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Методами дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК) и спектрофотометрии (СФ) 
проведено исследование взаимодействия интеркалятора бромистого этидия (БЭ) с ДНК в 
присутствии аналога витамина В2 - флавинмононуклеотида (ФМН). Калориметрические 
исследования показали, что добавление ФМН приводит к увеличению температуры, энтальпии, 
энтропии и свободной энергии плавления ДНК в составе комплекса с БЭ. При разных 
температурах получены спектры поглощения двойных (БЭ-ДНК, ФМН-ДНК) и тройных (БЭ-
ФМН-ДНК) систем. Сравнение экспериментальных спектров показало, что интенсивность 
суммарного (БЭ-ДНК+ФМН-ДНК) спектра выше, чем экспериментального, причем разница 
увеличивается с ростом температуры. Эффекты, обнаруженные методами ДСК и СФ, могут быть 
объяснены увеличением концентрации связанного с ДНК бромистого этидия в присутствии ФМН. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: конкурентное связывание, флавинмононуклеотид, бромистый этидий, 
ДНК, калориметрия, спектрофотометрия. 
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БРОМИСТИЙ ЕТИДІЙ - ДНК 
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Методами диференційної скануючої калориметрії (ДСК) та спектрофотометрії (СФ) проведено 
дослідження взаємодії інтеркалятора бромистого етидія (БЕ) з ДНК у присутності аналога вітаміна 
В2 - флавінмононуклеотида (ФМН). Калориметричні дослідження показали, що додавання ФМН 
призводить до зростання температури, ентальпії, єнтропії та вільної енергії плавлення ДНК у 
складі комплексу з БЕ. При різних температурах було отримано спектри поглинання подвійних 
(БЕ-ДНК, ФМН-ДНК) та потрійних (БЕ-ФМН-ДНК) системах. Порівняння експериментальних 
спектрів поглинання показало, що інтерсивність сумарного спектру (БЕ-ДНК+ФМН-ДНК) є 
вишчою, ніж експериментального, при чому різниця збільшується зі зростанням температури. 
Ефекти, що було виявлено нами методами ДСК та СФ, можуть бути пояснені збільшенням 
концентрації зв'язаного з ДНК бромистого етидія у присутності ФМН. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: конкурентне звязування, флавінмононуклеотид, бромистий етидій, ДНК, 
калориметрія, спектрофотометрія. 
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The study of intercalator ethidium bromide (EB) interaction with DNA in the presence of vitamin B2 
analogue flavin mononucleotide (FMN) is carried out using the differential scanning calorimetry (DSC) 
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and spectrophotometry (SF). Calorimetric investigations indicate that addition of FMN leads to the 
increase of DNA melting temperature, enthalpy, entropy and free energy in its complex with EB. The 
spectra of binary (EB-DNA, DNA-FMN) and ternary (FMN-EB-DNA) systems at different temperatures 
are obtained. Comparison of the experimental spectra shows that the intensity of the summary spectrum 
(EB-DNA+FMN-DNA) is higher than the intensity of the ternary system spectrum obtained 
experimentally. It should be noted that the intensity difference rises with the temperature increasing. The 
observed by DSC and SF effects can be explained by the increase of the concentration of ethidium 
bromide associated with DNA in the presence of FMN. 
КEY WORDS: competitive binding, flavin mononucleotide, ethidium bromide, DNA, calorimetry, 
spectrophotometry. 

 
В настоящее время широкое применение биологически активных ДНК-

связывающихся лигандов в качестве противоопухолевых и антибактериальных 
агентов  лимитируется их высокой токсичностью [1, 2]. Структурной 
особенностью таких лигандов является наличие плоского гетероциклического 
ароматического хромофора, способного интеркалировать в двойную спираль 
ДНК [3-6]. Многие вещества, получаемые с пищей или синтезирующиеся 
клетками организма, также могут взаимодействовать с ДНК и проявлять при 
этом ингибирующую активность по отношению к лекарственным препаратам, 
природным и синтетическим мутагенам [7, 8]. Присутствие таких активных 
соединений может снижать токсичность ароматических лигандов при 
клиническом применении. Основными молекулярными механизмами изменения 
токсичности являются гетероассоциация лигандов (интерцепторный механизм) и 
конкуренция за места связывания с ДНК (протекторный механизм) [9, 10]. 

Бромистый этидий (БЭ) относится к классическим интеркаляторам. В ряде 
исследований последних лет показано, что БЭ в зависимости от концентрации и 
условий среды взаимодействует с ДНК  несколькими способами, а величина 
константы связывания изменяется в интервале 104 М-1÷107 М-1 [11-15]. Интерес к 
исследованию БЭ в рамках проблемы конкурентного связывания во многом 
можно объяснить тем, что этот лиганд является удобной меткой (зондом) при 
изучении тройных систем различными спектральными методами [16-21]. С 
точки зрения биологической активности БЭ проявляет некоторые 
антибактериальные свойства и считается сильным мутагеном [22-24]. 

Флавинмононуклеотид (ФМН) является аналогом витамина В2  и обладает 
антитоксическим действием [25, 26]. Была показана возможность реализации 
интерцепторного механизма влияния ФМН на эффективность действия 
биологически активных лигандов. Об этом свидетельствует образование 
энергетически прочных гетерокомплексов между ФМН и лигандами с 
величинами констант связывания ~102÷104 М-1 [27-29]. В то же время 
проявление флавинмононуклеотидом протекторных свойств остается предметом 
дискуссий. Так, в работе [30] с помощью метода ЯМР спектроскопии было 
определено, что величина константы связывания ФМН с коротким фрагментом 
ДНК составляет 8×103 М-1. В тоже время авторы работ [31, 32] не смогли 
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оценить константу связывания ФМН с ДНК вследствие его  очень слабого  
связывания. 

При изучении связывания лигандов с ДНК в растворе широко используется 
видимая спектрофотометрия (СФ). Этот метод позволяет наблюдать за 
изменениями спектров веществ при комплексообразовании. Также информация, 
необходимая для интерпретации эффектов, возникающих при одновременном 
использовании нескольких препаратов, может быть получена при исследовании 
термодинамических параметров связывания лигандов с ДНК.  
Распространенным методом исследования термодинамики в системах лиганд-
ДНК является дифференциальная сканирующая калориметрия (ДСК). Метод 
калориметрии позволяет получить термодинамические параметры плавления 
свободной ДНК, ДНК в составе комплексов с лигандом, и оценить влияние 
конкурента на плавление системы ДНК-лиганд. 

Цель данной работы – исследовать влияние флавинмононуклеотида на 
связывание бромистого этидия с ДНК методами СФ и ДСК. 
 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В работе использовались коммерческая salmon testes ДНК фирмы "Serva", 

флавин-мононуклеотид и бромистый этидий фирмы "Fluka" без дополнительной 
очистки. Структурные формулы ФМН и БЭ приведены на рис.1. 
Калориметрические и спектрофотометрические исследования смесей лиганды –
 ДНК проведены в стандартном фосфатном буферном растворе (2.5×10-3 M 
KH2PO4, 2.5×10-3 M Na2HPO4, pH=6.86) при значении ионной силы I=0.025 М. 

Измерения теплопоглощения свободной ДНК, ДНК в смеси с БЭ и в тройной 
системе ДНК-ФМН-БЭ проведены на дифференциальном сканирующем 
микрокалориметре DASM-4 при скорости прогрева растворов 1 град/мин. 
Зависимости избыточной молярной теплоемкости от температуры получены с 
учетом базовой линии, проведенной между точками, соответствующими 
температурам начала и конца перехода. Расчет термодинамических параметров 
связывания ΔH, ΔG, ΔS из данных ДСК для смесей БЭ-ДНК и БЭ-ФМН-ДНК 
проведен по стандартным уравнениям [33]. 
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Рис.1. Структурные формулы флавинмононуклеотида (а) и бромистого этидия (б). 
 

Спектрофотометрические измерения проводились на спектрофотометре 
"Specord M40" (Германия) в видимой области спектра в кюветах с длиной 
оптического пути 10 мм. При определении концентрации компонентов 
использовали значения молярного коэффициента экстинкции: для ДНК 
ε260=6.4×103 М-1см-1 [34], ФМН ε445=1.25×104 М-1см-1 [35], БЭ ε480=5.68×103 М-1 

см-1 [36]. 
 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
На рис.2 представлены кривые теплопоглощения ДНК в составе смесей с БЭ 

(сплошная линия) и с БЭ-ФМН (пунктир). Калориметрические измерения 
проводились при постоянной концентрации ДНК и ФМН (P=DФМН=3×10-3 М, 
P/DФМН =1) и при различных концентрациях БЭ (P/DБЭ=4.4÷30). 

Видно, что при добавлении БЭ кривые теплопоглощения ДНК становятся 
двухфазными. Первый пик на кривых соответствует плавлению участков ДНК с 
низкой степенью насыщения лигандом, а второй – с высокой. В целом БЭ, как  
любой стандартный интеркалятор, стабилизирует ДНК, смещая температуру 
плавления в высокотемпературную область. 

Ранее нами было показано, что кривые теплопоглощения ДНК не 
изменяются в присутствии ФМН [37]. Для анализа влияния ФМН на 
взаимодействие БЭ с ДНК получены кривые теплопоглощения для тройной 
системы ДНК-БЭ-ФМН (рис.2, пунктир). Добавление ФМН к смеси БЭ-ДНК 
вызывает увеличение температуры первого пика на кривой теплопоглощения и 
относительного вклада  второго пика. Также наблюдается существенный рост 
параметров плавления ΔH, ТΔS, ΔG системы ДНК-БЭ-ФМН (рис.3, пунктир) по 
сравнению с системой БЭ-ДНК (рис.3, сплошные линии).  
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Рис.2. - Кривые теплопоглощения ДНК в составе смесей с БЭ (сплошные линии) и  БЭ 
и ФМН (пунктир) в растворе с  I=0.025 М. Концентрация ФМН и ДНК во всех смесях 
поддерживалась постоянной (P/DФМН=1). 
 

 
Такие эффекты не могут быть объяснены протекторным или 

интерцепторным действием ФМН, поскольку эти механизмы обычно приводят к 
противоположным изменениям на кривых теплопоглощения. Увеличение 
температуры и параметров плавления ДНК в составе комплекса может быть 
объяснено увеличением концентрации связанного лиганда.  

 

 
Рис.3. Зависимости ΔH, ΔG, ТΔS плавления от D/P  для систем ДНК-БЭ (сплошные 
линии) и ДНК-БЭ-ФМН (пунктир) в  растворе с  I=0.025 М. 
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Таким образом, мы наблюдаем некий синергетический эффект – увеличение 
концентрации связанного с ДНК БЭ в присутствии ФМН.  В тоже время, 
исследования  связывания интеркалятора дауномицина в присутствии ФМН 
показали, что и гетероассоциация этих лигандов в растворе, и связывание ФМН 
с тетрануклеотидом препятствуют взаимодействию дауномицина с фрагментом 
ДНК [30].  

Для подтверждения данных,  полученных методом ДСК, были проведены 
температурные измерения систем БЭ-ДНК, ФМН-ДНК и БЭ-ФМН-ДНК  
методом видимой спектрофотометрии. Так как наибольшие изменения кривых 
теплопоглощения смеси БЭ-ДНК при добавлении флавинмононуклеотида 
происходили при P/DБЭ=10÷15, для анализа методом СФ были исследованы 
растворы именно с такими соотношениями концентраций ДНК и БЭ. 
Проведение спектрофотометрических измерений системы БЭ-ФМН-ДНК при 
P/DФМН=1, при котором были получены ДСК кривые, не информативно с точки 
зрения оценки вклада БЭ в спектр тройной системы. Это связано с тем, что 
максимум поглощения ФМН (λ=445 нм) лежит достаточно близко к максимуму 
поглощения БЭ (λ=480 нм), а молярный коэффициент экстинкции у ФМН 
намного выше, чем у БЭ (см. Материалы и методы). Поэтому нами были 
рассмотрены смеси ФМН-ДНК и БЭ-ФМН-ДНК с более низкой концентрацией 
ФМН (DФМН≈DБЭ).  

На рис. 4 представлены спектры поглощения систем ФМН-ДНК при 
P/DФМН=10 (1 и 1'), БЭ-ДНК при P/DБЭ=11 (2 и 2') и тройной системы БЭ-ФМН-
ДНК (3 и 3') при температурах 30°С (сплошная линия) и 87°С (пунктир). Для 
проведения анализа изменений спектра смеси БЭ-ДНК при добавлении ФМН 
было проведено сравнение экспериментальных спектров тройной системы с 
суммарными спектрами двойных систем БЭ-ДНК+ФМН-ДНК (рис.4, кривые 4 
(30°С) и 4' (87°С)). 

Из рис.4 видно, что спектр поглощения системы  ФМН-ДНК при нагревании 
практически не изменяется (кривые 1 и 1'). Повышение температуры приводит к  
коротковолновому смещению спектра смеси БЭ-ДНК, что свидетельствует об 
увеличении концентрации свободного лиганда (кривые 2 и 2'). Спектр тройной 
системы БЭ-ФМН-ДНК с нагреванием незначительно возрастает и смещается в 
длинноволновую область (кривые 3 и 3'). Из сравнения поглощения тройной 
системы БЭ-ФМН-ДНК  и суммы поглощений систем БЭ-ДНК+ФМН-ДНК 
(кривые 4 и 4') видно, что интенсивность экспериментального спектра ниже 
суммарного (кривые 3 и 4). 
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Рис.4. Спектры поглощения систем ФМН-ДНК (1 и 1'), БЭ-ДНК (2 и 2'), тройной 
системы БЭ-ФМН-ДНК (3 и 3') и суммы спектров двойных систем БЭ-ДНК+ФМН-ДНК 
(4  и 4' ) при температурах 30°С (сплошная линия) и 87°С (пунктир) в растворе с 
I=0.025 М (Р=1.5×10-4 М, DБЭ= 1.35×10-4 М, DФМН = 1.5×10-4 М). 
 

Следует отметить, что видимое отличие наблюдается в промежутке 
λ=440÷480 нм и увеличивается с ростом температуры (кривые 3' и 4'). В этом 
интервале длин волн спектр ФМН мало изменяется и практически не смещается 
при нагревании (кривые 1 и 1'), а основной вклад в разницу между 
интенсивностью экспериментального и суммарного спектров дает 
коротковолновое смещение полосы поглощения БЭ, которое максимально 
проявляется именно в диапазоне 440÷480 нм (кривые 2 и 2'). Интенсивность 
суммарного спектра будет больше, чем экспериментального в том случае, если 
коротковолновое смещение спектра БЭ в тройной системе меньше, чем в 
двойной, т.е. в том случае, если концентрация связанного с ДНК бромистого 
этидия в присутствии ФМН увеличивается.  

 
ВЫВОДЫ 

Экспериментальные исследования двойных (БЭ-ДНК, ФМН-ДНК) и тройной 
(БЭ-ФМН-ДНК) систем методами СФ и ДСК показали, что ФМН влияет на 
взаимодействие БЭ с ДНК, увеличивая количество связанного БЭ. Таким 
образом, флавинмононуклеотид не проявляет ни протекторных, ни 
интерцепторных свойств при связывании бромистого этидия с ДНК. Для 
объяснения механизма наблюдаемого синергетического эффекта  при 
взаимодействии ФМН и БЭ с ДНК требуются  дальнейшие  исследования. 
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