя с ДНК (L0 и K0) были определены неза-
висимо в отсутствие конкурирующего лиганда и
аппроксимированы уравнением связывания про-
тяженного лиганда на линейной матрице [11–14]:

(5)

В эксперименте измеряется сигнал связанного
красителя – интенсивность флуоресценции I.
Эта величина может быть рассчитана из концен-
трации связанного с ДНК красителя: 

(6)
где Ic – интенсивность флуоресценции полно-
стью связанного лиганда. 

Численное решение системы уравнений отно-
сительно переменных r1 и r0 осуществляли с ис-
пользованием функции root из библиотеки
scipy.optimize в Python. Размер связывающего ме-
ста (L1) и константу связывания (K1) для тестиру-
емого лиганда мы находили, решая систему урав-
нений (1)–(2). Аппроксимацию значения флуо-
ресценции выполняли методом наименьших
квадратов, отклонение теоретической кривой от
экспериментальных данных минимизировали. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристики взаимодействия с ДНК конку-

рирующих лигандов. Описанная нами математи-
ческая модель позволяет рассмотреть, как будет
меняться заполнение ДНК красителем в присут-
ствии конкурирующего лиганда при фиксиро-

ванных параметрах связывания красителя. Мы
задавали константу связывания K0 и размер свя-
зывающего участка L0. Также была задана кон-
центрация ДНК, а параметры конкурирующего
лиганда K1 и L1 изменялись в соответствии с за-
данными наборами значений.

На рис. 1 представлена зависимость заполне-
ния ДНК красителем в зависимости от общей
концентрации красителя (C0) и общей концен-
трации конкурирующего лиганда (C1). Параметр
заполнения ДНК красителем количественно про-
порционален экспериментально наблюдаемому
изменению флуоресценции, что делает его удоб-
ным для анализа взаимодействий в системе. 

Из полученных зависимостей видно, что при
низких концентрациях лиганда по мере роста об-
щей концентрации красителя наблюдается рост
заполнения ДНК красителем, независимо от па-
раметров связывания конкурента. Это характер-
ное поведение объясняется тем, что в условиях
низкой конкуренции краситель практически
полностью использует доступные участки ДНК,
соответствующие его параметрам связывания.
Рост заполнения в этом случае показывает связы-
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вание красителя на линейной матрице, где конку-
ренция незначительна.

С увеличением концентрации лиганда начи-
нают проявляться эффекты конкурентного свя-
зывания. Наблюдается уменьшение прироста
заполнения красителем при увеличении его
концентрации, что связано с частичным блоки-
рованием доступных участков ДНК конкурен-
том. Это приводит к перераспределению связы-
вания между красителем и лигандом в зависимо-
сти от их констант связывания и размеров их мест
связывания.

При фиксированной концентрации красителя
добавление лиганда вызывает снижение заполне-
ния ДНК красителем, что проявляется как умень-
шение наблюдаемой флуоресценции. Снижение
флуоресценции зависит от параметров лиганда:
чем выше его константа связывания (K1) и мень-

ше размер связывающего участка (L1), тем мень-
ше концентрация связанного красителя (меньше
сигнал). Последнее наблюдение кажется пара-
доксальным, но малые лиганды более эффектив-
но вытесняют большие с ДНК, так как при их
связывании увеличивается статистическая энтро-
пия (увеличивается число возможных перестано-
вок лигандов на ДНК). 

Кроме того, форма кривой r0 (C1) варьируется
не только из-за параметров конкурента, но и в за-
висимости от концентрации красителя. При вы-
соких концентрациях красителя (С0) конкурен-
ция проявляется менее выражено, так как боль-
шинство доступных участков ДНК занято
красителем. Наоборот, при низкой концентра-
ции красителя эффект уменьшения сигнала («ту-
шения») более заметен, так как добавление кон-

Рис. 1. Зависимости заполнения ДНК красителем от общей концентрации красителя (C0) и обшей концентрации
конкурирующего соединения (C1) при разных параметрах связывания конкурента, которые указаны над графиками.
Параметры связывания флуоресцирующего красителя (K0 = 10.0, L0 = 4) и концентрация ДНК (CN = 5.0)
фиксированы.
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курента существенно изменяет распределение
молекул.

Таким образом, результаты расчетов демон-
стрируют сложный характер конкурентного взаи-
модействия двух лигандов с ДНК, который опре-
деляется не только параметрами связывания, но и
соотношением концентраций компонентов в си-
стеме.

Химическая структура тестируемых ДНК лиган-
дов. Для определения параметров взаимодей-
ствия лигандов с ДНК были выбраны две серии
низкомолекулярных соединений, для которых
классические спектральные методы тестирова-
ния оказались малоэффективными в оценке па-
раметров связывания (рис. 2). 

Первая серия соединений (BP1 и BP2) пред-
ставляет конденсированные пиримидобензотиа-
золиевые трициклические системы, содержащие
узловой кватернизованный атом азота и один ли-
бо два 4-диметиламиностирильных заместителя в
качестве боковых цепей пиримидиниевого фраг-
мента трицикла [22, 23]. Предполагается, что

ароматическое ядро данных соединений способ-
ствует их интеркаляции в ДНК, что делает их по-
тенциальными конкурентами классических ин-
теркаляторов. Эти соединения были протестиро-
ваны в системе с интеркалятором EtBr, который
используется в качестве референтного лиганда
для изучения интеркаляционного связывания.

Вторая серия соединений представляет собой
производные бис-бензимидазола Hoechst 33258 с
замещением фенильной группы на нитрофурано-
вый (Fu) и нитропиррольный (Py) фрагмент. По
аналогии с исходным соединением Hoechst
33258, которое является классическим лигандом
малой бороздки ДНК, предполагалось, что дан-
ные производные также связываются по малой
бороздке. Для проверки этой гипотезы было изу-
чено их конкурентное взаимодействие с флуорес-
цирующим лигандом Hoechst 33258 на модели го-
мополимерной ДНК поли(dAdT). 

Обе серии соединений имеют разнообразие
структурных модификаций, которые могут суще-

Рис. 2. Структурные схемы тестируемых соединений (пояснения в тексте). 
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Рис. 3. Экспериментальные и теоретические зависимости интенсивности флуоресценции красителей при увеличении
концентрации лигандов в растворе: (а) – краситель EtBr в концентрации С0 = 5 мкM, титрование лигандами BP1 и BP2
ДНК спермы лосося; (б) – краситель Hoechst 33258 в концентрации С0 = 0.25 мкM, титрование лигандами Fu и Py
полимера поли(dAdT).

Таблица 1. Оптимизированные параметры связывания

Соединение K, мкМ–1 L, п.о.

Этидий бромид (EtBr) 0.11 3

BP1 0.33 3

BP2 3.40 5

Hoechst 33258 (Hoechst) 14.0 4

Fu 11.4 3

Py 4.8 2

ственно влиять на их взаимодействие с ДНК. Для
соединений первой серии ключевым фактором
является способность ароматического ядра ста-
билизировать интеркаляцию, тогда как введение
дополнительной 4-диметиламиностирильной
группы позволяет оценить влияние этой модифи-
кации на связывание с ДНК. Во второй серии
определяющую роль играют стерические и элек-
тронные свойства модификаций лигандов, влия-
ющих на их способность к взаимодействию в ма-
лой бороздке. Изучение конкурентных взаимо-
действий с использованием модельных ДНК-
систем предоставляет возможность детально оха-
рактеризовать параметры связывания, включая
константы связывания и размеры связывающих
участков, что значительно расширяет возможно-
сти традиционных спектральных методов.

Определение параметров связывания ДНК ли-
гандов по кривым тушения красителей. Для полу-
чения характеристик взаимодействия лигандов с
ДНК были получены кривые, соответствующие
уменьшению флуоресценции («тушению») кра-
сителей при увеличении концентрации тестируе-
мых соединений. Зависимость флуоресценции
красителей от концентрации лигандов в растворе
представлена на рис. 3 открытыми и заполненны-
ми маркерами. При высоких концентрациях кон-
курента флуоресценция красителя либо не на-
блюдалась, либо имела пренебрежимо малую ве-
личину, что свидетельствует о почти полном

тушении флуоресценции красителя. Эффектив-
ность тушения зависела от типа соединений, что,
вероятно, объясняется различиями в параметрах
связывания конкурентов с ДНК. Конкуренты с
более высокими константами связывания или с
большей аффинностью к определенным участкам
ДНК способны более эффективно вытеснять
флуоресцирующий краситель, что приводит к бо-
лее выраженному тушению флуоресценции.

Для определения параметров связывания была
проведена аппроксимация экспериментальных
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данных теоретическими кривыми. Параметры
связывания красителей были определены экспе-
риментально в аналогичных условиях титровани-
ем ДНК красителем в отсутствие конкурирующей
молекулы. Полученные параметры для красите-
лей приведены в табл. 1 жирным шрифтом. Кон-
станта связывания тестируемых соединений
определялась путем поиска наилучшего соответ-
ствия теоретических кривых экспериментальным
точкам. Использовался метод наименьших квад-
ратов (с оптимизацией функции отклонений для
различных фиксированных длин лиганда). Полу-
ченные кривые представлены тонкими линиями.
Зависимость нормированного среднеквадратич-
ного отклонения (RMSE) от заданной длины те-
стируемого лиганда приведена в виде врезки к ри-
сунку. Минимальное значение этого отклонения
соответствует наилучшим параметрам аппрокси-
мации и приведено в табл. 1. Кривые, соответ-
ствующие минимальному отклонению, приведе-
ны жирной линией на рис. 3.

Полученные результаты демонстрируют эф-
фективность предложенного подхода к определе-
нию параметров связывания с ДНК для соедине-
ний, у которых затруднено использование изме-
нения собственных спектральных свойств. 

В серии соединений BP1 и BP2 был установлен
интеркаляционный тип связывания, подтвер-
жденный конкуренцией с EtBr. Соединение BP1
демонстрирует сходный с красителем характер
связывания с ДНК, при этом константа образова-
ния интеркаляционного комплекса составляет
около 3·105 М–1, а длина связывающего участка
равна 3 парам нуклеотидов. В отличие от него,
соединение BP2 с дополнительной стерильной
группой проявляет значительно более эффектив-
ное вытеснение интеркалирующего красителя
EtBr. Это обусловлено константой связывания,
равной 3.4·106 М–1, т.е. в 10 раз превышающей
значение для BP1, и увеличенной длиной связы-
вающего участка до 5 пар нуклеотидов. Вероятно,
дополнительная стерильная группа вносит вклад
в усиление связывания за счет дополнительных
взаимодействий с ДНК.

Взаимодействие бисбензимидазольных соеди-
нений Fu и Py с ДНК характеризуется высокой
эффективностью вытеснения бороздочного ли-
ганда и значительным тушением его флуоресцен-
ции. Полученные параметры связывания демон-
стрируют, что аффинность соединения Fu к АТ-
содержащему гомополимеру ДНК лишь незначи-
тельно ниже, чем у соединения Hoechst 33258, в
то время как константа связывания соединения
Py оказалась примерно в три раза меньше. Число
пар оснований, занимаемых одним лигандом,

определенное из наилучшей аппроксимации, со-
ставляет две и три пары для Fu и Py соответствен-
но, несмотря на увеличенную длину лигандов,
обусловленную добавлением нитрофурановой и
нитропиррольной групп. Возможность образова-
ния димерных комплексов этих лигандов с ДНК
согласуется с полученными результатами. Одна-
ко для более точного описания такого взаимодей-
ствия может потребоваться модификация теоре-
тической модели связывания и изменение экспе-
риментальных условий, позволяющих наблюдать
образующиеся комплексы, и привлечение экспе-
риментальных данных другого типа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты открывают новые

перспективы для дизайна и синтеза ДНК-троп-
ных соединений с заданными свойствами. Уста-
новленные параметры связывания и механизмы
взаимодействия с ДНК позволяют целенаправ-
ленно модифицировать структуру соединений
для повышения их аффинности, специфичности
и функциональной активности.

Применение предложенного подхода для ана-
лиза конкурентного связывания предоставляет
эффективный инструмент для изучения взаимо-
действий сложных систем лигандов с ДНК, осо-
бенно в случаях, когда прямое наблюдение спек-
тральных характеристик затруднено. Аналогич-
ные теоретические модели могут быть развиты
для количественной характеристики взаимодей-
ствия низкомолекулярных соединений с альтер-
нативными структурами ДНК [24]. Это открывает
возможность разработки и тестирования соеди-
нений с предсказуемыми параметрами связыва-
ния для использования в биомедицинских и ана-
литических приложениях, включая создание но-
вых лекарственных средств и разработку
диагностических инструментов.
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Determination of interaction parameters of low molecular weight compounds with DNA is difficult in cases
where compounds do not exhibit appreciable f luorescence or their spectral changes are difficult to interpret.
To solve this problem, an approach involving the use of known fluorescent dyes competitively binding on
DNA is proposed. This approach uses a model describing the competitive binding of two extended ligands on
a linear DNA matrix. This model allows approximation of experimental data and determination of binding
parameters corresponding to two non-fluorescent types of ligands. The first type of ligands exhibits interca-
lation binding to DNA and competes with ethidium bromide, while the second type binds along a narrow
groove and competes with Hoechst 33258 dye.

Keywords: competitive binding of ligands to DNA, thermodynamic models, adsorption isotherms, binding equa-
tions, adsorption isotherm analysis, Hoechst 33258, ethidium bromide


