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Порфирины и их производные – класс соединений, важный для создания лекарственных препара�
тов. Одной из мишеней катионных порфиринов являются G�квадруплексные структуры ДНК. Цель ис�
следования – выявить роль отдельных химических групп порфиринового макроцикла в комплексообра�
зовании с G�квадруплексами. Изучены комплексы порфириновых производных, отличающихся пери�
ферическими заместителями: 5,10,15,20�тетракис(N�карбоксиметил�4�пиридиний)порфирин (P1) и
5,10,15,20�тетракис(N�этоксикарбонилметил�4�пиридиний)порфирин (P2) с антипараллельным G�
квадруплексом теломерной ДНК человека, образованным из d(TTAGGG)4 последовательности (TelQ).
Константы Ki и число мест связывания Ni определены из изотерм адсорбции, построенных с использо�
ванием спектров поглощения комплексов порфиринов P1 и P2 с TelQ. Обнаружено высокое сродство
молекул P1 к структуре антипараллельного теломерного квадруплекса (K1 = (40 ± 6) × 106 М–1, N1 = 1;
K2 = (5.4 ± 0.4) ×106 М–1, N2 = 2). Константы связывания P2 с TelQ (K1 = (3.1 ± 0.2) × 106 М–1, N1 = 1;
K2 = (1.2 ± 0.2) × 106 М–1, N2 = 2) оказались на порядок ниже, чем у комплексов P1 с TelQ. Таким
образом, наличие карбоксильных групп на периферии макроцикла у порфирина P1 обусловливает
высокое сродство к антипараллельному квадруплексу TelQ. На основании анализа данных о кван�
товом выходе и длительности флуоресценции комплексов охарактеризованы два типа мест связы�
вания порфиринов P1 и P2 с TelQ. Установлено, что сильный тип комплекса определяется взаимо�
действием с ТТА�петлями, более слабый – с G�квартетами. Изменения конформации TelQ, реги�
стрируемые по спектрам КД при адсорбции молекул P1, можно объяснить разрушением одного G�
квартета в комплексе TelQ : P1.

Ключевые слова: ДНК, G�квадруплекс, порфирины, круговой дихроизм, флуоресценция.

COMPLEXES OF ANTIPARALLEL TELOMERIC G�QUADRUPLEX d(TTAGGG)4 WITH CARBOXY�
METHYL TETRAСATIONIC PORPHYRINS, by O. A. Kovaleva1, 2, A. K. Shchyolkina1, O. K. Mamaeva1,
V. A. Ol’shevskaya4, A. V. Makarenkov4, A. S. Semeikin4, A. A. Shtil5, O. F. Borisova1, D. N. Kaluzhny1*
(1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, 119991 Russia; *e�mail:
uzhny@mail.ru; 2Moscow Institute of Physics and Technology (State University),141700 Russia;
3Nesmeyanov Institute of Organoelement Compounds, Russian Academy of Sciences, 119991 Russia;
4Ivanovo State University of Chemistry and Technology, 153460 Russia; 5Blokhin Cancer Research Center,
Russian Academy of Medical Sciences,115478 Russia). Porphyrins comprise a chemical class widely used in
drug design. Cationic porphyrins may bind to DNA guanine quadruplexes. We report the parameters of binding
of 5,10,15,20�tetrakis(N�carboxymethyl�4�pyridinium)porphyrin (P1) and 5,10,15,20�tetrakis(N�etoxy�
carbonylmethyl�4�pyridinium)porphyrin (P2) to antiparallel telomeric G�quadruplex formed by d(TTAGGG)4
sequence (TelQ). The binding constants (Ki) and the number of binding sites (Ni) were determined from ab�
sorption isotherms generated from absorption spectra of complexes of P1 and P2 with TelQ. Compound P1
demonstrated a high affinity to TelQ (K1 = (40 ± 6) × 106 М–1, N1 = 1; K2 = (5.4 ± 0.4) × 106 М–1, N2 = 2). In
contrast, the binding constants of P2−TelQ complexes (K1 = (3.1 ± 0.2) × 106 М–1, N1 = 1; K2 = (1.2 ± 0.2) ×
× 106 М–1, N2 = 2) were one order of magnitude smaller than the respective values for P2−TelQ complexes.
Measurements of quantum yield and fluorescence lifetime of drug−TelQ complexes revealed two types of binding
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ВВЕДЕНИЕ 

Одноцепочечный 3',конец теломерной ДНК че,
ловека может сворачиваться в G,квадруплексную
структуру [1], что способствует подавлению актив,
ности теломеразы и снижению пролиферативного
потенциала опухолевых клеток [2]. Чтобы эффек,
тивно ингибировать теломеразу G,квадруплекс,
ными структурами важно найти низкомолекуляр,
ные лиганды, избирательно связывающиеся с G,
квадруплексами и стабилизирующие их структуру
[2, 3]. Созданы новые производные порфиринов с
высоким сродством к ДНК, которые являются про,
тотипами противоопухолевых лекарств [3–5]. 

Порфирины и их производные находят широ,
кое применение в фотодинамической терапии
опухолей [5, 6]. Соединения этого обширного хи,
мического класса обладают антибактериальными
и противовирусными свойствами [7]. Изучены
комплексы катионных порфиринов с G,квад,
руплексными структурами, образованными тело,
мерной последовательностью, а также с нуклео,
тидными последовательностями промоторов ге,
нов [3, 8]. Химические группы на периферии
тетрапиррольного макроцикла, а также присут,
ствие центрального иона металла существенно
влияют на тип связывания этих лигандов с G,квад,
руплексами [8–10]. Ключевое значение во взаимо,
действии этих лигандов с ДНК и G,квадруплекса,
ми имеет локализация положительного заряда на
периферии макроцикла. Так, тетракатионные па(
ра,замещенные пиридиниевые производные про,
являют наибольшее сродство к G,квадруплексам
по сравнению с мета, и орто,замещенными ме,
тилпиридиниевыми порфиринами [10–13]. Из,
вестны комплексы катионного пиридиниевого
производного порфирина с метильным заместите,
лем при положительно заряженном атоме азота пи,
ридиниевого кольца (TMPyP4) с G,квадруплекса,
ми [3, 11, 12, 14].

Синтезированы новые соединения с различ,
ными заместителями на периферии катионного
порфирина [15–18] с целью усиления биологиче,
ской активности, в частности, взаимодействия с
ДНК. Введение карбоксиметильных и этоксикар,
бонилметильных заместителей на периферию
тетрапиррольного макроцикла повышает раство,
римость в воде за счет относительно большого
объема заместителей и уменьшения энергии

образования кристаллического состояния вещества
[17]. Мы показали, что 5,10,15,20,тетракис(N,
карбоксиметил,4,пиридиний)порфирин (P1) обла,
дает повышенной аффинностью к GС,участкам
двойной спирали ДНК, а 5,10,15,20,тетракис(N,
этоксикарбонилметил,4,пиридиний)порфирин (P2)
адсорбируется на GС,богатых участках ДНК с
константой на порядок ниже [19]. 

Учитывая хорошую водорастворимость P1 и P2
и повышенное сродство P1 к гуанин,богатым
участкам ДНК, в данной работе впервые исследо,
ваны комплексы этих порфиринов с антипарал,
лельным G,квадруплексом теломерной ДНК че,
ловека d(TTAGGG)4 (TelQ). 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. В экспериментах использовали
олигонуклеотид d(TTAGGG)4, синтезированный
фирмой “Синтол”, Россия. Синтез 5,10,15,20,тет,
ракис(N,карбоксиметил,4,пиридиний)порфирина
(P1) и 5,10,15,20,тетракис(N,этоксикарбонил,
метил,4,пиридиний)порфирина (P2) (рис. 1)
описан в работе [17]. Все измерения проведены в
растворе, содержащем 100 мM NaCl и 10 мM
фосфатного буфера, рН 7.8. Концентрацию оли,
гонуклеотида в растворе определяли спектрофо,
тометрически по поглощению на длине волны
260 нм при 90°С в воде, принимая коэффициент
молярной экстинкции TelQ: ε[d(TTAGGG)4] =
= 231 000 М–1 см–1. Исходные растворы P1 и
P2(10–4 М) приготовлены растворением сухих
соединений в воде. 

Квадруплексная структура из олигонуклеоти,
да d(TTAGGG)4 получена быстрым отжигом: на,
гревали буферный раствор с олигонуклеотидом
до 90°С, выдерживали 5 мин, затем помещали в
лед на 10 мин и выдерживали при комнатной тем,
пературе 30 мин. Концентрация олигонуклеотида
при отжиге не превышала 10 мкМ нитей. В усло,
виях эксперимента обнаружено образование
внутримолекулярной структуры антипараллель,
ного G,квадруплекса, что подтверждено спек,
тральными параметрами ДНК (характерный
спектр кругового дихроизма, отрицательные из,
менения в полосе поглощения 295 нм при плавле,
нии структуры [10, 20–23]) .

sites for P1 and P2 on the quadruplex oligonucleotide. The ‘strong’ complexes can result from interaction of the
porphyrinswith ТТАloops whereas the weaker complexes are formed with G�quartets. The altered TelQ con�
formation detected by circular dichroism spectra of P1−TelQ complexes can be explained by a disruption of
a G�quartet. We conclude that peripheral carboxy groups contribute tothe high affinity of P1 for the antipar�
allel telomeric G�quadruplex. 

Keywords: DNA, G�quadruplex, porphyrins, fluorescence, circular dichroism.
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Методы. Спектры поглощения комплексов
TelQ с порфиринами P1 и P2 регистрировали на
спектрофотометре Jasco V,550 в диапазоне длин
волн 350−500 нм. Кривые плавления квад,
руплексной структуры регистрировали по изме,
нению поглощения на длине волны 295 нм в зави,
симости от температуры. Спектры флуоресцен,
ции получены на спектрофлуориметре Cary
Eclipse (Varian). Флуоресценцию регистрировали
в диапазоне 600 ≤ λ ≤ 800 нм при возбуждении
длиной волны λ = 435 нм (изобестическая точка).
Кривые затухания флуоресценции P1 и P2 и их
комплексов с TelQ измерены на тауметре OBB
EasyLife VTM при возбуждении импульсным све,
тодиодом (λ = 435 нм). Флуоресценцию детекти,
ровали с использованием фильтра, пропускаю,
щего свет длиной волны более 590 нм. Измерения
проведены при температуре 20−22°С. Времена
жизни гетерогенной флуоресценции τi и их кон,
центрационный вклад ai рассчитаны с помощью
программы FelixGX. Спектры кругового дихроиз,
ма получены на спектрополяриметре JascoV,750 в
термостатируемой кювете при температуре 20°С.

Относительный квантовый выход флуорес,
ценции исследуемых образцов qi рассчитывали с
использованием спектров флуоресценции и погло,
щения [25]. Площадь под кривой спектра флуорес,
ценции нормировали на единицу поглощенного
кванта.

Изотермы адсорбции порфиринов P1 и P2 на
TelQ построены с использованием спектров погло,
щения лигандов на длине волны λ = 422 и 415 нм
при повышении концентрации TelQ. Учитывали
изменение концентрации лиганда при разбавле,
нии. Концентрацию адсорбированного лиганда
Cb определяли по формуле: 

(1)

где С0 – общая концентрация лиганда в растворе,
ε, εf и εb – коэффициенты молярных экстинкций
исследуемого соединения, полностью свободно,
го лиганда и полностью связанного на TelQ ли,
ганда соответственно. Среднее заполнение

 рассчитано на концентрацию TelQ,квад,

руплексов. Концентрацию свободного соединения
Cf определяли по формуле Cf = C0 − Cb. Константы
связывания определяли аппроксимацией экспе,
риментальной изотермы, построенной в коорди,
натах Скэтчарда, уравнением, описывающим мо,
дель независимых мест связывания лиганда на G,
квадруплексе:

(2)

0,
f

b
b f

C C
ε − ε

= ×

ε − ε

b

DNA

C
r

C
=

1

,
1

n
i i f

i fi

N K C
r

K C
=

=

+
∑

NH N

N HN

N N

N

N

RO
O

OR

O

OR
O

OR

O

(P1): R = H
(P2): R = C2H5

⊕

⊕

⊕

⊕ 4Cl–

a б

Рис. 1. а – Структура производных 5,10,15,20,тетракис(N,карбоксиметил,4,пиридиний) порфирина (P1) и
5,10,15,20,тетракис(N,этоксикарбонилметил,4,пиридиний) порфирина (P2). б – Схема антипараллельного теломер,
ного G,квадруплекса, образованного олигонуклеотидом d(TTAGGG)4 (TelQ). Гуанины в syn( и anti(конформациях
обозначены черными и белыми прямоугольниками соответственно. Диагональная ТТА,петля находится сверху гуани,
нового ядра, две латеральные петли – снизу [24].
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где Ki – константы связывания, Ni – число мест
связывания с i,ой константой на одной молекуле
квадруплекса, n – количество типов комплексов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Спектры поглощения комплексов порфиринов 
P1 и P2 с квадруплексом TelQ

Адсорбцию производных порфиринов P1 и P2
на антипараллельном квадруплексе TelQ изучали
спектрофотометрически. На рис. 2 представлены
изменения спектров поглощения порфиринов P1 и
P2 в полосе Соре, 380 ≤ λ ≤ 480 нм, при титровании
олигонуклеотидом TelQ. Спектры поглощения сво,
бодных молекул P1 и P2 характеризуются максиму,
мом поглощения на длине волны λ = 422 нм. По
мере увеличения концентрации TelQ в растворе
происходит смещение спектров поглощения пор,
фиринов P1 и P2 в длинноволновую область (бато,
хромный сдвиг), а также снижение интенсивно,
сти полосы поглощения в максимуме (гипохром,
ный эффект), что отражает адсорбцию лигандов
на ДНК. 

Величины батохромного сдвига в спектрах по,
глощения P1 и P2 составляют 15 и 13 нм соответ,
ственно. Гипохромный эффект для обоих соеди,
нений на длине волны 422 нм примерно одинаков
(~50%). Наблюдаемые изменения в спектрах по,
глощения P1 и P2 характерны для комплексов ка,
тионных порфиринов с G,квадруплексами ДНК.

Изотермы адсорбции порфиринов 
P1 и P2 на квадруплексеTelQ

Чтобы определить термодинамические пара,
метры и стехиометрию связывания молекул P1 и
P2 с антипараллельным теломерным квадруплек,
сом TelQ, построены изотермы адсорбции этих
лигандов (рис. 3). Концентрацию связанного Cb

и свободного Cf  лиганда определяли по уравне,
нию (1), используя спектры поглощения, пред,
ставленные на рис. 2. Изотермы адсорбции стро,
или в координатах Скэтчарда, как зависимость
r/Cf от r, где r − среднее количество адсорбиро,
ванных молекул лиганда, приходящееся на оли,
гонуклеотид TelQ, а Cf − концентрация свободно,
го лиганда в растворе.

Изотермы адсорбции P1 и P2, приведенные на
рис. 3, характеризуют связывание трех молекул
лиганда с TelQ. Взаимодействие порфиринов с G,
квадруплексной структурой ДНК можно описать
моделью независимой посадки нескольких моле,
кул лиганда. Аппроксимация эксперименталь,
ных данных уравнением (2) для двух типов ком,
плексов с числом независимых мест связывания
N1 = 1 и N2 = 2 позволила определить соответству,
ющие константы связывания соединений P1 и P2
с TelQ (табл. 1). 

Анализ изотерм адсорбции P1 и P2 на TelQ,
квадруплексе позволяет сделать следующие вы,
воды: 1) наличие у соединения P1 карбоксильных
групп обусловливает высокое сродство трех моле,
кул лиганда к TelQ; 2) молекулы P2, имеющие
объемные заместители в боковых группах, проиг,
рывают в афинности и адсорбируются на TelQ с
константами на порядок ниже, чем P1. 

Поглощение, ОЕ
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Рис. 2. Спектры поглощения порфиринов P1 (а) и P2 (б) при взаимодействии с G,квадруплексом TelQ. Спектры сво,
бодных порфиринов обозначены белыми, а полностью связанных – черными кружками. Концентрации порфиринов
P1 и P2 – 1 мкМ, олигонуклеотида TelQ 0–3.4 мкМ.



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 47  № 3  2013

КОМПЛЕКСЫ АНТИПАРАЛЛЕЛЬНОГО ТЕЛОМЕРНОГО G,КВАДРУПЛЕКСА 517

Сравнение констант связывания P1 и P2 на TelQ
с константами, рассчитанными ранее для тимусной
ДНК (К = 3.4 × 106 M–1 для P1 и К = 0.3 × 106 M–1

для P2 [19]), показывает, что P1 и P2 имеют более
высокое сродство к G,квадруплексной структуре,
чем к двойной спирали ДНК.

Спектры флуоресценции, квантовый выход 
и кинетика затухания флуоресценции комплексов 

порфиринов P1 и P2 с TelQ!квадруплексом

Природа гетерогенных мест связывания порфи,
ринов P1 и P2 на антипараллельном TelQ,квад,
руплексе изучена по флуоресценции комплексов.
Ранее мы установили, что квантовый выход q и
длительность флуоресценции τ адсорбированных
молекул P1 и P2 существенно зависят от нуклео,
тидного состава ДНК [19]. Взаимодействие P1 и P2
с участками ДНК, содержащими АТ,пары, приво,
дило к двукратному возрастанию квантового выхо,
да и длительности флуоресценции этих порфири,
нов. Взаимодействие P1 и P2 с GC,парами ДНК
сопровождалось сильным тушением флуоресцен,
ции и сокращением длительности флуоресцен,
ции в 7 раз [19]. Аналогичные различия в кванто,
вом выходе и длительности флуоресценции ком,
плексов порфирина TMPyP4 с ДНК разного
нуклеотидного состава наблюдались в ряде работ
[26–28]. Установлено, что тушителем флуорес,
ценции TМРуР4 вследствие образования ком,
плекса с переносом заряда является гуанин [26, 29,
30]. Можно ожидать, что взаимодействие порфи,
ринов с ТТА,петлями квадруплекса будет приво,
дить к возрастанию квантового выхода и длитель,
ности флуоресценции. Связывание с G,квартета,
ми будет приводить к тушению флуоресценции
комплексов. 

Спектры флуоресценции. Спектры флуорес,
ценции свободных молекул порфиринов P1 и P2 и
их комплексов с антипараллельным TelQ,квад,
руплексом представлены на рис. 4а. Спектры реги,
стрировали в условиях малого заполнения (r ~ 1),
когда молекулы исследуемых порфиринов практи,
чески полностью связаны cTelQ. 

На рис. 4 показано, что спектры флуоресцен,
ции свободных и связанных с TelQ порфиринов
P1 и P2 различаются. У адсорбированных молекул
возрастает интенсивность флуоресценции в по,
лосах с максимумами 660 и 720 нм. Появление бо,
лее выраженных полос флуоресценции можно объ,
яснить ограничением колебательных степеней сво,
боды молекул порфиринов при взаимодействии с
TelQ. Следует отметить, что наблюдаемые измене,
ния в спектрах флуоресценции подобны получен,
ным ранее для комплексов P1 и P2 с АТ,дуплексом
ДНК [19]. На основании данных о спектрах флуо,
ресценции можно предполагать, что адсорбция мо,
лекул P1 и P2 при малом заполнении (r ≤ 1) проис,
ходит в основном на TTA,петлях квадруплекса.

Полученные данные согласуются с локализацией
порфирина TMPyP4 в петлях теломерного квад,
руплекса, которую наблюдали при изучении ком,
плексов методом рентгеноструктурного анализа
[8].

Квантовый выход флуоресценции. Абсолютные
квантовые выходы флуоресценции q0 свободных
молекул порфиринов P1 и P2 рассчитаны ранее
(q0 = 0.0093 для P1 и q0 = 0.0086 для P2) [19]. Кван,
товые выходы флуоресценции комплексов пор,
фиринов P1 и P2 с TelQ рассчитывали относи,
тельно q0 свободного лиганда, используя площади
под спектрами флуоресценции (рис. 4), нормиро,
ванными на единицу поглощенного кванта. Чис,
ленные значения относительных выходов флуо,
ресценции комплексов этих лигандов q/q0 приве,
дены в табл. 2. Видно, что при связывании P1 и P2
с антипараллельным TelQ квадруплексом (r = 1)
квантовый выход флуоресценции комплексов
этих порфиринов возрастает в 1.4 раза по срав,
нению со свободным лигандом. При увеличении
концентрации адсорбированных порфиринов
(r ~ 2) квантовый выход уменьшался до величи,

Таблица 1. Параметры комплексообразования P1 и P2
с TelQ

Порфирины K1, 106 M–1 N1 K2, 106 M–1 N2

Р1 40 ± 6 1.0 5.4 ± 0.4 2.0

Р2 3.1 ± 0.2 1.0 1.2 ± 0.2 2.0

r/Cf

5 × 107

4 × 107

3 × 107

2 × 107

1 × 107

0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
r

Рис. 3. Изотермы адсорбции порфиринов P1 и P2 (бе,
лые и черные кружки соответственно) на TelQ в коор,
динатах Скэтчарда. Концентрации связанного и сво,
бодного лиганда рассчитаны по уравнению (1) с ис,
пользованием значений поглощения на длинах волн
415 и 420 нм. Аппроксимация экспериментальных то,
чек уравнением (2) показана непрерывной кривой,
параметры Ki и Ni приведены в табл. 1.
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ны, сравнимой с квантовым выходом свободно,
го лиганда (q/q0 = 0.97).

Наблюдаемое возрастание квантового выхода
флуоресценции подтверждает наше предположе,
ние, что при малом заполнении (r ≤ 1) образуются
в основном комплексы на ТТА,петлях TelQ,квад,
руплекса. 

Кинетика затухания флуоресценции комплек�
сов. Чтобы объяснить природу тушения порфи,
ринов в комплексе с TelQ, изучали кинетику зату,
хания флуоресценции комплексов P1 и P2 с TelQ.
На рис. 4б приведены кривые затухания флуорес,
ценции порфиринов P1 и P2 в комплексе с TelQ
при заполнении r = 1. Видно, что кривые затуха,
ния флуоресценции комплексов P1 и P2 слабо
различаются. Кинетика затухания этих кривых
хорошо описывается биэкспоненциальным урав,
нением (см. табл. 2). Следует отметить, что кине,
тику затухания флуоресценции свободных моле,
кул P1 и P2 в том же буферном растворе можно
описать моноэкспоненциальным законом затуха,
ния (τ = 4.8 нс для P1 и τ = 4.6 нс для P2) [19].

В табл. 2 приведены рассчитанные времена за,
тухания флуоресценции долгоживущих (τ1) и ко,
роткоживущих (τ2) комплексов порфиринов P1 и
P2 с TelQ: τ1= 8.0 ± 0.1 нс и 6.6 ± 0.1 нс, соответ,
ственно; τ2 = 0.9 + 0.1 нс. Доля молекул P1 и P2 с
коротким временем жизни τ2 составляет ~30%.
При повышении концентрации адсорбированного
лиганда вплоть до r ~ 2 кинетика затухания флуо,
ресценции несколько изменялась. Наблюдали уве,
личение доли короткоживущей фракции как P1,
так и P2 до ~ 50% (см. табл. 2). Данные о времени
затухания флуоресценции комплексов порфири,
нов P1 и P2 с TelQ квадруплексом указывают на на,
личие двух типов мест связывания в диапазоне
заполнения 0 < r ≤ 3 (табл. 2). Ранее нами изме,
рены времена затухания комплексов P1 и P2 с
АТ, и GC,дуплексами ДНК [19]: τ(АТ) = 10.0 +
+ 0.2 нс и τ(GC) = 0.7 ± 0.2 нс для P1; τ(АТ) = 8.6 ±
± 0.1 нс и τ(GC) = 0.8 ± 0.2 нс для P2. Сопостав,
ление этих данных с τ1 и τ2 комплексов P1 и P2 с
TelQ позволяет утверждать, что молекулы P1 и P2
в интервале заполнений 0 < r ≤ 1 связаны в основ,

Флуоресценция, у. е.
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Рис. 4. а – Спектры флуоресценции свободного (непрерывная кривая P1, пунктир P2) и адсорбированного на TelQ,
квадруплексе порфиринов P1и P2 (белые и черные кружки соответственно). б – Кривые затухания флуоресценции
порфиринов P1 и P2 (белые и черные кружки соответственно) в комплексе с TelQ; непрерывная кривая – кривая от,
клика системы (IRF). Интенсивности флуоресценции в максимуме кривых затухания приняты за единицу. Длина вол,
ны возбуждения – 435 нм. Концентрации TelQ, P1 и P2 – 1 мкМ.

Таблица 2. Квантовый выход и длительность флуоресценции комплексов P1 и P2 с TelQ

Порфирины τ1, нс a1, % τ2, нс a2, % q/q0

P1 (r = 1) 8.0 ± 0.1 68 ± 2 0.9 ± 0.1 32 ± 5 1.4

P1 (r = 2.5) 7.2 ± 0.6 45 ± 15 1.0 ± 0.1 55 ± 15 0.97

P2 (r = 1) 6.6 ± 0.1 77 ± 8 0.9 ± 0.1 23 ± 5 1.4

P2 (r = 2.2) 6.2 ± 0.1 50 ± 10 1.1 ± 0.1 50 ± 20 0.97
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ном с петлями TTA, а при r > 1 − с G,квартетами.
Как видно в табл. 2, при низком заполнении (r ≤ 1)
преобладают места связывания с TTA,петлями
(70–80%), при высоком заполнении (r ~ 2) поло,
вина адсорбированных молекул связана с G,
квартетами. Эти данные согласуются с изотерма,
ми адсорбции для двух типов комплексов. Таким
образом, уточнена природа двух типов комплек,
сов производных порфирина Р1 и Р2 с антипарал,
лельным теломерным квадруплексом: первый
сильный тип комплексов P1 и P2 можно отнести
к связыванию на TTA,петлях с образованием дол,
гоживущей флуоресцирующей компоненты; вто,
рой, более слабый комплекс – к связыванию с G,
квартетами (потушенный комплекс). 

Спектры кругового дихроизма TelQ квадруплекса 
в комплексе с порфиринами P1 и P2

Изменения конформации TelQ,квадруплекса,
вызываемые адсорбцией порфиринов, изучали по
спектрам кругового дихроизма (КД) в УФ,обла,
сти. Спектр КД молекул TelQ (рис. 5) соответству,
ет вторичной структуре, образованной сворачи,
ванием олигонуклеотида d(TTAGGG)4 в антипа,
раллельный G,квадруплекс [21, 24]. Спектр КД
такой структуры характеризуется положительной
полосой с максимумом 295 нм и отрицательной с
минимумом 265 нм. Данная форма спектра, глав,
ным образом, обусловлена syn,anti,стекинг,кон,
тактом гуанинов в квартетах [22]. 

При увеличении концентрации порфиринов в
растворе обнаружено изменение спектров КД
олигонуклеотида TelQ (рис. 5). Изменения спек,
тров КД квадруплекса при адсорбции P1 и P2 схо,
жи, что может свидетельствовать об образовании
одинаковых типов комплексов лигандами P1 и P2. 

При низком заполнении (r < 1) изменения в
спектрах КД незначительны. Однако при даль,
нейшем увеличении концентрации порфиринов
интенсивности положительной полосы с макси,
мумом 295 нм и отрицательной − 265 нм суще,
ственно уменьшаются, что характеризует ослаб,
ление или частичное разрушение стекинг,взаи,
модействий гуанинов. Отсюда следует, что при
низком заполнении взаимодействие порфиринов
не нарушает структуру квартетного ядра G,квад,
руплекса и подтверждает, что взаимодействие
происходит с ТТА,петлями (см. выше). Участок
латеральных петель наиболее богат нуклеотидами
A и T, и связывание порфиринов в этой области
ограничивает контакт лиганда с гуанинами. Та,
ким образом, можно предположить, что сайт наи,
более сильного связывания флуоресцирующей
молекулы расположен на латеральных TTA,пет,
лях (рис. 1).

Изменения в спектре КД при более высоком
заполнении можно интерпретировать как значи,
тельное уменьшение стекинг,взаимодействия гу,
аниновых квартетов и, возможно, частичное раз,
рушение G,квартетов. Наблюдаемое двухкратное
уменьшение интенсивности полосы на длине
волны 295 нм (r ~ 3) может свидетельствовать о раз,
рушении одного из двух крайних квартетов в струк,
туре TelQ, поскольку потеря лишь одного квартета
вдвое уменьшает число стекинг,контактов между
квартетами (с двух контактов до одного). 

Наиболее вероятный сайт связывания лиганда
в стекинге с гуаниновым квартетом − квартет
вблизи диагональной петли [31]. При разрушении
молекулами P1 и P2 контактирующего G,кварте,
та длина диагональной ТТА,петли может возрасти
за счет присоединения двух крайних гуанинов −

GТТАG. Возможность существования стабильного

Δε, M–1 см–1

3

240 260 280 300 320 340

а

2

1

0

–1

–2

3

240 260 280 300 320 340
Длина волны, нм

б

2

1

0

–1

–2

Рис. 5. Круговой дихроизм квадруплекса TelQ в Na+,буфере и при добавлении P1 (а) и P2 (б). Концентрации P1 и Р2
от 0 (белые кружки) до 9 мкМ (черные кружки), а TelQ – 0.8 мкМ и 0.9 мкМ соответственно.
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антипараллельного TelQ с двумя квартетами уста,
новлена в калийном буфере для олигонуклеотида
d(GGGTTA)3GGG методом ЯМР [32]. При этом
диагональную петлю удлиняли от трех нуклеоти,
дов ТТА до пяти GТТАG. Кроме того, известно,
что сродство порфирина TMPyP4 существенно
зависит от длины петель квадруплексной структу,
ры – наиболее выгодна длина в 5 н. [33].

Термическое плавление комплексов квадруплекса 
TelQ с порфиринами P1 и P2

На рис. 6 приведены кривые термического плав,
ления антипараллельного TelQ в свободном состо,
янии и в комплексе с молекулами P1 и P2. Измене,
ния в поглощении TelQ при повышении темпера,
туры раствора регистрировали при длине волны
295 нм (поглощение G,квартетов) [20]. Температу,
ра плавления Тпл (температура полуперехода квад,
руплекс−расплавленная нить) отмечена вертикаль,
ными линиями. Величина Тпл для свободного
квадруплекса равна 49°С. При адсорбции в сред,
нем двух молекул порфирина P1 температура
плавления квадруплекса увеличивается на 6°С
(Тпл = 55°С) и мало изменяется при адсорбции
двух молекул P2 (Тпл = 51°С).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Оптическими методами изучено влияние
карбоксильного и этоксикарбонильного заместите,
лей катионных порфиринов P1 и P2 на взаимодей,
ствие с антипараллельным теломерным G,квад,
руплексом. Выделены и охарактеризованы два типа

мест связывания: первый – на TTA,петлях, вто,
рой – на G,квартетах. Константа связывания пор,
фирина P1 с антипараллельным TelQ на порядок
выше таковой для P2.

Более низкая константа ассоциации P2 позво,
ляет предположить, что инертная ОС2Н5,группа
при положительно заряженном атоме азота в пи,
ридиниевом кольце P2 препятствуют сильному
связыванию молекул P2 с боковыми TTA,петля,
ми и G,квартетами антипараллельного TelQ. Из,
менения структуры квадруплекса при взаимодей,
ствии с P1 и P2 интерпретированы как разруше,
ние одного крайнего G,квартета. При этом
термостабильность квадруплекса в комплексе не
уменьшалась. Количественные параметры ком,
плексообразования производных порфиринов с
теломерным G,квадруплексом следует прини,
мать во внимание при рациональном дизайне ле,
карств, мишень которых − сложные структуры
ДНК.

Авторы благодарны М.А. Лившицу за обсуж,
дение результатов.
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Рис. 6. Кривые температурного плавления антипа,
раллельного TelQ (непрерывная кривая) в комплексе
с двумя молекулами P1 и P2 (белые и черные кружки
соответственно). 
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