
Конструирование и синтез ДНК-связывающих 
лигандов, способных узнавать заданную последо
вательность и избирательно воздействовать на 
экспрессию генов, представляет несомненнный 
интерес. Известно, что антивирусные и противо
опухолевые антибиотики нетропсин и дистамицин 
специфически взаимодействуют с АТ-парами в ма
лой бороздке ДНК [1]. Из рентгеноструктурного 
анализа [2-4] и исследований методом ЯМР-спект-
роскопии [5] известно, что карбоксамидные 
NH-группы образуют цепочку водородных свя
зей с N3 аденинов и O2 пиримидинов (тимины и 
цитозины) в соответствии с молекулярными мо
делями, предложенными для этих комплексов ра
нее [6,7]. Образованию водородных связей между 
карбоксамидными группами и N3-атомами гуани
нов стерически препятствует NH2-rpynna гуани
нов, выступающая в малый желоб ДНК. 

В предыдущих наших работах для увеличения 
и изменения специфичности связывания была син
тезирована серия бис-нетропсинов, в которой не-
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тропсиновые фрагменты были ковалентно связа
ны в различной ориентации с помощью коротких 
линкеров. В качестве линкеров использовались 
гибкие метиленовые цепочки разной длины [8], 
короткий антипараллельный пептидный мотив 
[9], а также остаток cis-диаминоплатины(II) [10]. 
Было показано, что бис-нетропсин, содержащий 
остаток платины, специфически связывается с 
определенными нуклеотидными последователь
ностями, и под действием рентгеновских лучей 
наблюдается щепление двух нитей ДНК в строго 
определенном месте. Методом футпринтинга, а 
также по щеплению ДНК было показано, что не 
все АТ-богатые последовательности ДНК равно
значны для сильного связывания лиганда. Лиганд 
обладал преимущественным сродством к псевдосим
метричной последовательности 5'-ТTTТАААА-3' 
В предыдущей нашей работе было показано, что 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> образует два типа ком
плекса при связывании с поли[d(АТ)•полиd(AT)] и 
олигомерными дуплексами с последовательностью 
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Методом КД и УФ-спектроскопии, а также флуоресцентными методами исследовано взаимодейст
вие с олигонуклеотидными дуплексами двух бис-нетропсинов, содержащих в качестве короткого 
линкера cis-диаминоплатину (II) - (<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—>) или гибкую цепочку, состоящую из пяти 
метиленовых звеньев (<—Nt-(CH2)5-Nt—>). В обоих лигандах нетропсиновые фрагменты были 
присоединены в одинаковой ориентации (хвост к хвосту). Показано, что <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> об
ладает наибольшим сродством к последовательности 5'-ТТTTАААА-3'. Расположение блока А4 на 
5'-конце уменьшает сродство <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> к ДНК. Эффект, вероятно, связан со способ
ностью блока 5'-Т4А4-3' изгибаться в сторону широкой бороздки, расширяя при этом малую, что выгод
но для связывания <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—>. бис-Нетропсин, <—Nt-(CH2)5-Nt—>, имеющий гибкий 
линкер, при той же ориентации нетропсиновых фрагментов, что и <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—>, имеет оди
наковое сродство к ДНК независимо от расположения блоков Т4 и А4 относительно 5'-конца дуплекса. 
Дифференциальные спектры КД, вычисленные для комплексов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с олиго
нуклеотидными дуплексами, имеющими расширенную малую бороздку, приобретают характер
ную форму с двумя длинноволновыми максимумами. Этот факт свидетельствует о связывании 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> в конформации шпильки, в которой нетропсиновые фрагменты образуют па
раллельный двутяжевый мотив. Показано, что для специфического связывания <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> 
важна как определенная нуклеотидная последовательность, так и локальная конформация малого 
желоба ДНК. 

Ключевые слова: бис-нетропсины, платина, специфическое узнавание в малой бороздке ДНК, 
КД-спектроскопия. 
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5'-СС(ТА)nСС-3' где n = 4, 5 и 6 [11]. Первый тип 
комплекса соответствует связыванию 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> в растянутой конформа-
ции со стехиометрией 1 молекула лиганда на ви
ток спирали ДНК. Второй тип комплекса соот
ветствует связыванию <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> в 
форме шпильки, формирующейся на основе па
раллельного пептидного мотива, который встраи
вается в малый желоб ДНК. 

В настоящей работе предпринята попытка 
объяснить природу преимущественного связыва
ния <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с определенной АТ-по-
следовательностью физико-химическими мето
дами. Для этой цели были синтезированы корот
кие олигонуклеотиды, с различной ориентацией 
Т- и А-блоков относительно 5'-конца, а также с 
различными заменами АТ-пар в центре олиго-
нуклеотидов на GC, IС, CI и II нуклеотидные па
ры. Методом КД и УФ-спектроскопии, а также 
флуоресцентными методами было Исследовано 
взаимодействие с этими олигонуклеотидными 
дуплексами двух бис-нетропсинов, содержащих в 
качестве короткого линкера остаток cis-диами-
ноплатины (П) (<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—>) и гибкую 
цепочку, состоящую из пяти метиленовых звень
ев (<—Nt-(CH2)5-Nt—>). Химические формулы 
бис-нетропсинов представлены на рис. 1. В обоих 
лигандах мономерные фрагменты были присое
динены в одинаковой ориентации (хвост к хвос
ту). Показано, что <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> предпо
читает последовательность, в которой блок Т4 
расположен с 5'-конца. Наличие в центре 3'-ТА-
3'-динуклеотида, который может локально изги
баться в сторону широкого желоба, расширяя та
ким образом узкий, по-видимому предпочтительно 
для <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—>, имеющего жесткий 
массивный линкер, которому легче встроиться в 
расширенный малый желоб. Для лиганда с линке
ром в виде гибкой метиленовой цепочки ориента
ция блоков Т4 и А4 относительно 5'-конца дуплекса 
не имеет существенного значения. Исследование 
взаимодействия лигандов с олигонуклеотидными 
дуплексами, имеющими различные замещения 
АТ-пар в центре дуплекса, показали, что для специ
фического взаимодействия важна как нуклеотид-
ная последовательность, так и локальная кон-
формация малого желоба ДНК. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА 
Аналоги нетропсина <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> и 

<—Nt-(CH2)5-Nt—> были синтезированы и очи
щены в соответствии с процедурой, описанной в 
работе [10]. Концентрацию лигандов определяли 
спектрофотометрически, используя коэффици
ент молярной экстинкции при 297 нм, равный 
42000 М-1 см-1. Олигонуклеотиды синтезированы 
с использованием автоматического синтезатора 
(Applied Biosystems) на основе фосфорамидной хи-

Молярные концентрации олигонуклеотидов 
определяли путем измерения оптической плотно
сти олигонуклеотидов при 90°С при 260 нм, ис
пользуя коэффициенты молярной экстинкции 
при 260 нм, равные 112200 для олигонуклеотидов 
1 и 2, 119600 - для 3, 127000 - для олигонуклеотидов 
а и с, 135800 для олигонуклеотидов b, d, е и f, 
147200 - для i, 164800 - для к. Для образования 
дуплексов, содержащих олигонуклеотиды а + b (IV), 
с + d(V),a + e (VI), с + f (VII), и i + k (VIII), компле
ментарные нити смешивали в эквимолярных ко
личествах, отжигали при 90°С и затем медленно 
охлаждали до комнатной температуры в течение 
8-10 час. Кривые плавления, полученные для 
дуплексов, имели только один переход из двуспи-
рального в расплавленное состояние. Использо
ванные нами олигонуклеотиды содержали палин-
дромные последовательности и, в принципе, мог
ли образовывать как дуплекс, так и шпильку. Мы 
различали дуплекс и однонитевую шпильку с по
мощью метода Поляризованной флуоресцении. 
Измеряли поляризованную флуоресценцию эти-
дия бромида, адсорбированного на олигонуклео-
тидах при очень малых заполнениях лигандом 
ДНК (не более 1 молекулы этидия бромида на 
олигонуклеотид). Из измерений зависимости по
ляризации флуоресценции от температуры или 
вязкости растворителя рассчитывали время вра
щательной релаксации, которое при жесткой по
садке лиганда на дуплексе пропорционально гид
родинамическому объему и форме дуплекса. По
скольку гидродинамический объем дуплекса и 
шпильки отличаются почти в два раза, то данный 
метод позволял легко отличить дуплекс от 
шпильки. Мы работали только с дуплексами. Ис
следовали взаимодействие <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> 
и <—Nt-(CH2)5-Nt—> со следующими олигонук
леотидными дуплексами: 
5'-CGTTTTAAAACG-3' 5'-CGAAAATTTTCG-3' 
3'-GCAAAATTTTGC-5' (I) 3'-GCTTTTAAAAGC-5' (II) 

5-CGTTTICAAACG-3' 5'-CGTTTCCAAACG-3' 
3-GCAAACITTTGC-5'(III) 3'-GCAAAGGTTTGC-5'(IV) 

5'-CGAAAССTTTCG-3' 5'-CGTTTCCAAACG-3' 
3'-GCTTTGGAAAGC-5' (V) 3'-GCAAAIITTTGC-5' (VI) 

5'-CGAAACCTTTCG-3' 5'-CCTTTTCIAAAACC-3' 
3'-GCTTTIIAAAGC-5'(VII) 3'-GGAAAAICTTTTGG-3'(VIID 

Спектры кругового дихроизма измеряли на 
приборе Jasco-720, используя кюветы с длиной 
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мии. Использовали следующие олигонуклеотиды: 
5'-CGTTTTAAAACG-3' (1), 5'-CGAAAATTTTCG-3' (2), 
5'-CGTTTTCAAACG-3' (3), 3'-CGTTTCCAAACG-3' (a), 
3'-GCAAAGGTTTGC-5' (b), 5'-CGAAACCTTTCG-3' (c), 
3'-GCTTTGGAAAGC-5' (d), 3'-GCAAAIITTTGC-3' (e), 
3'-GCTTTIIAAAGC-5' (f), 5-CCTTTTCIAAAACC-
-3' (i), 3'-GGAAAAICTTTTGG-5' (k). 
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Рис 1. Структуры нетропсина (а), бис-нетропсина с линкером в виде остатка cis-диаминоплатины (<—Nt-Pt(NH3)2-
-Nt—>) (б), и бис-нетропсина с линкером из пяти метиленовых звеньев (<—Nt-(CH2)5-Nt—>) (в). Каждый бис-не-
тропсин содержит два нетропсиноподобных фрагмента, которые N-концами ковалентно сшиты посредством корот
ких линкеров в ориентации хвост к хвосту. 

оптического пути 1.0, 0.1 и 0.2 см. Спектры погло
щения измеряли на спектрофотометре Сагу IE. 
Поляризацию флуоресценции измеряли на спект-
рофлуориметре Aminco SPF-1000 Sc, возбуждая 
этидий бромид при 540 нм и измеряя флуоресцен
цию при 600 нм. Как для возбуждения, так и для 
флуоресценции, использованы щели 10 нм. Изме
рения проводили в 0.001 М какодилатном буфере, 
(рН 7.0) в присутствии 0.1 М NaCl. Лиганды 
(<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> и <—Nt-(CH2)5-Nt—>) 

растворяли в небольшом количестве этанола, а 
затем переводили в тот же буфер. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Связывание <—Nt-(CH2)5-Nt—> 

с олигонуклеотидными дуплексами I u II 
На рис. 2 представлены спектры кругового дихро

изма (КД) для комплексов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с 

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 33 № 4 1999 
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AD/O 

Рис. 2. Спектры кругового дихроизма (КД) для комплексов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с олигонуклеотидными дуплекса¬ 
ми I (5'-CGTTTTAAAACG-3') (а) и П (5'-CGAAAATTTTCG-3') (Ь). Концентрации дуплексов I и П равны 28 mkМ и 17.5 mkМ 
соответственно. ^D/O - амплитуда КД, рассчитанная на моль дуплекса и 1 см оптического пути. Величины С/О (отно¬ 
шение концентрации лиганда к концентрации дуплекса) равны: панель а) - 0 (0), 1 (0.09), 2 (0.27), 3 (0.55), 4 (0.91), 
5 (1.91); панель б) - 0 (0), 1 (0.16), 2 (0.41), 3 (0.55), 4 (0.82), 5 (1.63). Условия: 0.001 М Na-какодилатный буфер (рН 7.0) 
в присутствии 0.1 М NaCl, при 20°С. 

самокомплементарными олигонуклеотидными 
дуплексами 5'-CGTTTTAAAACG-3' (I) и 5'-
CGAAAATTTTCG-3' (II). Спектры КД для ком¬ 
плексов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с дуплексами I и II 
имеют длинноволновый максимум при 315 нм, а 
также ярко выраженные изодихроичные точки 
при 288, 247 и 227 нм. Эти факты свидетельст¬ 
вуют, что только один, мономерный тип ком¬ 
плекса образуется при связывании <—Nt-Pt(NH3)2-
-Nt—> с дуплексами I и П. Так как сам лиганд оп¬ 
тически не активен, за связыванием лиганда мож¬ 
но следить по амплитуде КД в области длин волн 
от 300 до 350 нм, где сама нуклеиновая кислота 
практически не дает вклада в спектры КД. Мак¬ 
симальная амплитуда молярного дихроизма в рас¬ 
чете на молярную концентрацию олигонуклеотид-
ного дуплекса в 315 нм AD/O3l5 = 70 для комплекса 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с дуплексом 1 и 50 с дуплек¬ 
сом II. Такая величина амплитуды КД свидетельст¬ 
вует в пользу того, что оба нетропсиновых фраг¬ 
мента взаимодействуют с дуплексом, так как изве¬ 
стно, что для самого нетропсина величина ^D/О316 = 
= 33 [9]. Таким образом, <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> свя¬ 
зывается с дуплексами I и II в растянутой конфор-
мации. На рис. За приведены кривые титрования 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> дуплексов I и П. По положе¬ 
нию излома на кривой титрования можно опреде¬ 
лить стехиометрию связывания, которая для обоих 
случаев равна 1:1, т.е. одна молекула лиганда при¬ 
ходится на дуплекс. Однако величина амплитуды 
молярного дихроизма отличается значительно для 
комплексов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с дуплексом I 
(75) и П (50). Сильно отличается и солеустойчивость 
для связывания <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с дуплекса¬ 
ми I и II (рис. 36). Комплекс <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> 

с дуплексом I стабилен до 3 М NaCl, тогда как 
комплекс с дуплексом II в 1 М NaCl уже диссоци¬ 
ирован наполовину. Таким образом, наши дан¬ 
ные свидетельствуют о преимущественном срод¬ 
стве <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> к дуплексу I, в кото¬ 
ром блок Т4 расположен с 5'-конца. Этот факт 
может быть обусловлен конформационными 
особенностями последовательности пар AT в 
дуплексе I. Из работ [12,13] известно, что после¬ 
довательность 5'-...ТTАА...-3' может быть ло¬ 
кально изогнута в сторону широкой бороздки, 
расширяя при этом малую, с которой и взаимо¬ 
действует <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—>. Последова¬ 
тельность 5'...ААТТ...З' в дуплексе II, напротив, 
изгибается в сторону малой бороздки, делая ее 
еще более узкой. 

Взаимодействие бис-нетропсина, содержащего 
гибкий метиленовый линкер, (<—Nt-(CH2)5-Nt—>) 

с олигонуклеотидными дуплексами I u II 

Мы предположили, что преимущественное 
сродство <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> к дуплексу I ско¬ 
рее всего связано именно со способностью дуп¬ 
лекса I принимать конформацию с большей, чем 
в канонической В-форме ДНК шириной малого 
желоба. Чтобы проверить это предположение, мы 
синтезировали другой бис-нетропсин, в котором те 
же самые нетропсиновые фрагменты в ориентации 
хвост к хвосту были ковал ентно соединены с помо¬ 
щью достаточно гибкого линкера, состоящего из 5 
метиленовых звеньев. На рис. 4а приведены кривые 
титрования для комплексов <—Nt-(CH2)5-Nt—> с 
дуплексами I и II. Эти кривые показывают стехио¬ 
метрию комплекса 1 : 1 , как и в случае комплек¬ 
сов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с дуплексами I и П. 
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Рис 3. Титрование <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> при 310 нм олигонуклеотидных дуплексов (1) - I (28 mkМ) и (2) - II (17.5 mkМ) (а). 
Условия, как на рис. 2. ̂ D/O - амплитуда КД, рассчитанная на моль дуплекса и 1 см оптического пути. С/О-отношение 
концентрации лиганда к концентрации дуплекса (б). Устойчивость комплексов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с дуплекса¬ 
ми I (7) и П (2) как функция концентрации NaCl. ^е0 - молярный дихроизм при 0.1 М NaCl. 

Рис. 4. Титрование <—Nt-(CH2)5-Nt—> при 310 нм олигонуклеотидных дуплексов (1) -1 (14 цМ) и (2) - П (14 цМ) (а). 
AD/O - амплитуда КД, рассчитанная на моль дуплекса и 1 см оптического пути. С/О - отношение концентрации лиган¬ 
да к концентрации дуплекса. Условия, как в рис. 2. Устойчивость комплексов <—Nt-(CH2)5-Nt—> с дуплексами I (/) 
и II (2), как функция концентрации NaCl (б). ^E0 - молярный дихроизм при 0.1М NaCl. 

Амплитуда КД несколько меньше, чем в случае 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> однако ее величина согла¬ 
суется с предположением, что оба нетропсино-
вых фрагмента связаны с олигонуклеотидным 
дуплексом. На рис. 4б приведены кривые зависи¬ 
мости от ионной силы устойчивости комплексов 
<—Nt-(CH2)5-Nt—> с дуплексами I и II. Видно, 
что в этом случае, независимо от ориентации Т4-
и А4-блоков, комплекс не диссоциирует вплоть 
до 3 М NaCl. В данном случае мы имеем дело с 
гибким линкером, который вряд ли влияет на 
конформацию дуплекса, и мы наблюдаем одина¬ 
ковую солеустойчивость независимо от располо¬ 
жения Т- и А-блоков. 

В последнее время появились работы, в кото¬ 
рых было показано, что не все АТ-богатые по¬ 
следовательности равнозначны для связывания уз-
кобороздочных АТ-специфичных лигандов. Так 

например, в работе [14] было исследовано взаимо¬ 
действие с синтетическими фрагментами ДНК, 
содержащими различное распределение АТ-пар, 
серии АТ-специфичных лигандов (нетропсина, 
дистамицина А, беренила и хекста 33258). Мето¬ 
дом ДНК-футпринтинга было показано, что все 
исследованные лиганды значительно сильнее 
связываются с ААТТ- и АААА-последователь-
ностями, чем с ТТАА и ТАТА. Такое различие в 
связывании авторы интерпретировали, как зави¬ 
симость сродства лиганда к ДНК от ширины уз¬ 
кого желоба. В работе [14] наблюдалась также 
зависимость сродства лигандов от последователь¬ 
ностей, фланкирующих АТ-участки, причем на¬ 
личие пиримидин-пуриновых границ способство¬ 
вало уменьшению сродства лиганда к кластерам 
АТ-пар ДНК. В настоящей работе для бис-не-
тропсина, содержащего в качестве линкера оста¬ 
ток cis-диамминоплатины, мы наблюдаем преимуще-
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Рис 5. Титрование <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> в 310 нм 
олигонуклеотидных дуплексов VI - 1 (40 цМ), VIII - 2 
(30 mkМ), Ш - 3 (25 mkМ), IV - 4 (4.0 mkМ) и V - 5 (4.2 mkМ) (а). 
Дифференциальные спектры КД для комплексов 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с дуплексами Ш - (3), IV - (4), 
V - (5), VI - (Г), VIII - (2) (b). Двухгорбая форма спек¬ 
тра в случае связывания <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с 
дуплексами III, IV и V свидетельствует о связывании 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> в форме шпильки, содержа¬ 
щей параллельный двутяжевый пептидный мотив. 
Дифференциальные спектры КД получены вычита¬ 
нием из спектров комплексов спектров соответству¬ 
ющих дуплексов. AD и AD0 - амплитуды КД, рассчи¬ 
танные на 1 см оптического пути в присутствии и в от¬ 
сутствие лиганда. Условия, как на рис. 2. 

ственное сродство к ТТАА-последовательности, со¬ 
держащей пиримидин-пуриновую ТрА- границу, а 
для ААТТ-последовательности (дуплекс II) срод¬ 
ство к <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> оказалось значи¬ 
тельно меньше. Наличие ТрА-контакта в цент¬ 
ральной части дуплекса I, с которым связано уве¬ 
личение ширины малого желоба ДНК, оказалось 
выгодным для встраивания в малый желоб бис-
нетропсина, содержащего остаток cis-диаммино-
платины. 

Связывание <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> 
с модифицированными дуплексами I uII 

Мы предположили, что на сродство 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> к ДНК влияет не только нуклео-
тидная последовательность, но также и локаль¬ 
ная конформация ДНК, ее способность претерпе¬ 
вать изгиб в сторону одной из бороздок, меняя 
при этом ширину малого желоба ДНК. Для про¬ 
верки этого предположения нами были синтезиро¬ 
ваны аналоги дуплексов I и II, в которых последо¬ 
вательности в центре дуплексов ТТАА/TТАА 
(дуплекс I) и ААТТ/ААТТ (дуплекс II) были заме¬ 
нены на TICA/TICA (дуплекс III), TCCA/TGGA 
(дуплекс IV), ACCT/AGGT (дуплекс V), TCCA/TI-
IA (дуплекс VI), АССТ/АIIТ (дуплекс VII) и 
TCIA/TCIA (дуплекс VIII). Инозин, аналог гуани¬ 
на, не содержит 2-аминогруппы в малой бороздке 
и, таким образом, не препятствует образованию 
водородных связей между амидными группами 
антибиотика и акцепторными группами основа¬ 
ний в малой бороздке. С точки зрения образова¬ 
ния водородных связей дуплексы I и II идентичны 
дуплексам III, VI и VIII с II, IС и CI нуклеотидны-
ми парами в центральной части дуплекса. Однако 
с точки зрения конформационной лабильности и 
ширины малого желоба эти дуплексы могут раз¬ 
личаться. Так например, дуплекс III имеет в цент¬ 
ральной части подряд два пиримидин-пуриновых 
контакта, которые, согласно литературным дан¬ 
ным, легко изгибаются в сторону широкой бо¬ 
роздки. Если же мы меняем 5'-..IС..-3' (дуплекс III) 
на 5'-..СI..-3? (дуплекс VIII), то мы имеем дело 
только с одним пиримидин-пуриновым контак¬ 
том, как и в дуплексе I. На рис. 5 приведены кри¬ 
вые титрования и дифференциальные спектры 
КД, полученные для комплексов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt— 
—> с дуплексами Ш, IV, V, VI и VIII. Титрую¬ 
щие кривые (рис. 5а) свидетельствуют о стехио¬ 
метрии комплекса 1 : 1 для всех исследованных 
олигонуклеотидных дуплексов, но насыщающие 
уровни для дуплексов III, IV и V примерно в два ра¬ 
за меньше насыщающих уровней, полученных для 
дуплексов VI и VIII. Этот факт позволяет предполо¬ 
жить, что с дуплексами VI и VIII связываются оба 
нетропсиновых фрагмента. Что касается дуплексов 
Ш, IV и V, то возможны два варианта: либо связы¬ 
вается только один нетропсиновый фрагмент, либо 
насыщающий уровень занижен за счет связывания 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> в конформации шпильки, в 
которой образуется двутяжевый параллельный 
мотив, имеющий при 310 нм отрицательный мо¬ 
лярный дихроизм [15]. Интересно отметить, что 
для комплекса <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с дуплек¬ 
сом VIII, в котором остатки инозина и цитозина 
поменяли порядок расположения по сравнению с 
последовательностью дуплекса III, насыщающий 
уровень вдвое больше насыщающего уровня, на¬ 
блюдаемого для комплекса лиганда с дуплексом 
III. В последовательности дуплекса VIII имеется 
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только один пиримидин-пуриновый контакт, а в 
дуплексе III - два таких контакта, т.е. в дуплексе Ш 
малый желоб сильнее расширен и возможно встра¬ 
ивание двутяжевого мотива. Насыщающие уровни 
кривых титрования для комплексов 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с дуплексами IV и V (две гомо 
GC-пары вместо ТА) равны 25-27, что составляет 
примерно половину от амплитуды КД, когда свя¬ 
заны оба фрагмента. Такое низкое значение амп¬ 
литуды КД при насыщении дуплекса лигандом 
также можно объяснить связыванием только од¬ 
ного нетропсинового фрагмента или связывани¬ 
ем лиганда в форме шпильки, что должно приво¬ 
дить к изменению формы спектра КД. 

Анализ дифференциальных спектров КД 
для комплексов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> 

с изученными олигонуклеотидными дуплексами 
На рис. 5б приведены дифференциальные спе¬ 

ктры КД для комплексов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с 
дуплексами VI и VIII, с которыми лиганд связыва¬ 
ется обоими нетропсиновыми фрагментами, и с 
дуплексами III, IV, и V, при связывании с которы¬ 
ми насыщающий уровень кривых титрования со¬ 
ответствует связыванию только одного фрагмен¬ 
та. Дифференциальные спектры получены вычи¬ 
танием из спектров комплексов спектров 
соответствующих олигонуклеотидных дуплек¬ 
сов. Сравнивая дифференциальные спектры КД, 
полученные для комплексов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> 

с дуплексами, когда связываются оба не-
тропсиновых фрагмента и только один, можно 
заметить, что в случае дуплексов III, IV и V, не 
только уменьшается амплитуда КД, но сильно 
меняется и форма спектров. Спектры уширяются 
и появляются два длинноволновых максимума. 
Как показано в предыдущей нашей работе [11], 
наличие двух длинноволновых максимумов сви¬ 
детельствует о связывании <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> 
в форме шпильки, с параллельной ориентацией не-
тропсиновых фрагментов. 

Дифференциальные спектры КД для комплек¬ 
сов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с дуплексами Ш, IV и V 
могут быть достаточно хорошо представлены в ви¬ 
де линейной комбинации двух реперных КД спект¬ 
ров: дифференциальных спектров КД, соответству¬ 
ющих связыванию <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> в растя¬ 
нутой конформации и в конформации шпильки. 
Эти реперные спектры были рассчитаны в на¬ 
шей работе [15] и приведены на рис. 6а. На рис. 6а и 
6в дифференциальные спектры КД для ком¬ 
плексов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с дуплексами IV 
и V представлены в виде линейной комбинации 
двух реперных спектров, рассчитанной для рав¬ 
новесной смеси, содержащей 58% лиганда, свя¬ 
занного в конформации шпильки и 42% - в рас¬ 
тянутой конформации для дуплекса IV, для дуп¬ 
лекса V содержание шпилечной конформации 

Рис. 6. Разностные спектры КД, характерные для свя¬ 
зывания <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> (/) в растянутой кон¬ 
формации и (2) в форме шпильки (о); сравнение экспе¬ 
риментальных и теоретически рассчитанных (пунктир) 
спектров КД для комплексов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> 
с дуплексами IV (б) и V (в). AD и AD0 - амплитуды КД, 
рассчитанные на 1 см оптического пути в присутствии 
и в отсутствие лиганда. 

составляет 45% и растянутой 55%. При связыва¬ 
нии <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с дуплексом Ш 38% и 
62% лиганда находятся в шпилечной и растяну¬ 
той конформации соответственно (данные не 
приводятся). По-видимому, включение в цент¬ 
ральную часть дуплексов двух GC-пap, или IC-
пары, содержащей подряд два пиримидин-пури-
новых контакта, расширяет малый желоб, поз¬ 
воляя вклиниться и двутяжевому димерному мо¬ 
тиву. 
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Рис. 7. Устойчивость комплексов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с дуплексами I-VHI, как функция концентрации NaCl. a -
дуплексы I - (7), III - (2), VI - (3) и IV - (4), (блок Т4 расположен с 5'-конца); 6 - дуплексы П - (7), VII - (2) и V - (5), 
(блок А4 расположен с 5'-конца). ^e0 - молярный дихроизм при 0.1 М NaCl. 

Влияние ионной силы на связывание 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с олигонуклеотидными 

дуплексами 

На рис. 7 приведены кривые солеустойчивости 
комплексов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> со всеми иссле¬ 
дованными олигонуклеотидными дуплексами. Из 
кривых видно, что самой низкой солеустойчивостью 
обладают комплексы с дуплексами, содержащими 
GC-пары в середине дуплекса (кривые 3б и 4а). 
Дуплексы, в которых блоки А4 расположены на 
5'-конце, также обладают слабой солеустойчи¬ 
востью (рис. 16, кривые 7, 2, 3). Самой высокой 
солеустойчивостью обладает комплекс 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с дуплексом I, в котором Т4-
блоки расположены на 5'-конце (рис. 1а, кривая 1). 
Замена ТА на II, CI или IС также ухудшает сродство 
ДНК к <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—>. Зависимость устой¬ 
чивости комплекса <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с дуп¬ 
лексом III (рис. 1а, кривая 2) от концентрации 
NaCl носит сложный характер. Величина ^E/^E0 
сначала растет с увеличением ионной силы до 
0.6 М NaCl, а затем начинает постепенно падать. 
Мы интерпретируем эти результаты следующим 
образом: комплекс лиганда с дуплексом III в кон-
формации шпильки диссоциирует при увеличе¬ 
нии концентрации NaCl и частично замещается 
комплексом в растянутой конформации. Нами 
было показано в работе [11], что константа свя¬ 
зывания <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с ДНК в растяну¬ 
той конформации существенно выше константы 
связывания бис-нетропсина в форме шпильки. 
Наличие GC-nap в дуплексах IV и V существенно 
снижает константу связывания лиганда, как в 
конформации шпильки, так и в растянутой кон¬ 
формации. 

ВЫВОДЫ 

1. <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> обладает наиболь¬ 
шим сродством к последовательности 5'-CGTTT-
TAAAACG-3'. Расположение блока А4 слева 
уменьшает сродство <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—>. Та¬ 
кое предпочтение, вероятно, связано с конформа-
ционной лабильностью ТТАА-блока изгибаться 
в сторону широкого желоба, которая совпадает 
со способностью <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> изгибать 
ДНК в том же направлении. 

2. бис-Нетропсин, <—Nt-(CH2)5-Nt—> имею¬ 
щий гибкий линкер, при той же ориентации не-
тропсиновых фрагментов, что и в молекуле 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> образует комплекс с ДНК, 
обладающий высокой солеустойчивостью неза¬ 
висимо от расположения блоков Т4 и А4. 

3. Дифференциальные спектры КД, вычис¬ 
ленные для комплексов <—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> с 
олигонуклеотидными дуплексами, имеющими 
расширенную малую бороздку, приобретают ха¬ 
рактерную форму с двумя длинноволновыми мак¬ 
симумами. В этом случае возможно связывание 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> как в растянутой конфор¬ 
мации, так и в форме шпильки, в которой моно¬ 
мерные фрагменты образуют параллельный дву-
тяжевый мотив. 

Для специфического связывания 
<—Nt-Pt(NH3)2-Nt—> важна как определенная нуклео-
тидная последовательность, так и локальная кон-
формация малого желоба ДНК. 

Данная работа финансировалась Российским 
фондом фундаментальных исследований ( 97-04-
49047 и 98-04-49220), Deutsche Volkswagen Stiftung 
(AZ.I/70409) и Государственной научно-техни¬ 
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