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Экспериментально показано, что при совместном взаимодействии бро-
мистого этидия (БЭ) и Hoechst 33258 с ДНК в зависимости от их концент-
раций наблюдается превалирующее воздействие одного из этих лигандов на 
параметры плавления образующихся комплексов. При ионной силе раствора 
0,02 М Na+ и низких концентрациях лигандов (r < 0,05) более выраженным 
становится воздействие БЭ, а при сравнительно высоких концентрациях 
значительно усиливается воздействие H33258. При ионной силе раствора 
0,002 М Na+ оба лиганда одинаково влияют на параметры плавления ДНК.      

 
Введение. Взаимодействие биологически активных соединений с ДНК 

интенсивно изучается для определения специфичности их связывания с опре-
деленными участками ДНК, выявления особенностей механизмов этих взаи-
модействий и для понимания влияния лигандов на функционирование ДНК 
[1–4]. Известные в настоящее время лиганды, нековалентно связывающиеся с 
ДНК, подразделяются в основном на два больших класса: лиганды, специ-
фичные к определенным последовательностям ДНК, связывающиеся с ней 
через одну из ее бороздок, не нарушая двухцепочечные структуры [5, 6]; 
интеркаляторы, вклинивающиеся в плоскость пар оснований ДНК, при этом 
структура ДНК в участках интеркаляции претерпевает определенные изме-
нения  [7].  

Исследования последних лет выявили мультимодальность большинства 
лигандов, что нельзя не учитывать при выяснении особенностей их взаимо-
действия с ДНК. С этой точки зрения важно и моделирование комплексо-
образования лигандов с различными структурами ДНК на основании данных, 
полученных при изучении классических лигандов, которые могут связывать-
ся с ДНК несколькими способами. Таковыми являются бромистый этидий 
(БЭ), который, как показывают исследования, может связываться с ДНК 
различными механизмами (интеркаляционным, электростатическим и др.), и 
Hoechst 33258 (H33258), связывающийся через малую бороздку ДНК [8–14]. 

БЭ является классическим интеркалятором, т.е. связывается с ДНК 
путем вклинивания между соседними парами оснований спирали с пред-
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почтением к пурин-пиримидиновому чередованию [8–10]. Н33258 –“внешне” 
связывающееся с ДНК соединение, специфичное к участкам двойной спирали 
полинуклеотида, которые содержат три последовательно расположенных AT- 
и одну GC-пары оснований [11, 12]. 

Вследствие различного характера связывания и специфичности БЭ и 
Н33258 к последовательностям оснований ДНК совместное использование 
этих лигандов может существенно повысить информативность исследований 
их взаимодействия с нуклеиновыми кислотами, а также даст возможность 
синтезировать новые биологически активные соединения с более высокой 
чувствительностью и специфичностью к субстрату. 

Данная работа посвящена экспериментальному исследованию влияния 
ионной силы раствора на особенности совместного взаимодействия БЭ и 
Н33258 с ДНК в зависимости от соотношения лигандов и ДНК. 

Экспериментальная часть. В работе были использованы ДНК тимуса 
теленка (сверхчистая, любезно предоставленная проф. Д. Ю. Ландо), БЭ и 
H33258 фирмы “Serva” (Германия), NaCl, Na-цитрат (ос. ч.). Все препараты 
использованы без дополнительной очистки. Образцы препаратов готовились 
в стандартном солевом цитратном (SSC) растворе, содержащем 10–5 М 
этилендиаминтетраацетата (ЭДТА) с ионными силами μ=0,002 и 0,02 М Na+. 
SSC готовили, используя бидистиллированную воду. Концентрации ДНК и 
лигандов определяли спектрофотометрически, используя следующие коэф-
фициенты  экстинкции:  ε260=6600 М–1·см–1  для  ДНК,  ε480=5850 М–1·см–1  для  БЭ 
и ε343=42000 М–1·см–1 для Н33258. Соответствующие комплексы ДНК с лиган-
дами получали смешиванием растворов ДНК с БЭ и Н33258 в соответствую-
щих пропорциях: соотношение концентраций лиганд/ДНК (r) изменялось в 
интервале 0 < r ≤ 0,3 при ионной силе раствора 0,02 М Na+ и 0 < r ≤ 0,2 при 
ионной силе 0,002 М Na+ .  

Плавление ДНК и ее комплексов с лигандами осуществлялось на спект-
рофотометре PYE UNICAM-SP8-100 (Англия). Кварцевые кюветы (толщиной 
1 см с герметически закрытыми тефлоновыми крышками) с растворами поме-
щались в термостатируемые ячейки спектрофотометра и нагревались с 
постоянной скоростью 0,25 град/мин. Данные поглощения образцов выводи-
лись на программируемый микрокалькулятор Hewlett Packard 97S I/O (США). 
Измерения каждого образца проводились с 5-кратным повтором, после чего 
данные усреднялись. Экспериментальная ошибка не превышала 10–15%. 

Зависимости изменения ширины интервала плавления получали спосо-
бом, описанным в [9]. 

Результаты и их обсуждение. Ранее нами экспериментально получено, 
что при ионной силе 0,02 М Na+ зависимость изменения ширины интервала 
плавления (δΔТ) комплексов БЭ с ДНК от концентрации лиганда имеет коло-
колообразную форму [8, 9], а в случае Н33258  δΔТ, принимая отрицательные 
значения, убывает и со значения r ≥ 0,15 стремится к постоянной величине 
[13]. В то же время температура плавления (Тm) комплексов ДНК как с БЭ, 
так и с Н33258, как и ожидалось, монотонно растет во всем интервале 
изменения r вследствие стабилизации двухцепочечной (дц) структуры ДНК 
[8, 9, 13]. Исходя из этого интересно выяснить, как эти же лиганды будут 
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совместно взаимодействовать с ДНК и влиять на параметры перехода спи-
раль-клубок. На рисунке приведены кривые зависимостей δΔT от r комп-
лексов БЭ–Н33258–ДНК при ионных силах раствора 0,002 и 0,02 М Na+. Из 
рисунка видно, что при изменении ионной силы раствора на один порядок 
кривые качественно отличаются друг от друга. В частности, кривая зависи-
мости δΔT от r при 0,002 М Na+ имеет колоколообразную форму с положи-
тельными значениями экспериментальных точек, в то время как эта же зави-
симость при 0,02 М Na+, также имея колоколообразную форму, отрицательна. 

Аналогичные зависимости, 
получены для комплексов ДНК–БЭ 
в [9] и ДНК–Н33258 в [13]. В част-
ности, в [9] показано, что в интерва-
ле изменения ионной силы раствора 
0,002≤μ≤0,02 М Na+ ширина интер-
вала плавления чистой ДНК (ΔТ0) 
меньше, чем ΔT комплексов БЭ с 
ДНК при малых концентрациях ли-
ганда (r < 0,2). Известно, что БЭ 
практически не проявляет специ-
фичность к определенным основа-
ниям ДНК при интеркаляционном 
связывании и в процессе плавления 
его молекулы перераспределяются 
из денатурированных на еще неде-
натурированные участки, вследст-

вие чего интервал  плавления  комплексов  увеличивается.  
В [13] показано, что при взаимодействии Н33258 с ДНК ΔT меньше, 

чем ΔТ0 при μ=0,02 М Na+, поскольку при этом Н33258 преимущественно 
связывается с АТ-последовательностями ДНК, что уменьшает разность 
температур плавления блоков AT и GC (ΔT=ТGC–TАТ). В то же время при 
μ=0,002 М Na+ специфичность молекул Н33258 к АТ-последовательностям 
исчезает,  вследствие  чего  ΔТ комплексов увеличивается.  

Полученные в этой работе данные указывают на то, что при 0,02 М Na+ 
и низких концентрациях лигандов (r < 0,05) зависимость δΔT от r увеличи-
вается вследствие более выраженного влияния БЭ в стабилизации дц-струк-
туры ДНК, чем Н33258. Необходимо отметить, что в этих условиях значения 
δΔT в случае комплексов БЭ–ДНК больше [9], чем для комплексов БЭ–          
–Н33258–ДНК, не смотря на то, что при малых концентрациях места связыва-
ния для обоих лигандов на ДНК практически независимы друг от друга. Тем 
не менее мы полагаем, что Н33258 сильно затрудняет связывание БЭ с ДНК. 
Увеличение концентрации лигандов в комплексе БЭ–Н33258–ДНК приводит 
к уменьшению значений δΔТ (см. рисунок), поскольку усиливается влияние 
Н33258 на термостабильность АТ-богатых участков и, по всей вероятности, 
имеет место подавление молекулами Н33258 влияния БЭ на параметры плав-
ления ДНК. При более высоких концентрациях лигандов Н33258 блокирует 
места связывания и перераспределение молекул БЭ с денатурированных на 

Зависимости δΔТ при ионных силах 0,002 (1) и 
0,02 (2) M Na+ комплексов БЭ–Н33258–ДНК от 
r,  полученные на основании кривых  плавления, 

рН 6,9. 
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неденатурированные участки ДНК затрудняется. Вследствие этого молекулы 
БЭ начинают дестабилизировать дц-структуру ДНК.  В  работах  [8, 9] также 
показано, что при концентрациях БЭ r~0,2 δΔТ комплексов БЭ–ДНК умень-
шается, а при более высоких значениях r (>0,2) интервал плавления резко 
возрастает. Из рисунка видно, что в указанном интервале изменений кон-
центраций лигандов δΔТ комплексов ДНК–БЭ–Н33258 также увеличивается, 
тогда как в случае Н33258 она не меняется (см. [13]). Следовательно, можно 
полагать, что при больших концентрациях указанных лигандов ярко выра-
жено влияние БЭ, поскольку в этих условиях Н33258 практически не 
связывается с ДНК.  

Кривая же зависимости δΔТ от r комплексов БЭ–Н33258–ДНК, полу-
ченная при ионной силе раствора 0,002 М Na+, практически совпадает с ана-
логичной кривой для комплексов БЭ–ДНК (см. [9]). Тогда как зависимость 
δΔТ от r комплексов ДНК–Н33258 увеличивается при низких и достигает 
насыщения при относительно больших концентрациях лиганда [13]. На 
основании литературных и полученных нами экспериментальных данных мы 
полагаем, что при низких ионных силах оба лиганда практически одинаково 
влияют на параметры плавления ДНК. 

Таким образом, совместное влияние БЭ и Н33258 на плавление ДНК не 
является простой суммой их отдельных влияний.  
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è. ². Î²ð²äºîÚ²Ü 
 

ÆàÜ²Î²Ü  àôÄÆ  ²¼¸ºòàôÂÚàôÜÀ  ¸ÜÂ-Æ  Ðºî ¾ÂÆ¸ÆàôØÆ 
´ðàØÆ¸Æ ºì HOECHST 33258-Æ Ð²Ø²îºÔ  Î²äØ²Ü 

²è²ÜÒÜ²Ð²îÎàôÂÚàôÜÜºðÆ ìð² 
 

² Ù ÷ á ÷ á õ Ù  
 

öáñÓ³ñ³ñ³Ï³Ý »Õ³Ý³Ïáí óáõÛó ¿ ïñí³Í, áñ ¸ÜÂ-Ç Ñ»ï ¾´-Ç ¨ 
Hoechst 33258-Ç Ñ³Ù³ï»Õ ÷áË³½¹»ó³ÃÛ³Ý ¹»åùáõÙ ÉÇ·³Ý¹Ý»ñÇ ÏáÝó»Ý-
ïñ³óÇ³ÛÇó Ï³Ëí³Í ¹ÇïíáõÙ ¾ ¹ñ³ÝóÇó Ù»ÏÇ ·»ñ³ÏßéáÕ ³½¹»óáõÃÛáõÝÁ 
ëï³óí³Í ÏáÙåÉ»ùëÇ Ñ³ÉÙ³Ý å³ñ³Ù»ïñ»ñÇ íñ³: ÈáõÍáõÛÃÇ   0,02 М Nа+   
ÇáÝ³Ï³Ý áõÅÇ  ¨ ÉÇ·³Ý¹Ý»ñÇ ÷áùñ ÏáÝó»Ýïñ³óÇ³Ý»ñÇ ¹»åùáõÙ (r < 0,05) 
³í»ÉÇ ³ñï³Ñ³Ûïí³Í ¿ ¾´-Ç ³½¹»óáõÃÛáõÝÁ, Ñ³Ù»Ù³ï³μ³ñ Ù»Í ÏáÝ-
ó»Ýïñ³óÇ³Ý»ñÇ ¹»åùáõÙ ½·³ÉÇáñ»Ý áõÅ»Õ³ÝáõÙ ¿ Hoechst 33258-Ç ³½¹»-
óáõÃÛáõÝÁ£ ÈáõÍáõÛÃÇ 0,002 М Nа+ ÇáÝ³Ï³Ý áõÅÇ ¹»åùáõÙ »ñÏáõ ÉÇ·³Ý¹Ý»ñÝ 
¿É ÙÇ³ÝÙ³Ý »Ý ³½¹áõÙ ¸ÜÂ-Ç Ñ³ÉÙ³Ý å³ñ³Ù»ïñ»ñÇ íñ³£ 
 

 
 

R. A. KARAPETYAN 
 

INFLUENCE  OF  IONIC  STRENGTH  OF  SOLUTION  ON  EtBr  AND 
HOECHST 33258  JOINT  BINDING  PECULIARITIES  WITH  DNA 

 
S u m m a r y  

 
For the first time it is experimentally shown, that at joint interaction of EtBr 

and Hoechst 33258 with DNA depending on their concentration the prevailing 
influence of one of them on melting parameters of their complexes with 
biopolymer is observed at ionic strength of solution 0,02 M Na+: at small 
concentration of ligands (r < 0,05) the influence of EtBr is more expressed. At the 
rather large concentration influence of H33258 considerably amplifies. At ionic 
strength of solution 0,002 M Na+ the two ligands influence on DNA melting 
parameters in the same way. 

 
 
 
 
 
 

 
 
 


