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Введение.
С начала 20 века одной из наиболее распространённых причин смертности населения в невоенное время в развитых странах являются онкологические заболевания, в количественном выражении они уступают только сердечно-сосудистым патологиям.  Начиная с середины 20 века в борьбе с раком используется сочетание радиационной терапии, хирургии и химиотерапии. Среди наиболее используемых химических препаратов можно выделить координационные соединения платины.

С момента открытия в 60-х годах 20 в. Барнеттом Розенбергом цитостатического действия цис-дихлордиаминплатины (коммерческое название - цисплатин) и до настоящего времени это соединение активно используется в качестве противоопухолевого препарата. Было установлено, что активность цисплатина обусловлена его взаимодействием с ДНК в клетке, а конкретно - с возможностью образовывать внутри- и межнитевые сшивки-«скобы», блокирующие процесс репликации ДНК.  

            При клиническом использовании выяснилось, что цисплатин имеет широкий спектр побочных эффектов из-за низкой избирательности, способности опухолей вырабатывать резистентность к нему,  цитотоксичности, нефротоксичности и др., вызывающих проблемы с качеством жизни больных. Всё это привело к пониманию необходимости поиска более гуманных препаратов, т.е. ки
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 необходимости синтеза и тестирования новых соединений, которые по эффективности действия были бы аналогами цисплатина, но отличались от него отсутствием столь серьезных побочных явлений. Поиск новых препаратов осуществляют среди координационных соединений с отличием от цисплатина в геометрии, лигандах или координационных центрах (обычно это атомы переходных металлов). 

Действие самых известных на настоящее время аналогов цисплатина - сатраплатина, оксалиплатина также связано с их взаимодействием с ядерной ДНК. Для предварительного отбора потенциально противоопухолевых препаратов, помня о характере действия цисплатина, логично новые соединения тестировать на взаимодействие с молекулой ДНК in vitro.  Также к настоящему времени известно, что замена атома платины на атом палладия снижает токсичность координационных соединений.

Задача данной работы – установление факта и характера связывания двух палладиесодержащих координационных соединений, различающихся лигандами второй координационной сферы, с ДНК в водно-солевых растворах. Для сравнения используются препараты платины аналогичной структуры.
Глава 1.  Противоопухолевые препараты на основе металлизированных координационных соединений, в том числе с органическими лигандами, и их взаимодействие с молекулой ДНК. 
1.1. Структура и некоторые свойства молекулы ДНК.

Нуклеиновые кислоты (НК) – это биополимеры, являющиеся носителями наследственной информации у живых организмов.

Все НК делятся на два класса, определяемые моносахаридом в составе соединений – это либо рибо-, либо дезоксорибонуклеиновые кислоты. Рибонуклеиновая кислота (РНК) – это полимер, в состав которого входит рибоза, дезоксорибонуклеиновая кислота (ДНК) – полимер, в состав которого входит 2-дезоксорибоза.  Моносахариды в нуклеиновых кислотах всегда представлены в форме фуранового кольца [1].
[image: image137.png]



Рис. 1.1.1. Рибоза и дезоксирибоза.

         Мономерные звенья НК – это нуклеотиды, образованные дезоксирибозой, азотистым основанием и остатком ортофосфорной кислоты. Два соседних сахара связаны между собой фосфодиэфирными связями между 5'-углеродом  одного и 3’ углеродом сахара другого (соседнего) нуклеотида.

[image: image2.emf]
Рис. 1.1.2. Основная цепь ДНК (первичная структура – последовательность нуклеотидов).
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Рис.   1.1.3. Химическое строение нуклеозидов и нуклеотидов.

Азотистые основания нуклеиновых кислот являются производными пурина либо пиримидина. Рис. 1.1.4  наглядно иллюстрирует,  что аденин (А) и гуанин (Г) относятся к пуриновым основаниям, а тимин (Т), цитозин (Ц) и урацил (У) являются пиримидиновыми.  Для ДНК характерны азотистые основания А, Т, Г, Ц, у РНК в составе представлен У (вместо Т). Ещё отличие - ДНК и РНК различны конформацией сахара. Пуриновые основания образуют  N-гликозидную связь с пентозой (дезоксирибозой или рибозой в зависимости от вида НК) через девятый атом азота, пиримидиновые - через первый.

[image: image4.wmf]
Рис.  1.1.4.  Азотистые основания нуклеиновых кислот  - производные пурина и пиримидина.

Азотистые основания ДНК имеют избирательное геометрическое сродство друг к другу (попарную комплементарность), проявляющуюся в том, что А образует две водородных связи с Т, а  Г – три водородных связи с Ц. Образование вторичной структуры ДНК происходит за счёт образования водородных связей между комплементарными парами оснований. Две H-связи между А и Т и три связи между Г и Ц стабилизируют двойную спираль, определяя её нативность. 
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Рис.  1.1.5.   Водородные связи между комплементарными азотистыми основаниями ДНК.

ДНК в нативном состоянии представляет собой две полимерные цепи, образующие двойную  спираль, как это было доказано в 1953 г. Дж. Уотсоном и Ф. Криком на основании данных, полученных рентгеноструктурным анализом [2]. 
Следующий рисунок представляет вторичную структуру ДНК в В-форме, которая реализуется  в клетке и в растворах, имитирующих клеточную среду.

[image: image6.emf]
Рис. 1.1.6. Вторичная структура ДНК (В-форма), построенная по координатам всех

атомов. Вид сбоку и сверху. А - скелетная модель; Б – объемная модель.

В принципе НК по строению – это полинуклеотиды, построенные из мономеров  (мононуклеотидов). У всех живых организмов НК - это линейные (т.е. неразветвленные) полимеры.  Длина двуцепочечной ДНК измеряется числом пар оснований (т.е. числом пар комплементарных нуклеотидов) и обозначается в единицах «п.н.» или b.p. (в англоязычной литературе, от «base pair»). В хромосомах длина ДНК может достигать нескольких сантиметров.
Для удобного описания полинуклеотидной цепи ей задаётся направление. Так как на одном из её концов остаётся свободной 5’-OH-группа, а на другом 3’-OH-группа, то направление полинуклеотидной цепи записывается в виде 5’→3’ (от начала к концу; соответственно, 5’-OH-группа – начало цепи, 3’-OH-группа – конец цепи).   В двуспиральной молекуле ДНК цепи антипараллельны, т.е. одна из двух имеет направление 5’→3’, другая, соответственно, 3’→5’ [1].

        Последовательность чередующихся нуклеотидов в полинуклеотидной цепи - первичная структура ДНК. Нуклеотидный состав молекул ДНК определён правилами Чаргаффа, т.е.

- содержание пуриновых нуклеотидов равно содержанию пиримидиновых: A + Г = Ц + Т,
- содержание тимина равно содержанию аденина: А = Т
- содержание гуанина равно содержанию цитозина: Г = Ц,
- количество аденина и цитозина равно количеству гуанина и тимина: А + Ц = Г + Т.
Азотистые основания ориентированы внутрь спирали, причём их плоскости перпендикулярны оси спирали и параллельны друг другу, что образует внутри спирали стопку из оснований. В стопке между основаниями возникают  стэкинг-взаимодействия («стопочные»), которые дополнительно, совместно с H-связями, способствуют стабилизации структуры двойной спирали в пространстве. Эти взаимодействия имеют гидрофобную природу [1]. 

Молекулы ДНК в зависимости от степени гидратации могут существовать в разных формах. А-форма (11 пар оснований на виток, основания наклонены к оси спирали под углом 70°, диаметр спирали 20 Å) существует при условии, когда содержание воды не превышает 40% и образуется при дегидратации В-формы ДНК.

В-форма ДНК - это классическая «уотсон-криковская» двойная спираль, образование которой реализуется при содержании воды более 40 %. Вторичная структура нативной ДНК в растворе и в клетке – правоспиральная В-форма, которая характеризуется наличием большой и малой бороздок, перпендикулярной ориентацией плоскостей оснований относительно оси спирали, расстояние между которыми равно 0,34  нм  (10 пар оснований на 1 виток) с наклоном пар оснований к оси спирали - 90° и диаметром спирали в 20Å.
Ричем и его сотрудниками была предложена модель левозакрученной двуспиральной структуры с 12 парами оснований на виток и шагом спирали 44,6Å (это Z-форма ДНК) [1].
[image: image1.emf]
     Рис. 1.1.7. Основные формы вторичной структуры двуспиральной ДНК.  

Помимо этих форм встречаются ещё «неканонические» формы ДНК, которые реализуются в случае двуспиральных синтетических олигонуклеотидов определенной последовательности [1]. В растворе двуспиральная ДНК обычно сворачивается в статистический клубок (т.е. обладает третичной структурой). 

Так как почти во всём диапазоне pH молекула ДНК имеет отрицательный заряд на фосфатных группах, то конформация молекулы ДНК во многом может быть определена электростатическими взаимодейстиями: дальние взаимодействия связаны с полиэлектролитным набуханием клубка, изменение же ближних приводит к увеличению т.н. «электростатической составляющей» персистентной длины, которое можно наблюдать только при малых значениях ионных сил (когда концентрация NaCl в растворе не превышает 0,003 M [3]).  При больших же ионных силах полиэлектролитное набухание ДНК подавлено, а при концентрациях соли более 1 М роль начинают играть объёмные (неэлектростатические) эффекты [4]. 

      В области кислых pH молекула ДНК помимо отрицательного заряда на фосфатных группах  может приобрести и положительный заряд, как результат протонирования азотистых оснований. Сейчас повсеместно считается, что в нативной ДНК переносчиком протона из среды является наиболее слабая протон-акцепторная группа N7 гуанина [4], которая (в отличие от протон-акцепторных центров других оснований) не участвует в образовании водородных связей, а выходит в большую бороздку ДНК, и, соответственно,  более доступна для протонов среды. Величина  pK оснований ДНК зависит от ионной силы раствора     (рK = 3,3 для ДНК в 0,15 M NaCl и рK = 4,7 в 0,005 M NaCl) [4], так что существует достаточно широкая область pH, в которой заряд макромолекулы определяется только наличием отрицательно заряженных фосфатных групп (на 3,4 Å приходится 2 заряда электрона). При изменении же внешних условий (температуры и/или pH среды) можно наблюдать тепловую и/или кислотную (щелочную) денатурацию (т.е. «плавление») ДНК – разрушение водородных связей и стэкинга, что приводит к расплетанию и разделению цепей, т.е. в конечном счёте к утрате нативности ДНК.

Глава 1.2. Координационные соединения металлов, взаимодействующие с молекулой ДНК.
Действие алкилирующих (как «классических», так и «алкилоподобных») антибластических препаратов основано на взаимодействии молекулы препарата алкильной группой (или аналогом) с основаниями ДНК. 

При взаимодействии молекула препарата способна создавать внутринитевые и межнитевые сшивки, что в конечном счёте приводит к нарушению возможности репликации ДНК или к нарушению пространственной структуры ДНК, что и приводит к гибели клетки через апоптоз [5].
         Пожалуй, наиболее распространёнными алкилоподобными препаратами в фармацевтике являются координационные соединения металлов. 

         Координационное соединение – это соединение, содержащее группу ионов или нейтральных молекул, размещённых в определённом порядке (т.е. координированных) вокруг центрального атома или иона. Центральный атом или ион в таком соединении именуется комплексообразователем.  Поэтому координационные соединения иначе названы комплексными.   

        Координационных центров в молекуле может быть и несколько. 

        Окружающие координирующий центр группы ионов или нейтральных молекул носят название лигандов («привязок», от лат. ligare - связывать).

        Иногда координационными соединениями называют те, в структуре которых есть крупные молекулы, соединённые с центром координационными связями (они же донорно-акцепторные, осуществляемые неподелённой парой электронов атома-донора и свободной орбиталью атома-акцептора) . 
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Рис. 1.2.1. Механизм образования координационной связи при формировании комплексного катиона [6].

Центром в большинстве случаев является положительно заряженный ион металла, хотя бывает и иное.

При пространственном описании любой комплексный препарат можно разделить на внутреннюю и внешнюю координационные сферы [7]. Внутренняя координационная сфера – это центральный атом и непосредственно связанные кулоновскими силами либо координационно с ним лиганды. Внешняя сфера – это ионы, привязанные уже к лигандам внутренней сферы, обычно ионной или водородной связью, к центру они доступа не имеют.

        Комплексные соединения, имеющие внешнюю сферу, всегда являются электролитами, и в водных растворах они диссоциируют на координационный ион и ионы внешней сферы. Внутренняя сфера может иметь любой по знаку заряд или не иметь его вовсе.

        Если заряд лигандов компенсирует заряд комплексообразователя, то такое соединение представляет собой только внутреннюю сферу, не имеющую заряда, это комплекс-неэлектролит. 

         Таким образом, по заряду можно поделить комплексы на катионные, образованные координацией нейтральных молекул вокруг положительного иона (пример - хлорид тетрааминцинка(II), [Zn(NH3)4]Cl2, здесь у иона цинка заряд 2+, NH3 - нейтральная молекула, два иона хлора Cl2 имеют заряд 2-), анионные, в которых комплексообразователь - это атом с положительной степенью окисления, а лиганды – простые или сложные анионы (пример - тетрагидридоалюминат (III) лития Li[AlH4], здесь Li+, [AlH4]-), и нейтральные, образующиеся при координации молекул вокруг нейтрального атома либо при координации отрицательных ионов вокруг положительного комплексообразователя (пример - диаминодихлорплатина (II) [Pt (NH3)2Cl2]).
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Рис. 1.2.2. Ион тетрааминцинк, алюмогидрид лития и цис-конформация диаминдихлорплатины.

В описании координационных соединений также используются понятия «координационное число» и «дентантность лиганда».

Координационное число – число связей во внутренней сфере (т.е. связей, которые способен установить координационный центр с лигандами).

Дентантность лиганда  - число мест, занимаемых лигандом во внутренней сфере комплексообразователя. Бывают моно-, би- и полидентантные лиганды.
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Рис. 1.2.3. Структура комплексного соединения на примере гексацианоферрата (III) калия.
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Рис. 1.2.4. Связь понятия «координационное число» с геометрией молекулы [6].
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Рис. 1.2.5. Пространственное строение изомеров [Pt(NH3)2Cl2], слева транс-, справа цис-изомер [6].

Координационные соединения нашли широкое применение в химии. Например, металлы особой чистоты получают из их карбонилов. Также такие соединения могут быть использованы в качестве индикаторов в аналитической химии, катализаторов в неорганическом и органическом синтезе и т.д.[8].
Они встречаются и в биологических объектах. Всем знакомые с детства гем и хлорофилл – координированные с железом и магнием порфирины.
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Рис. 1.2.6.   Металлопорфирины гем и хлорофилл в качестве примера комплексных соединений.

В медицине координационные соединения широко распространены в онкохимиотерапии.

Всё началось в середине 60-ых годов 20 века с открытия Барнетта Розенберга, наблюдавшего гибель E. Coli вследствие влияния комплексных соединений платины, что показало, что такие соединения могут быть и противоопухолевыми препаратами [9]. Дальнейшие исследования, уже на мышах, подтвердили догадку, была обнаружена активность соединения именно в цис-конформации на больных мышах [10].

Открытие цисплатина в качестве противоопухолевого  препарата побудило исследователей заняться им и ему подобными соединениями. В ходе многолетних исследований была выявлена масса свойств цис-ДДП. Антибластическое и цитотоксическое действие цисплатина показано в экспериментах на многих моделях: микроорганизмах, вирусах, растительных и животных клетках, а также перевивных опухолях и лейкозах, что говорит о том, что цисплатин обладает широким спектром высокой противоопухолевой и противолейкозной активности у животных с солидными и асцитными опухолями, а также при лейкозах различного происхождения и морфологического строения, как перевивных, так и вирусных или индуцированных [11].  Также стала очевидной роль геометрии молекулы в биологических процессах: транс-ДДП   не показала  противоопухолевой активности, показав на клетках мутагенную активность. 

Механизм действия цисплатина – это вещество алкилоподобное [5]. Препарат в клеточном ядре способен связаться с седьмым атомом азота гуанина молекулы ДНК (позиция N7 гуанина доступна для лигандов, так как выходит в большую бороздку ДНК и отличается повышенной электроотрицательностью), что может привести к образованию внутринитевых и межнитевых сшивок. В первом случае искажается естественная геометрия укладки молекулы ДНК в ядре (дополнительное изгибание структуры двойной спирали и нарушение стэкинга оснований ДНК), во втором случае нити двойной спирали сшиваются, что делает невозможной репликацию. В итоге при подходящих прочих условиях возникает ситуация, когда клетка не может далее делиться, выключается из клеточного цикла и гибнет по механизму апоптоза.
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Рис. 1.2.7. Типы связывания ДНК с цис-ДДП. Зигзаги - схематично две цепи ДНК. 1- 1,2-внутринитевая сшивка; 2- 1,3-внутринитевая сшивка; 3- монофункциональное связывание; 4- 1,1-межнитевая сшивка; 5- 1,3-межнитевая сшивка.

Рисунок 1.2.8 наглядно показывает основные формы аддуктов (т.е. результатов реакции соединения) реакции ДНК+цисплатин.
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Рис. 1.2.8. Формы аддуктов. Слева направо: 1,2-внутринитевые и межнитевые сшивки (активные), монофункциональные аддукты и сшивки ДНК-белок (неактивные).

          Однако исследования выявили и массу недостатков цисплатина. Логичным выходом из положения стал, в первую очередь, поиск других препаратов, сходных по строению с цисплатином, т.е. поиск биологически активных металлизованных координационных соединений. 

1. 3. Цисплатин и его аналоги.

             С конца 60-ых годов 20 века в химиотерапии опухолей прочно закрепился препарат цисплатин, показавший действие на разнообразных модельных и реальных биологических системах. Однако  исследования также выявили и недостатки цисплатина: очень сильное действие в сочетании с низкой избирательностью, вырабатываемая резистентность у выживших клеток, ухудшение качества жизни пациента и т.д.. Логичным выходом из положения стал, в первую очередь, поиск других препаратов на основе платины, причём самый простой путь – поэтапно модифицировать уже хорошо изученный цисплатин [5]. И тестировать на ДНК для первичного отбора.

     Модернизировать координационное соединение можно следующими способами:

- менять геометрию изомеризацией (пример – цис- и транс-платин),

- заменять металл на тот же, но с другой валентностью (и этим менять количество лигандов внутренней сферы, замена двухвалентной платины на четырёхвалентную, что позволяет включать во внутреннюю сферу 6 лигандов вместо 4),

- заменять лиганды (пример – BPC1, где хлор полностью заменён на органические производные лигнина), в случае даже самого простого цисплатина замена только одного лиганда дают четыре новых производных препарата,

- включить в структуру другой металл платиновой группы,

- менять геометрию созданием комплексов с определенными молекулами (фталоцианин -> дифталоцианин), создавать структуры типа «сэндвич» или молекулярные цепочки.

           Рисунок 1.3.1 ниже иллюстрируют препараты на основе модернизированного цисплатина, применяемые в настоящее время в химиотерапии.
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Рис. 1.3.1. Производные цисплатина - препараты платины, полученные заменой лигандов либо изменением валентности комплесообразователя, оксалиплатин, сатраплатин и LA-12.
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Рис. 1.3.2. Молекулы сложной геометрии, применяемые в синтезе современных противоопухолевых препаратов. Слева – лигнин, одна из возможных структур лиганда, замещающего анионы хлора цисплатина при синтезе препарата BPC1 [12], справа металлизованный дифталоцианин, структура типа «сэндвич» [13].
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Рис.1.3.3. Иллюстрация факта, что атом N7 гуанина является основной мишенью для значительного числа противоопухолевых препаратов на основе платины.
         Задача данной работы – проверить взаимодействие ДНК с препаратами, состоящими из иона двухвалентного палладия в качестве координационного центра и молекул диаминокарбенов в качестве лигандов.
1.4. Диаминокарбены.
      Данная работы направлена на исследование взаимодействия с ДНК аналогов цисплатина, палладий-содержащих препаратов из класса диаминокарбенов: KM_811 и KM_788, в качестве сравнения можно привести аналогичные с ионом двухвалентной платины, КМ_810 и КМ_789 [14].  
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Рис. 1.4.1. Структура используемых в работе соединений. KM-788 или Pd-Xyl-bis, KM-789 или Pt-Xyl-bis,  KM-810 или Pt-Cy-bis, KM-811 или Pd-Cy-bis.
       Выше показано, что соединения эти попарно отличаются центрами, а также попарно – лигандами, поэтому их можно обозначать как Pd bis Cy,  Pd bis Xyl, Pd bis Cy,  Pd bis Xyl, где Cy – ксилил, а Xyl – циклогексил.
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КМ_811 (Pd-bis-Cy). М=612 г/моль.                  КМ_788 (Pd-bis-Xyl). М=656 г/моль.
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КМ_810 (Pt-bis-Cy). М=700 г/моль        КМ_789 (Pt-bis-Xyl). М=744 г/моль         

Рис. 1.4.2.  Пояснение к названиям препаратов.

        Ксилил – другое название 2,4,6-тринитроксилола, циклогексил – одновалентный радикал, циклогексан без одного атома водорода.

        На рисунках приведены ксилил и циклогексан. Формула циклогексана С6Н12, циклогексила С6Н11, соответственно.
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Рис.1.4.3. Ксилил и циклогексан.

Соединения получены на кафедре ФОХ Института химии СПбГУ в группе член-корреспондента РАН по Отделению химии и наук о материалах Вадима Юрьевича Кукушкина [15].

Мы помним, что координационные соединения металлов платиновой группы давно и успешно используются в качестве катализаторов. Данные комплексы и были синтезированы  с этой целью.

Изменения атомов в координирующем центре может значительно повлиять на свойства получившихся соединений – улучшить их растворимость, усилить эффективность, уменьшить токсичность и сделать их активными по отношению к ранее устойчивым формам рака [16].
Так как соединения имеют  очевидное сходство с цисплатином, химиками-синтетиками было решено проверить данные соединения на антипролиферативную активность. 
В результате в группе профессора Инго Отта (Ingo Ott) в Институте медицинской и фармацевтической химии Технического университета г. Брауншвейга, Германия (Institute of Medicinal and Pharmaceutical Chemistry, Technische Universität Braunschweig) были проведены эксперименты по определению антипролиферативной активности комплексов.

Эксперименты проводились на HT-29 colon  (human colorectal adenocarcinoma cell line) и MCF-7 breast (human breast adenocarcinoma cell line). Итоги исследований приведены в таблице.
Табл. 1.4.1. Активность диаминокарбеновох комплексов платины и палладия 

	Аббревиатура
	Формула
	HT-29 colon
	MCF-7 breast

	КМ_811

(Pd-bis-Cy)
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Антипролиферативная активность - это более корректное название того, что обычно называют цитотоксической активностью, т.к. есть ещё цитостатическая активность, и в общем случае их надо различать. Чтобы этого не делать, говорят об антипролиферативной активности, что буквально означает «препятствующая пролиферации», т.е. размножению, росту. Физический смысл цифр в таблице – это концентрация препарата (координационного комплекса), при которой наблюдается 50% ингибирование роста (числа) клеток в присутствии препарата по сравнению с контролем, когда препарат в клеточную культуру не добавляли. Измеряется соответственно в единицах молярной концентрации (в таблице это микромоль на литр, мкМ), Обозначается IC50 (ингибирующая концентрация 50% то есть). Соответственно, чем ниже индекс, тем меньшая концентрация препарата вызывает ингибирование роста клеток и тем препарат активнее. Если IC50 100 мкМ и больше, то можно считать, что оно малоактивно, если 10, то это весьма биологически активное вещество. Если между этими значениями, то есть смысл с препаратом работать дальше, в смысле, менять структуру при синтезе, в чём, собственно, и заключается помощь биофизиков химикам.
Видно, что замена координационного центра или лиганда сильно влияет на антипролиферативную активность одного и того же комплекса на модельных системах.

Чтобы понять механизм действия препаратов, было решено проверить, как поведут себя данные аналоги цисплатина на выделенной ДНК в водно-солевых растворах.

Что и является содержанием данной работы.

Глава 2. Методы и материалы.
 2.1. Электронная спектроскопия (спектроскопия поглощения).

       При прохождении излучения через раствор, помещённый на путь луча спектрофотометра,  до приёмника доходит не вся энергия излучателя - часть теряется.     

           Общая потеря энергии на оптическом пути (ослабление пучка света при его распространении в веществе) называется экстинкцией.  В случае работы с растворами экстинкция тождественна поглощению.  Действительно, в широком диапазоне концентраций поглощение света связано с концентрацией линейной зависимостью – через формулу Бэра  D=εcl. 

          Здесь l – длина оптического пути света в растворе (у нас – расстояние между стенками кюветы), c – концентрация поглощающего соединения в растворе, ε – коэффициент молярной экстинкции (фактически, коэффициент поглощения, отнесенный к единице концентрации), который индивидуален для каждого вещества.   Левая часть (D) в формуле – это оптическая плотность, т.е. десятичный логарифм отношения исходной I0 и пришедшей на приёмник I интенсивностей света, прошедшей через раствор – показатель степени в формуле Ламберта-Бугера для пришёдшего на приёмник излучения          I=I0*10-D   .
Запись закона Ламберта-Бугера-Бэра можно представить в виде
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          Подробнее здесь [17]. Любое вещество состоит из атомов, которые обладают определенным набором энергетических уровней. Помимо электронного спектра (полосы поглощения в УФ и видимом диапазоне) для вещества характерен набор колебательных и вращательных уровней, связанных с определенным строением молекул, переходы между которыми изучают обычно с помощью инфракрасной спектроскопии (молекулярная спектроскопия). 

         На рис. 2.1 представлена схема типового сечения поверхности потенциальной энергии для основного и первого возбужденного электронных состояний. В каждом из этих состояний имеется множество колебательных подуровней, которые распадаются на большое число вращательных подуровней.
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Рис.  2.1.   Схема энергетических уровней основного и первого возбужденного электронных состояний  молекулы. Показаны колебательные (более темные линии) и вращательные (тонкие линии) подуровни для двух электронных состояний.

         Поглощение энергии происходит, если количество поглощенной энергии соответствует разности энергий квантованных состояний, т.о., свет с длиной волны (  поглощается, когда 
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где Е1- энергетический уровень молекулы до поглощения (например, основной), а Е2- энергетический уровень, достигаемый в результате поглощения (например, первый возбуждённый). Процесс это вероятностный.

       Упрощенно: переход между электронными энергетическими уровнями соответствует энергии, необходимой для перемещения электрона с одной орбитали на другую.     Вероятности переходов при разных длинах волн формируют спектр поглощения. Таким образом, спектром поглощения называется зависимость вероятности поглощения от длины волны.

        В зависимости от области длин волн используемого (и регистрируемого)  излучения, или от энергии падающей волны,  спектры поглощения делят на колебательные, вращательные и электронные. 

           В работе использовали электронную спектроскопию (в оптическом и ближнем УФ диапазонах энергия падающей волны вызывает именно электронные переходы). Оптические спектры атомов связаны с квантовыми переходами электронов внешней электронной оболочки. При объединении атомов в молекулу обобществлённые (валентные) электроны образуют внешнюю оболочку и остаются ответственными за оптические спектры. Это т.н. «оптические электроны».

       Электронные переходы бывают разных типов в зависимости от орбиталей [18-20]. Различают молекулярные орбитали ( и (-типа. Орбитали обоих типов могут быть связывающими  ( и ( (с объединением атомов) и разрыхляющими (* или (* (с разъединением атомов). Поглощение света сопровождается переходом со связывающей ( или ( орбитали на разрыхляющую ((* или (*), в связи с чемм различают (-(* и (-(* переходы. 

        Не участвующие в образовании химических связей электроны неподелённых пар (2s2 у азота, например) образуют несвязывающие n-орбитали. Энергия неподеленной пары электронов в молекуле равна её энергии в изолированном атоме. Несвязываюшие n-орбитали локализованы на  отдельных атомах, тогда как  ( и (- орбитали обычно распространяются на два или более атома в молекуле.
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                        Рис. 2.2. Типы электронных переходов.

           Как видно из рис. 2.2, уровень n несвязывающей орбитали лежит выше уровней связывающих  ( и (-орбиталей. В основном состоянии  (, ( и n орбитали обычно заняты электронами, а  (* и (* орбитали свободны. Поглощение света происходит в результате переходов с занятых орбиталей на свободные. Наибольшей энергии требует  (-(* переход, характерный для насыщенных молекул и соответствующих поглощению в вакуумном ультрафиолете ((<200 нм). Переходы (-(* происходят в молекулах с сопряженными связями и в ароматических молекулах, они связаны с поглощением в видимой области или ближнем ультрафиолете. Переходы n-(* и n-(* происходят в молекулах, содержащих гетероатомы (N, O, S и т.п.). Для биологических макромолекул типичны переходы в УФ области спектра.

         Поглощают в видимом диапазоне (и ближних ИК и УФ) не все атомы молекулы, а лишь специфические группы атомов, называемые хромофорами («хром» - видимый свет). Сумма поглощений хромофоров, из которых состоит данная молекула, и даёт в итоге наблюдаемый спектр. В биополимерах хромофорных групп обычно огромное количество.    

 Поглощение нуклеиновых кислот в УФ области связано с поглощением света  азотистыми основаниями. Сахарофосфатный остов при длинах волн больше 220 нм по сравнению с поглощением азотистых оснований почти не даёт вклада. 
У всех азотистых оснований в диапазоне 200-300 нм должно проявляются несколько разных n → π*- и π → π*-переходов. Полоса аденина, имеющая максимум при λ=260 нм и вид гауссовой кривой, на самом деле, образована более чем одним электронным переходом. Полосы поглощения гуанина и цитозина обладают большим числом неразрешенных полос.

Моменты переходов многих электронных полос оснований нуклеиновых кислот лежат в плоскости ароматических колец. Поглощение всех оснований в ближней УФ области обусловлено несколькими переходами, что усложняет анализ влияния конформации на спектры нуклеиновых кислот.

Биополиметрам присущ гипохромизм: двуспиральные полинуклеотиды и нуклеиновые кислоты поглощают меньше в расчете на нуклеотид, чем поглощает просто сумма составляющих их нуклеотидов. Таким образом, природная двуспиральная ДНК поглощает меньше единиц интенсивности из расчёта на один нуклеотид, чем денатурированная («расплавленная») нить ДНК, это и есть гипохромизм из-за стэкинг-взаимодействия оснований в стопке.

На основании оценки гипохромизма возможно определение степени денатурации ДНК [21]. Полосы поглощения отдельных хромофоров НК сливаются и дают простую на вид полосу с λmax = 260 нм.
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Рис. 2.3. Спектры поглощения четырех дезоксинуклеотдов как функция pH [22]

Таблица 1. Коэффициенты экстинкции нуклеотидов

                 
[image: image35]
           Всё спектральные исследования, в том числе определение оптической плотности D для определения концентрации и коэффициента молярной экстинкции ДНК проводили на спектрофотометре СФ-56. 

Для расчёта концентрации ДНК и оценки её нативности использовали метод  Спирина [23]. Концентрацию ДНК определяли по разности поглощения на длинах волн 270 нм и 290 нм её гидролизованных совместным действием высокой температуры и кислоты (15-минутное кипячение в   6% HClO4) по формуле:    

                                 C=50·10- 4·(C270 – C290)  (г/дл ).

Нативность ДНК определяли по коэффициенту молярной экстинкции ε260 (P), определенному по поглощению растворов ДНК на 260 нм по формуле:  

                                            ε260 (P) = (31,1·D260)/(C·l),

где C – это концентрация, выраженная в г/дл (или %), а l – длина кюветы в см.

          В эксперименте использовали лишь те растворы, для которых коэффициент молярной экстинкции ДНК соответствовал нативному состоянию: 6200 < ε260 (P) < 6900.

2.2. Метод измерения кругового дихроизма.

             Метод измерения кругового дихроизма (сокращённо: КД) нашёл применение в исследованиях биологически активных молекул. В целом, это один из методов, позволяющих судить о состоянии вторичной структуры биополимеров в растворе.

           КД базируется на понятии хиральности молекул и их взаимодействии с поляризованным светом.

   Линейно поляризованный свет можно разложить на сумму лево- и правополяризованного.  

           Круговой дихроизм – это разница в поглощении света ∆(, поляризованного по кругу вправо и влево [17]. Методика измерения кругового дихроизма (КД) основана на определении этой разницы при поглощении света растворами оптически активных веществ: ∆( = (L - (R, где ( - молярный коэффициент экстинкции.
            Величина ∆( измеряется в пределах полосы поглощения хромофора в зависимости от длины волны и может быть как положительной, так и отрицательной. В зависимости от типа спектральных изменений ∆( имеет максимальные значения вблизи максимума же поглощения хромофора  либо в максимуме оптической плотности обращается в ноль.

            Биополимеры (белки и НК) сами по себе оптически активны, т. е. в растворах вращают плоскость поляризации проходящего через них света, что есть следствие разной скорости распространения поляризованных по кругу вправо и влево компонент плоскополяризованного луча. Угол вращения плоскости поляризации есть функция длины волны. Это явление - дисперсия оптического вращения.
       Для проявления оптической активности должны быть соблюдены три условия.          

1. Расстояния между различными электронами молекулы, взаимодействующими со световой волной, не должны быть исчезающе малыми по сравнению с длиной волны.  

2. Эти электронами должны взаимодействовать между собой.

3.  Молекула должна быть обладать хиральной, т.е. не иметь ни плоскости, ни центра симметрии [17]. Плоскополяризованая волна, проходя через среду, которая обладает разными показателями преломления для лево- и правополяризованных по кругу компонентов, будет характеризоваться углом ( поворота результирующей плоскости поляризации.
          Если эти измерения проводятся в оптически активной полосе поглощения вещества, то возникает круговой дихроизм, степень которому задаёт разность коэффициентов экстинкции для лево- и правополяризованной по кругу световой волны. 

         Прохождение через оптически активную среду плоскополяризованного монохроматического света проявляет круговой дихроизм в превращении линейнополяризованной волны в эллиптически-поляризованную. Мера этого эффекта - это эллиптичность ( (угол, тангенс которого равен отношению малой и большой полуосей эллипса поляризации). Молекулярная эллиптичность определена как:
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         В НК хромофорами являются пуриновые (аденин и гуанин) и пиримидиновые (цитозин, тимин и урацил) азотистые основания нуклеотидов. Наряду с (((*-переходами (основная полоса при 260 нм) вклад в общее поглощение дают и n((*-переходы («плечи» в области 280 – 300 нм) с участием неподеленной пары электронов гетероатомов азота и кислорода. Поглощение и круговой дихроизм ДНК имеют сложный характер, так как в поглощении кванта света участвует не одно основание, а группа оснований, внутри которых передаётся энергия поглощённого кванта света. Такой механизм поглощения часто называют экситонным.  А если более детально, то каждый конкретный вид спектра КД НК зависит  от конформации полимеров, которая, в свою очередь, зависима от условий, в которых они находятся (рис.2.4).
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Рис. 2.4. Вид спектров КД, соответствующих разным формам двойной спирали ДНК [24].

Характерная черта КД-спектра B-формы ДНК - приблизительное равенство по интенсивности положительной полосы КД  (λmax. = 275 нм) и отрицательной (λmin. = 245 нм). Нулевой круговой дихроизм наблюдается при 260 нм, что соответствует максимуму полосы поглощения ДНК (экситонный спектр).

В работе использовали автодихрограф Mark IV (Jovin Ivon, Франция), подключенный к персональному компьютеру. Измерения проводили в кварцевых кюветах длиной l = 1 см. 

2.3. Низкоградиентная вискозиметрия.

           Спектральные методы исследования хороши для оценки влияния биологически активного препарата на вторичную структуру ДНК. Для оценки действия лиганда на третичную структуру макромолекулы с середины 20 века принято более естественным использовать гидродинамические методы.

          Первый из гидродинамических методов, применяемых при изучении влияния низкомолекулярного лиганда на макромолекулу биологического происхождения, это низкоградиентная вискозиметрия - измерение вязкости разбавленных растворов полимеров [25]. В отличие от оптических методов, позволяющих понять взаимное расположение атомов в молекуле, гидродинамические методы позволяют оценить параметры молекулы как целого, в частности, средневязкостную молекулярную массу М (при условии предварительной градуировки независимым методом)  и размеры молекулярного клубка (среднеквадратичное расстояние между концами цепи  
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 для линейных молекул). Эти параметры  можно определить через получаемую в результате измерений характеристическую вязкость [η]. При комплексообразовании (и любом ином воздействии на макромолекулу, протекающем здействияразования, дазмеренийских методов, применяемых при изучении влияния низкомолекулярного лиганда на макромолекулу биолс изменением объема молекулярного клубка)  метод позволяет эффективно оценить изменения, происходящие в системе.

      Само понятие вязкости жидкости выводится из представления о движении «слоёв» жидкости друг относительно друга без перемешивания, т.е. о движении жидкости при низких градиентах (ламинарный поток). Слои движутся с разными скоростями и  тормозят движение соседних за счёт внутреннего трения, которое можно описать как явление переноса импульса.

     Если жидкость движется со скоростью U, направленной вдоль оси X, и при этом отличен от нуля градиент скорости потока
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то количественно вязкость жидкости η является коэффициентом пропорциональности между τ — напряжением сдвига и градиентом скорости из уравнения Ньютона: 

τ = ηg.

В случае растворов появляются дополнительные потери энергии на трение частиц, что приводит к увеличению вязкости. Мера этого увеличения служит относительная вязкость ηr = η/η0, т.е. вязкость раствора η относительно растворителя η0. Это характеристика в целом раствора определенной концентрации С. С параметрами же конкретно растворенных частиц связана величина характеристической вязкости:
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- приведенная вязкость раствора. Экстраполяция ее градиентной зависимости к нулевому градиенту  избавляет от учета деформации клубка и иных влияний, связанных с движением молекул,  а концентрационной зависимости к нулевой концентрации - избавляет от необходимости учета межмолекулярных взаимодействий, в разбавленном растворе их нет. 
        Вискозиметры (приборы для измерения вязкости) в зависимости от исследуемых образцов существуют в разных вариантах. При исследовании систем, включающих молекулы крупные молекулы типа НК, целесообразно пользоваться низкоградиентными ротационными вискозиметрами типа Зимма-Крозерса, так как чем меньше градиент скорости, тем легче получить корректное значение характеристической вязкости (или близкое к ней при малых концентрациях значение приведенной вязкости). Гибкая цепная макромолекула в растворе имеет вид случайным образом свернутого клубка асимметричного по форме, который можно аппроксимировать эллипсоидом вращения с примерным соотношением осей как 1:2 (верно для гауссового клубка в идеальном растворителе). Разность скоростей слоёв жидкости, в которых находится молекула, приводит к деформации и вращению молекулы. Деформация отсутствует только при малых градиентах скорости потока, соответственно, характеристическая вязкость стремится к истинному значению при стремлении градиента скорости к нулю.

Вискозиметр типа Зимма-Крозерса - это два коаксиальных стеклянных цилиндра статор и ротор-поплавок, между которыми размещена исследуемая жидкость [25, 26]. Ротор имеет металлический сердечник и дистанционно приводится во вращение магнитным полем. В результате внутреннего трения жидкость в статоре тоже приводится во вращение. Отслеживаемая скорость вращения ротора (время оборота ротора в растворе) и позволяет определить вязкость жидкости - скорость вращения ротора обратно пропорциональна вязкости.

[image: image128.jpg]



Рис.2.5. Модифицированный магнитный ротационный вискозиметр типа Зимма-Крозерса. 1 - статор, 2-ротор, 3 - термостатируемая рубашка, 4 - катушка электромагнита, 5 - держатель термостатируемой рубашки, 6 - сердечник катушки.

         В эксперименте непосредственно определяется величина относительной вязкости  раствора – отношения времён оборота ротора в исследуемой жидкости и в растворителе: 


[image: image41.wmf]0

t

t

h

=

r

,

где ( - время одного оборота ротора в содержащем НК растворе, а (0 – в растворителе. В работе использовали градиенты скорости в диапазоне g = (0,4 ( 2,0) с-1. Градиент скорости определяется по формуле:
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где 
[image: image43.wmf]1

R

 - внутренний радиус статора - внешнего цилиндра, 
[image: image44.wmf]2
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 - внешний радиус ротора, ( - время одного оборота в исследуемом растворе. 

         Сразу после определения относительной вязкости рассчитывается специфическая (или удельная, это синонимы) 
[image: image45.wmf]r

h

-1 и приведенная   (
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-1)/С, вязкость раствора, где  С – концентрация ДНК в растворе.

          Концентрационная зависимость величины приведенной вязкости 
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 описывается формулой Хаггинса [27]: 
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                  Или можно применить альтернативный способ - экстраполяция по Кремеру: 
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где k 2  — константа Кремера.

 В общем случае для любых частиц справедливо соотношение: 
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где R - универсальная газовая постоянная, T - абсолютная температура, Dr - коэффициент вращательной диффузии, А - коэффициент, зависящий от типа частиц.

         Величина характеристической вязкости определяется через экстраполяцию к нулевой концентрации ДНК  следующей зависимости:
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где ( и (0 - вязкости раствора и растворителя, С — концентрация ДНК в растворе, 
[image: image52.wmf]r

h

 —  относительная вязкость раствора. 

          Характеристическая вязкость имеет размерность удельного объема [дл/г] и является мерой дополнительных потерь энергии в растворе. Эти потери появляются из-за вращения частиц в потоке. В соответствии с теорией Флори, характеристическая вязкость макромолекулы связана с ее параметрами через соотношение:
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здесь Фо — константа Флори для данной системы полимер-растворитель (связана с качеством растворителя и жесткостью макромолекулы), М — молекулярная масса, ( — коэффициент линейного набухания макромолекулы, равный отношению среднеквадратичных расстояний между концами реальной и идеальной молекулы: 
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Для полимеров гомологического ряда справедлива формула Марка-Куна-Хаувинка: 
[image: image55.wmf][

]

a

KM

=

h

, где K и a - постоянные, характеризующие данную систему полимер-растворитель. Для клубкообразных молекул 0,5 ( а ( 0,8. Молекулярную массу ДНК  в работе определяли по значению характеристической вязкости в 0,15 М NaCl по формуле: 
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(дл/г) [25].

2.4. Динамическое двойное лучепреломление 

          Динамическое двойное лучепреломление или двулучепреломление в потоке является информативным методом исследования геометрических свойств комплексов лигандов с макромолекулами в разбавленных растворах. Молекулы движущейся жидкости или частицы, находящиеся в ней, ориентируются в потоке в постоянном градиенте скорости g и при наличии геометрической асимметрии (естественной или приобретенной в результате деформации силами потока) у частиц, в жидкости появляется оптическая анизотропия (проявление оптической анизотропии в потоке жидкости – эффект Максвелла). Если молекулы оптически анизотропны, то раствор приобретает свойство кристалла, в котором можно наблюдать явление двойного лучепреломления.  Так как оптические свойства анизотропной среды зависят от оптической анизотропии (разности поляризуемостей относительно выбранных осей частицы) входящих в нее молекул, то этот факт может дать нам информацию о некоторых молекулярных характеристиках [25, 28, 29].
             Градиент скорости создается в приборе, именуемом динамооптиметром, который состоит из двух коаксиальных цилиндров (статор и ротор), в зазор между которыми заливается исследуемый раствор.  Ротор при измерениях приводится двигателем со стороны в равномерное вращение.  Поскольку величина зазора много меньше диаметра цилиндра, градиент скорости при ламинарном потоке принимается постоянным. Схема динамооптиметра приведена ниже..
[image: image57.png]



Рис.2.3.1.  Динамооптиметр в разрезе. R (ротор), С — внешний стакан-цилиндр (статор), K – патрубки термостатирующей рубашки динамооптиметра,  ΔR – смотровой зазор, S- смотровые окошки, M – шкив, через который системой шкивов от двигателя приводится во вращение ротор, P – подшипники, H – отверстия для подливания жидкости в зазор/забора лишней жидкости, на время эксперимента закрываются пробками во имя лучшего термостатирования.
           Молекула ДНК в растворе имеет конформацию асимметричного статистического клубка.
           Асимметричная частица, попав в поток с постоянным градиентом скорости g, начинает вращение, так как на нее действует вращательный момент, и величина этого момента зависит от ориентации молекулы в потоке. Если взять для примера палочкообразную частицу, то в этом случае угловая скорость вращения w равна 
[image: image58.emf]; где φ - угол между направлением потока и осью частицы. Следовательно, при φ=0 скорость минимальна. Само собой разумеется, что такое вращение будет неравномерным, так как молекула будет стремиться повернуться своей большей осью вдоль потока, но такой ориентации будет мешать тепловое движение.  В итоге в растворе устанавливается равновесие, т.е. угол ориентации φm фиксируется.  Направление преимущественной ориентации осей частиц  зависит  от градиента скорости потока g и коэффицента вращательной диффузии частицы  Dr.  Отсюда следует, что метод ДЛП дает возможность определения величины Dr.
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Рис.2.3.2. Вращение палочкообразной частицы в ламинарным  потоке с постоянным градиентом скорости g.
          В ходе эксперимента можно определить две основные величины: угол ориентации частиц в растворе φm и разность показателей преломления ∆n = n 1 – n 2, где n 1  соответствует лучу, направленному  параллельно главному сечению (оптической оси) анизотропного слоя (это обыкновенный луч),  а n2 – направленному перпендикулярно сечению (необыкновенный луч). Величина ∆n определяется с помощью компенсатора, позволяющего определить разность фаз для обыкновенного и необыкновенного лучей δ:
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 - длина волны падающего света, l - толщина слоя исследуемой жидкости, , 0 - азимуты положения компенсатора при наличии и отсутствии градиента скорости в жидкости.

         Измерение угла ориентации и величины двойного лучепреломления в растворах полимеров проводится с помощью установки на рисунке ниже.
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Рис.2.3.3. Оптическая схема установки ДЛП: S — источник света (используется лампа накаливания с прямой спиралью), О — объектив, N – полутеневая пластинка,  L – тонкая линза проецирующая источник света в зазор динамооптиметра D, A – анализатор, K – компенсатор, P – поляризатор, R – рычаг, укрепленный на лимбе B, T – зрительная труба, фокусирующаяся на зазоре.
      Чтобы лучше понять явление ДЛП в потоке, рассмотрим внимательнее эллипсоид вращения, это самая простая модель частиц в потоке. Уже сказано, что асимметричные частицы подвержены ориентации в ламинарном потоке, однако, броуновское движение мешает этой ориентации.  Получается некое распределение по углам ρ(φ) для вытянутых эллипсоидальных частиц с учетом их ориентации, задаваемой потоком, и дезориентирующим тепловым движением, и оно выражается:
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где 
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p – отношение геометрических осей эллипсоида), Dr   - коэффицент вращательной диффузии. Согласно отношению Эйнштейна-Дебая, 
[image: image62.emf], где W — коэффицент вращательного трения частицы, k – константа Больцмана, T – величина абсолютной температуры.  А величины W и D r   зависят от формы и размеров молекулы. Тогда для частиц - вытянутых эллипсоидов коэффициент вращательной диффузии выглядит:
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 где a  1   и a2  главные оси эллипсоида, η  0 — вязкость растворителя.

        Можно воспользоваться более общим распределением для частиц эллипсоидальной формы, и, с учётом боковых вращений, получить выражение для положения  максимума функции распределения. При малых значениях g/D r  получим:
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Отсюда по начальному наклону зависимости φ m (g) можно определить коэффициент вращательной диффузии, который дает нам информацию о частице (т.к. D r  связан с формой частиц), для этого остаётся только найти угол преимущественной ориентации частиц в потоке. Если частица оптически анизотропна, то φ m (g) можно найти, определив положение оптической оси раствора, в котором появляется ДЛП из-за преимущественной ориентации частиц в потоке.

На рисунке ниже эллиптическая частица в потоке. Ось х совпадает с преимущественной ориентацией частиц (т.е. оптической осью раствора).
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Рис.2.3.4. Эллиптическая частица в потоке
Главные поляризуемости эллиптической частицы определяются как γ1   - параллельная большей оси эллипсоида и γ2  - перпендикулярная ей.  Направим их вдоль осей x и y и вычислим разность этих поляризуемостей.  По Петерлину и Штуарту, связь средней оптической анизотропии частицы относительно осей x и y (если х совпадает с оптической осью раствора) и оптической анизотропией частицы в собственных осях дается формулой :
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,  где  f(g/Dr ) - функция ориентации.

Если брать  g/Dr  как малую величину, то это выражение примерно равносильно:
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Зная выражение для разности (nx – ny ), получаем:

[image: image67.emf],
где n - показатель преломления растворителя. Отсюда следует, что значение двулучепреломления в потоке зависит от формы частиц (Dr и b0) и разности главных поляризуемостей эллипсоидной частицы.  Это простая модель. 
      В ДНК-содержащих растворах существует большой по значению отрицательный эффект ДЛП, который связывают с отрицательной анизотропией сегментов молекулы, что есть следствие расположения плоскостей оснований перпендикулярно оси двойной спирали. Также экспериментально установлено, что при малых градиентах ДНК ведет себя как жесткая частица. Настолько жёсткая, что можно в случае ДНК на малых градиентах пренебречь эффектом формы.

         Эффект формы в растворах полимеров состоит в том, что система, содержащая ориентированные несферические частицы с показателем преломления nk, отличным от показателя преломления среды ns, обладает положительным значением двулучепреломления, а для водно-солевых растворов ДНК как раз эти показатели преломления не равны. Однако большая отрицательная анизотропия мономерного звена ДНК (т.е. пары нуклеотидов) и высокая жёсткость молекулярной цепи ДНК в сумме с большим запасом перекрывают эффект формы в ДЛП, так что итоговая анизотропия ДНК всё же отрицательная.

        Анизотропия пары нуклеотидов задаётся анизотропией азотистых оснований, которые в двойной спирали ДНК лежат перпендикулярно её оси, а поляризуемость плоских молекул азотистых оснований в плоскости колец много больше  их поляризуемости в перпендикулярном направлении.
         А вот в области больших градиентов можно наблюдать деформацию молекулы ДНК Зависимость характеристического угла ориентации молекул нативной ДНК (угол ориентации при нулевой концентрации)  от вязкости растворителя приведена ниже на 
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Рис. 2.3.5. Зависимость характеристического угла ориентации молекул нативной ДНК от вязкости растворителя.
В данной работе изучение ДЛП проведено для комплексов палладиевых  диаминокарбенов с ДНК в растворителе NaCl 0,005 M.

2.5. Материалы.

     В работе использовались:

- высокомолекулярная ДНК тимуса телёнка «Sigma-Aldrich» (в виде натриевой соли) с молекулярной массой М=9,875 МДа, определённой по значению характеристической вязкости в 0,15 М растворе NaCl, 

- сверхчистая лабораторная вода Millipore Type I (удельное сопротивление 18,2 Мом*см) для приготовления растворов, полученная из РЦ ДФМ НП СПбГУ,

- соль NaCl марки «х.ч.»,

- координационные соединения КМ_788 (Pd bis Xyl), КМ_789 (Pt bis Xyl), КМ_810 (Pt bis Cy) и КМ_811 (Pd bis Cy), синтезированные на кафедре ФОХ Института химии СПбГУ в группе член-корр.-а РАН по отделению химии и наук о материалах Вадима Юрьевича Кукушкина.    

Глава 3. Результаты и их обсуждение.
        В работе рассматривали возможность взаимодействия с молекулой ДНК четырех новых препаратов (рис. 3.1). Два из них использовали, чтобы выявить роль иона-комплексообразователя в изучаемом взаимодействии. Исследования показали, что  некоторые соединения Pd (II) могут демонстрировать меньшую токсичность по сравнению с препаратами Pt(II).
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Рис. 3.1. Структура используемых в работе соединений. KM-788 или Pd-Xyl-bis, KM-789 или Pt-Xyl-bis,  KM-810 или Pt-Cy-bis, KM-811 или Pd-Cy-bis

На рис 3.2 приведены спектры поглощения соединений платины и палладия с одинаковыми лигандами. Отчетливо видно, что смена иона-комплексообразователя приводит к существенному изменению спектральных свойств препаратов, хотя хромофоры и их расположение в составе соединений не меняются.
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Рис. 3.2. Спектры поглощения водных растворов соединений КМ_789 и КМ_788.

Рассмотрим подробнее спектральные свойства этих соединений. На рис 3.3 приведены спектры поглощения соединения КМ_788 в 5 mM NaCl при разных его концентрациях и результат обработки этих спектров, который показал, что в используемой области концентраций препарата выполняется линейная зависимость оптической плотности от концентрации соединения. Аналогичные данные были получены для препарата КМ_789 (рис. 3.4).
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Рис. 3.3. Спектры поглощения соединения КМ_788 в 0,005 М NaCl и зависимость оптической плотности растворов от концентрации препарата
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 Рис. 3.4. Спектры поглощения растворов КМ_789 при разных концентрациях в растворе 0,005 М NaCl и результат их обработки

Вводим характеристику r  (отношение молярных концентраций соединения и пар оснований ДНК в растворе 0,005 M NaCl). Так как образовании координационной связи платины с ДНК в растворе при комнатной температуре занимает около 8 часов (для палладия это время также измеряется часами), мы проводили  сравнение спектров поглощения растворов, содержащих одну концентрацию ДНК и разные концентрации соединений непосредственно в день приготовления растворов, содержащих компоненты взаимодействия, и через сутки (при хранении растворов в холодильнике при температуре 4оС). Данные, полученные с использованием препратов КМ_788 и КМ_789, приведены на рис. 3.5.  
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Рис. 3.5. Слева – данные для комплексов ДНК с КМ_788 в первый день (заполненные значки) и во второй день измерений (пустые значки),  справа – данные для комплексов ДНК с препаратом  КМ_789. C(DNA)= 0,0016666 %,  r = 0,1; 0,3; 0,75; 1; 1,5.  С(ДНК) – в парах оснований.

Рассмотрим вычисленные спектры поглощения ДНК в предположении, что спектральные свойства хромофоров соединений в комплексах с ДНК не меняются. На рис. 3.6 приведены такие данные для ДНК в комплексе с соединением КМ_788, полученные для измерений, осуществленных в день приготовления систем и на другой день.
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Рис. 3.6. Вычисленные спектры поглощения ДНК в комплексах с КМ_788 (полагаем, что спектр поглощения соединения не изменился) в день приготовления систем (слева) и через день (справа).   

Из рис. 3.6. отчетливо видно, что комплексообразование происходит сразу после приготовления комплексов (спектры слева), но с течением времени спектральные свойства комплексов  изменяются (спектры справа). Во второй день наблюдается сдвиг максимума полосы поглощения в коротковолновую область. Это отличается, например,  от комплексообразования соединения цис-ДДП c ДНК (в этом случае наблюдается красный сдвиг полосы поглощения ДНК). Наблюдаемые на рис. 3.6  спектральные изменения нельзя приписать только изменению поглощения ДНК, так оно нетипично для макромолекулы. Предполагаем также изменение поглощения хромофоров соединения при связывании с ДНК. В этом случае хромофоры соединения должны взаимодействовать с ДНК в комплексе.

Аналогичные данные были получены и для комплексов ДНК с соединением КМ_789  (рис. 3.7).
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Рис. 3.7. Вычисленные спектры поглощения ДНК в комплексах с КМ_789 (Pt)  (полагаем, что спектр поглощения соединения не изменился). Измерения провели в день приготовления систем (слева) и на следующий день (справа).  

Для комплексов ДНК с соединением КМ_789 на второй день спектральные изменения также проявляются более ярко. Как ни странно, здесь коротковолнового сдвига нет (как это было у КМ_788).  В первый день даже фиксируется типичное для взаимодействия ДНК с цис-ДДП изменение спектра поглощения макромолекулы, которое на 2 день заметно только для  больших r, и то в виде неразрешенной полосы. На основании этих данных можно высказать следующее предположение: вначале при образовании комплекса реализуется связывание оснований ДНК с атомом платины в составе соединения, а затем лиганды из координационной сферы платины тоже вступают во взаимодействие (по мере их высвобождения в раствор  в результате формирования координационной связи макромолекулы с платиной). Для сравнения ниже приведены спектры поглощения ДНК с цис-ДДП (рис. 3.8).
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Рис. 3.8. Спектры поглощения ДНК в комплексе с цис-ДДП. С(Pt) порядка 10-5 М.
Характер изменения спектра поглощения ДНК указывает на связывание препарата с группой N7 гуанина. Через сутки связывание приводит к появлению гиперхромного эффекта – вторичная структура ДНК частично нарушается. При меньших С(Pt) гиперхромизма нет. Сдвиг полосы наблюдается по-прежнему (позиция связывания та же).

Сравнивая влияние соединения КМ_789 и цисплатина на спектр поглощения ДНК, можно отметить, что, по-видимому, лиганд  КМ_789 тоже оказывает существенное влияние на связывание.

Рассмотрим данные, полученные методом кругового дихроизма (рис. 3.9, 3.10). Здесь также видно некоторое изменение вида спектров на второй день, что также отражает изменения в комплексе. В частности, заметно батохромное смещение положительного пика на второй день измерений. 
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Рис. 3.9.  Спектры КД свободной ДНК и ДНК в комплексах с соединением КМ_788 в 0,005 M NaCl, измеренные в день приготовления систем (слева) и через день (справа).
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Рис. 3.10. Спектры КД ДНК в комплексах с соединением КМ_789 в 0,005 М NaCl, измеренные через сутки после приготовления комплексов (слева) и аналогичные данные для комплексов ДНК с цисплатином (справа).

На рис. 3.10 приведены данные для КМ_789 и для сравнения цис-ДДП. Изменения  спектра КД ДНК при связывании с КМ_789 и  цисплатином разные, хотя в обоих случаях и наблюдается сдвиг нуля и максимума положительной полосы в область больших длин волн. Комплексы различается, но, возможно, есть общие черты. Более ярко изменения выражены на второй день. Следует подчеркнуть, что связывание КМ_789 отличается от наблюдаемого для аналогичного соединения палладия с ДНК (КМ_788).

         Перейдем к рассмотрению взаимодействия ДНК в растворе с препаратами платины при использовании другой пары соединений палладия и платины, содержащих иные лиганды, в число которых входит циклогексил. На рис. 3.11 приведены спектры поглощения свободного препарата КМ_811 при тех же концентрациях, которые в дальнейшем использовали в растворах ДНК. Из рисунка видно, что при длинах волн более 320 препарат КМ_811 не поглощает.
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Рис. 3.11 Спектры свободного соединения в 0,005 М NaCl при тех же концентрациях, которые далее использовали в комплексах с ДНК, чёрный график – концентрация соединения, соответствующая r = 0,1, розовый – r = 1,5.

На рис. 3.12 приведены КД-спектры ДНК в комплексах с 811, измеренные в 1 и 2 день.
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Рис. 3.12 Спектры КД ДНК в комплексах с 811.

Как ни странно, во второй день спектры КД ДНК как бы возвращаются в состояние, наблюдаемое для систем с меньшей концентрацией препарата. Видно и возрастание положительной полосы для ДНК в комплексах с препаратом при его малом содержании в растворе.

УФ спектры комплексов ДНК с КМ_811, зарегистрированные на 2-ой день после приготовления систем, приведены на рис. 3.13.
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Рис. 3.13. Результат титрования растворов ДНК с использованием соединения 811. 
Измерения проводили на второй день. Справа – вычисленный спектр поглощения ДНК в комплексах. Внизу – нормированный спектр.
Палладиевый комплекс вызывает конформационные изменения ДНК, которые мы можем рассматривать как результат образования координационной связи палладия с азотистыми основаниями ДНК в большой бороздке. Конечно, на основании только спектральных исследований такой вывод нельзя считать полностью обоснованным, но это предположение не противоречит полученным результатам. Тип изменения спектров КД ДНК в комплексе также не противоречит этому заключению.

Ниже на рис. 3.14 приведены нормализованные вычисленные спектры соединения в комплексе с ДНК (спектры, полученные при титровании, минус спектр поглощения свободной ДНК). Эти спектры показывают, что изменения немонотонны, однако они отражают характер связывания препарата с ДНК. Видно, что при r=1.5 заметно появление «свободных» хромофоров (имеются в виду хромофоры в составе соединения, которые не участвуют в комплексообразовании с ДНК). На рис. 3.15 приведено сравнение спектров, вычисленных для комплексов, спектры которых измерены в день приготовления и через день. Видны незначительные изменения спектральных свойств со временем. Точнее, только при максимальной концентрации соединения наблюдается увеличение поглощения во всем спектральном диапазоне. Возможно, это происходит из-за появления рассеяния в результате агрегации.
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Рис. 3.14. Вычисленные нормализованные спектры поглощения соединения 811 в комплексах с ДНК.
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Рис. 3.15. Сравнение вычисленных спектров соединения КМ_811 в комплексе с ДНК для первого и второго дня регистрации спектров.
Вычисленные спектры ДНК в комплексе c соединением палладия показали, что для них взаимодействие с ДНК осуществляется существенно быстрее, чем для аналогичных препаратов с платиной. Еще раз подчеркнем, что на вычисленном спектре поглощения ДНК в комплексе виден типичный спектр для связывания с N7 гуанина – сдвиг полосы в красную область. На второй день такое связывание сохраняется.

Рассмотрим данные для аналогичного соединения с платиной (КМ_810). На рис. 3.16 приведены спектры поглощения комплексов при C(DNA)=const,  изменение r задаётся изменением концентрации препаратов.
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Рис. 3.16. Спектры поглощения комплексов ДНК+КМ_810 в день приготовления и на вторые сутки.
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Рис. 3.17. Вычисленные спектры поглощения ДНК под влиянием КМ_810, в день приготовления комплексов и спустя сутки.

Такого изменения полосы поглощения ДНК,  как наблюдается на рис. 3.17, быть не может. Следовательно, в реальности мы вычитаем спектр соединения с большей интенсивностью. Отсюда следует первый вывод – в комплексе для поглощения препарата должен проявиться гипохромный эффект и тем больший, чем больше концентрация препарата. Вывод: при связывании препарата с ДНК проявляются стэкинг взаимодействия у лигандов, входящих в состав соединения. (стопки хромофоров).

Второй вывод следует из сдвига максимума вычисленного спектра ДНК – в связывании участвует N7 гуанина. Платина всегда стремится образовать координационную связь с ДНК. Для этого в соединении может быть выход в раствор из координационной сферы одного или двух гетероциклических лигандов, которые тоже вступают во взаимодействие с ДНК. 

Полагаем: координационная связь образуется по N7G, вне спирали хромофоры укладываются в стопки.

Рассмотрим данные, полученные методом вискозиметрии. Такие исследования обычно  можно использовать для получения информации о состоянии третичной структуры макромолекулы, в том числе и  при комплексообразовании «макромолекула+лиганд».

На рис. 3.18 приведены данные для комплексов ДНК с КМ_788. Как видно из рисунка, взаимодействие проявляется сразу, а на следующий день заметно сильное возрастание вязкости растворов ДНК. Это может быть результатом формирования межмолекулярных сшивок или, например, интеркаляции плоского лиганда между основаниями ДНК. 
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Рис. 3.18.   Зависимость приведенной вязкости растворов ДНК от  r (отношение молярных концентраций соединения КМ_788  пар оснований ДНК в 0,005 М NaCl).  Измерения проводили через 15 минут после приготовления растворов и спустя сутки. 

При использовании второго соединения палладия – КМ_811 результаты получились сходные (см.рис. 3.19).


[image: image104.emf]0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

 (eta r-1)/C(DNA) first day

 (eta r-1)/C(DNA) second day

(



r

-1)/C, dl/g

r=(C(KM)/C(DNA), M (b.p.))


Рис. 3.19 Зависимость приведённой вязкости растворов ДНК от концентрации соединения КМ_811 (точнее, от параметра r).  

Таким образом, при использовании соединений КМ_788 и  КМ_811 можно видеть, что вязкость растворов ДНК при постоянной концентрации ДНК и при увеличении концентрации препаратов возрастает. На второй день изменения становятся больше. Возрастание вязкости столь значительно, что его нельзя объяснить, например, только интеркаляцией лигандов, которые освобождаются после образования координационной связи препарата с ДНК. 

Рассмотрим результат эксперимента с разным разбавлением комплекса, приготовленного заранее.  Суть эксперимента сводится к следующему.

Так как для формирования координационной связи платины с ДНК в растворе необходимо время более 4 часов при комнатной температуре и более 8 часов при температуре хранения образцов (4оС), все измерения проводили на следующие сутки после приготовления систем. Готовый комплекс соединения с ДНК в дальнейшем разбавляли двумя разными способами. Первый способ: разбавителем является  раствор 0.005 M NaCl (здесь соотношение r =С(соед.)/С(ДНК)=const). Второй способ разбавления состоял в использовании в качестве разбавителя раствора препарата с той же концентрацией, что и в приготовленном комплексе (в этом случае при разбавлении С(соед.)= const). При концентрационных исследованиях для неравновесного связывания (образования координационной связи) оба способа приводят к одному результату, потому что равновесие в системе не успевает измениться в процессе измерения баланса концентрации связаных и свободных препаратов в растворе ДНК). Для равновесного связывания экстраполяция к С(ДНК) = 0 приводит к разным значениям измеряемых параметров (состояние системы меняется).  

Результаты вискозиметрического эксперимента с последовательным разбавлением комплексов КМ_811 и КМ_788 с ДНК показали, что экстраполяция к С(ДНК) = 0 приводит в случае с соединением КМ_811 к одному и тому же значению характеристической вязкости ДНК. В этом случае координационная связь образуется.

При использовании соединения КМ_788 разное разбавление приводит к разным значениям характеристической вязкости (состояние системы меняется), т.е. по результатам этого эксперимента соединение КМ_788 не формирует координационной связи с ДНК, т.е. мы имеем дело с равновесным связыванием (рис. 20). 
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Рис. 3.20. Результат рассмотрения результатов разного разбавления комплексов ДНК с соединениями КМ_788 и КМ_811.
Таким образом, для соединения КМ_788 преобладает некоординационное связывание (видимо, включая интеркаляцию). Но координационную связь исключить нельзя. Она видна в спектральных исследованиях. Вывод – палладий связывается с ДНК по гуанину N7, а освободившиеся в ходе такого связывания лиганды, возможно, интеркалируют.

Рассмотрим спектральные свойства растворов ДНК при последовательном добавлении цисплатина и новых соединений (порядок добавления препаратов в раствор ДНК изменяется). На рис. 3. 21 приведены соответствующие спектры поглощения
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Рис. 3.21 Спектры поглощения растворов ДНК при добавлении двух препаратов в раствор.

Вычисленные спектры поглощения ДНК (рис. 3.22) демонстрируют следующее.

Связывание ДНК с цис-ДДП сопровождается сдвигом полосы и небольшим гиперхромным эффектом, связывание с другими соединениями – гипохромным (при этом сдвиг полосы в ту же сторону тоже фиксировался, но он существенно меньше по величине).

При последовательном добавлении в раствор ДНК цисплатина и КМ_811 (или КМ_788) проявляется связывание как цисплатина, так и другого соединения (это хорошо видно на нормированных спектрах, представленных на рис. 3.22.).
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Рис. 3.22. Спектры поглощения свободной ДНК, ДНК в комплексе с цис-ДДП и вычисленные спектры поглощения ДНК в комплексах с другими соединениями
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Рис. 3.23. Нормированные спектры поглощения ДНК (результат обработки предыдущих рисунков).

Было проведено изучение плавления свободной ДНК и ДНК в комплексах с соединениями цис-ДДП, КМ_789 и КМ_811. На рис. 3.24 приведены спектры поглощения изучаемых растворов при разных температурах (до температурных измерений, при максимально используемой температуре и после завершения эксперимента (выключения нагрева). Из этих спектров хорошо видно, что свободная ДНК в растворе претерпевает разрушение вторичной структуры, которое проявляется как гиперхромный эффект около 35%. После окончания эксперимента наблюдается частичная ренатурация ДНК – гиперхромный эффект снижается. Последнее практически отсутствует в растворах ДНК с цисплатином, что хорошо согласуется с той ролью, которую этот препарат должен играть в биологических структурах при лечении опухолей. Практически то же самое наблюдается при использовании двух новых соединений палладия, хотя вклад поглощения лигандов у этих соединений мешает сделать однозначные выводы в этом случае.

На рис. 3.25 приведены кривые плавления свободной ДНК и ДНК в комплексах с тремя соединениями (цисплатином, КМ_788 и КМ_811). Приведены относительные изменения оптической плотности с повышением температуры для сравнения влияния разных препаратов.
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Рис. 3.24. Спектры поглощения свободной ДНК, ДНК в комплексах с препаратом платины при разных температурах (до эксперимента, при 95оС и после окончания эксперимента).
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Рис. 3.25. Кривые плавления свободной ДНК и ДНК в комплексах с соединениями цисплатином, КМ_788 и КМ_811.

Кривые плавления свидетельствуют о том, что температура плавления свободной ДНК и ДНК в комплексах практически не меняется. Она даже слегка увеличивается в комплексах с КМ_811. При исследовании тройных систем (рис. 3.26) ,  сложно выявить какую-либо осоьенность в поведении систем, хотя в целои ширина перехода увеличивается, а гиперхромный эффект уменьшается.

Можно отметить, что, судя по величине гиперхромного эффекта, соединение 811 в меньшей степени влияет на стэкинг при связывании. 
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Рис. 3.26. результаты исследования плавления комплексов ДНК с соединениями платиныы

Наконец, остановимся на анализе влияния связывания на оптическую анизотропию молекулы ДНК. На рис. 3.27 приведены результаты исследования комплексов ДНК с соединеиями КМ_811 и КМ_788. Видно, что с увеличением концентрации препарата КМ_811 в растворе ДНК оптическая анизотропия макромолекулы несколько снижается, а в присутствии КМ_788 – не меняется


[image: image117.emf]0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

0

5

10

15

20

25

30

35

r=(C(KM)/C(DNA), M (b.p.))

(811+DNA)

-n/g



(

r

-1) x 10

8

, cm s

2

/g



 EMBED Origin50.Graph  [image: image118.emf]0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

20

25

30

-



n/g





(

r

-1) x 10

8

, cm s

2

/g

r=(C(KM)/C(DNA), M b.p.)


Рис. 3.27. Зависимость приведенного двойного лучепреломления (отношения Петерлина) от концентрации соединений в растворе ДНК. С(ДНК)=0,0066%.

Выводы.

На основании полученных в работе данных можно сделать следующие выводы:
1. Все изученные соединения взаимодействуют с молекулой ДНК в растворе.

2. Замена циклогексила на ксилил приводит к существенному изменению влияния координационного соединения на конформацию ДНК

3. Препарат с ксилилом в качестве лиганда способен образовывать координационную связь с ДНК, препарат с циклогексилом - нет.
4. В эксперименте с плавлением палладиевые соединения, как и цисплатин, мешают частичной ренатурации ДНК после нагрева до 95 градусов Цельсия.

5. Температура плавления свободной ДНК и ДНК в комплексах практически не меняется. Она даже слегка увеличивается в комплексах с КМ811.  Это оказывает, что связывание препаратов с ДНК не дестабилизирует ее вторичную структуру.
6. Связывание ДНК с цис-ДДП и изучаемыми соединениями имеет общие черты, проявляющиеся в изменении спектральных свойств ДНК. 

7. При последовательном добавлении в раствор ДНК цисплатина и КМ_811 (или КМ_788) проявляется связывание как цисплатина, так и другого соединения. То есть они не конкурируют за место связывания на ДНК.
8. При взаимодействии возможен выход в раствор лигандов, которые вступают во вторичное связывание с ДНК

9. Несмотря на данные, полученные группой Инго Отта, всё же можно рекомендовать препарат КМ_811 для дальнейших испытаний.
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