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Аннотация. Исследовано взаимодействие красителя-интеркалятора метиленового синего (МС) с 
одноцепочечными (оц-) poly(rA), poly(rU) и двухцепочечным poly(rA)-poly(rU) полинуклеотидами 
методами абсорбционной спектроскопии, при различных концентрационных соотношениях 
лиганд/фосфат (концентрация оц-полинуклеотидов по фосфатному остатку). Обнаружено, что в 
полосе поглощения метиленового синего, в интервале изменения длины волны 500≤λ≤750 нм 
спектры поглощения комплексов МС-оц-poly(rA) резко уменьшаются, по сравнению со спектром 
МС, по мере возрастания концентрации полинуклеотида в растворе. Также обнаружено, что 
спектры поглощения комплексов МС-оц-poly(rU) уменьшаются умеренно, при увеличении 
концентрации этого полинуклеотида в растворе. На спектрах комплексов МС-оц-poly(rU) 
образуется псевдоизобестическая точка, в то время как на спектрах комплексов МС-оц-poly(rA) 
такая точка не образуется. Псевдоизобестическая точка образуется и на спектрах комплексов МС-
poly(rA)-poly(rU). Также обнаружено, что спектры поглощения комплексов МС с оц-poly(rA) и 
poly(rA)-poly(rU) сдвигаются в сторону длинных волн на ∼5-7 нм, в то время как сдвиг спектров 
поглощения комплексов МС-оц-poly(rU) составляет всего ∼2 нм. Изменения спектров поглощения 
комплексов МС с указанными полинуклеотидами, указывают на то, что МС проявляет высокую 
специфичность к poly(rA), по сравнению с poly(rU) и poly(rA)-poly(rU). Полученные данные также 
указывают на то, что МС с poly(rA) и poly(rA)-poly(rU) связывается интеркаляционным и 
электростатическим, а с оц-poly(rU) – в основном электростатическим механизмами.  
Ключевые слова: Метиленовый синий, полуинтеркаляционный механизм, poly(rA), poly(rU), 
poly(rA)-poly(rU) электростатическое связывание, спектры поглощения.  

 
Сложные структурные формы РНК играют ключевую роль в осуществлении некоторых клеточных 

процессов: синтез белков, сплайсинг и-РНК, регуляция транскрипции, выживание клетки. РНК имеет 
структурную гибкость и является важным объектом в области медицинских и химико-биологических 
исследований [1-3]. Учитывая, что в клетке РНК находится в различных структурных, в том числе, 
двухцепочечном (дц-) состояниях, весьма важным могут стать исследования по взаимодействию различных 
лигандов с дц-РНК, в качестве модели которой служит poly(rA)-poly(rU). Тем не менее, poly(rA)-poly(rU), хотя и 
является хорошей моделью дц-РНК, может перейти в трехцепочечную структуру [1-3]. С другой стороны, особое 
биологическое значение имеет одноцепочечная (оц-) poly(rA) в функционировании информационной (и-РНК), а 
также в процессах экспрессии генов [4-7]. С этой точки зрения важными являются и исследования по 
взаимодействию специфических к нуклеиновым кислотам (НК) лигандов с различными оц-полинуклеотидами. 
Эти исследования приобретают особую важность и в том аспекте, что практически все и-РНК в эукариотических 
клетках содержат poly(A) хвосты в 3’ концах, которые играют важную роль для созревания и стабилизации и-
РНК, а также для инициации трансляции и синтеза альтернативных форм белковых молекул [7,8]. Очевидно, что 
различные лиганды, проявляющие определенное сродство к этим хвостам, могут ингибировать 
функционирование и-РНК и нарушать синтез белка в клетке.  

Среди таких лигандов широкое прикладное значение приобретает метиленовый синий (МС) – 
фенотиазиновый катионный ароматический краситель-интеркалятор, который обладает множеством действий на 
клетку и организм. МС широко используется в качестве фотосенсибилизирующего агента для фотодинамической 
инактивации РНК-вирусов (ВИЧ, вирус гепатита В и вирус гепатита С) в плазме [9-12]. Однако, наиболее важным 
можно считать то, что МС проявляет терапевтические свойства к вирусам семейства коронавирусов. Недавные 
исследования выявили, что МС может также применяться для лечения нейродегенеративных расстройств, таких 
как болезнь Альцгеймера (AD), из-за его предполагаемого ингибирующего действия на агрегацию тау-белка  
[13-18]. 

Исходя из вышеприведенного, целью данной работы явилось выяснение особенностей связывания МС с оц-
poly(rA), оц-poly(rU) и с poly(rA)-poly(rU) на основании спектров поглощения. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 
В работе были использованы сверхчистые синтетические полинуклеоты poly(rA), poly(rU), poly(rA)-

poly(rU), МС (Sigma (США)), бидистилированная вода, NaCl, Na-цитрат, Na2EDTA (содержание в рабочих 
растворах составляла 10-5 М). Концентрации использованных препаратов определялись спектрофотометрически,  
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Рисунок 1. Химическая структура метиленового синего 

 
на основании следующих коэффициентов экстинкции: ε665=76000 М-1см-1 для МС [19], ε257=10500 М-1см-1 для 
poly(rA), ε260=9500 М-1см-1 для poly(rU) [20], ε260=7140 М-1см-1 для poly(rA)-poly(rU). Все эксперименты 
проводились в 0,5 ssc (1ssc содержит 0,15 М NaCl, 0,015 M Na3-цитрат), ионная сила – ∼0,1 М, рН≈7,0.  

Спектры поглощения образцов, спектрофотометрические титрование раствора МС с растворами poly(rA), 
poly(rU) и poly(rA)-poly(rU) были получены с помощью спектрофотометра UV-VIS spectrophotometer Perkin Elmer 
Lambda 365 (США). Все экспериментальные данные по спектрофотометрическому титрованию, а также спектры 
поглощения обработаны программой Microsoft Excel. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 
На рисунке 1 (а-в) приведены спектры поглощения МС и его комплексов с оц- poly(rU)+оц-poly(rA) (а), оц-

poly(rA)+оц-poly(rU) (б), poly(rA)-poly(rU) (в). Из рисунка 1 а видно, что спектры поглощения МС при 
добавлении в раствор оц-poly(rU) начинают уменьшаться, с небольшим батохромным сдвигом (∼2 нм). При этом, 
на спектрах поглощения образуется изобестическая точка (ИТ), которая, однако не является истиной 
(псевдоизобестическая точка), как в случае БЭ (см. [21]). Отметим, что при спектрофотометрическом титровании 
растворов МС растворами полинуклеотидов, разбавление составляло не более, чем 5 %, что намного меньше, чем 
уменьшение интенсивности поглощения. Следовательно, гипохромный и батохромный эффекты являются 
результатом взаимодействия МС с оц-poly(rU), вследствие чего молекулы МС переходят в связанное состояние 
с меньшей степенью свободы. Тем не менее, небольшие изменения спектров поглощения комплексов МС-оц-
poly(rU), по сравнению со спектром лиганда, указывают на то, что оптические свойства связанных и свободных 
молекул МС достаточно близки друг другу. Исходя из того, что эти свойства обусловлены хромофорной группой 
лиганда (рис. 2), мы полагаем, что МС с оц-poly(rU) связывается в основном электростатическим механизмом, в 
результате чего и центральная, хромофорная часть молекулы, состоящая из группы ароматических колец, 
находится в несвязанном состоянии. 

Необходимо отметить, то спектры поглощения комплексов МС-оц-poly(rU) схожи с аналогичными 
спектрами комплексов МС-poly(rA)-poly(rU), на которых также образуется псевдоизобестическая точка [21]. Тем 
не менее, поскольку основной способ связывания МС с poly(rA)-poly(rU) является полуинтеркаляция, а 
электростатический механизм – минорным, то мы полагаем, что и с оц-poly(rU) МС может образовать 
полуинтеркаляционные комплексы, однако они не вносят значительный вклад в изменении спектров 
поглощения. Этот вывод подтверждается тем, что добавление раствора оц-poly(rA) приводит к резкому 
уменьшению поглощения образововшихся комплексов, (рис. 1а, кривые 10-17). При этом, уменьшение 
поглощения комплексов по мере увеличения концентрации оц-poly(rA) в растворе указыает на предпочтительное 
связывание МС с этим полинуклеотидом. Этот эффект может быть результатом того, что poly(A) в растворе имеет 
достаточно упорядоченную структуру с высокой степенью стекинга между соседними азотистыми основаниями 
(см. [7]), что, в свою очередь, обусловливает встраивание ароматических групп лиганда в пространство между 
этими основаниями. Этот тип связывания соответствует полуинтеркаляции, которая характеризуется высокой 
гипохромностью и большим батохромным сдвигом. 

На рисунке 2 (б) приведены спектры поглощения МС (кривая 1), его комплексов с оц-poly(rA) (кривые 2-
13) и МС+оц-poly(rA)+оц-poly(rU) (кривые 14-18). Из приведенного рисунка видно, что спектры поглощения 
комплексов резко уменьшены относительно спектра поглощения МС и также сдвинуты в сторону длинных волн. 
Этот эффект подтверждает вывод о полуинтеркаляционном связывании МС с оц-poly(rA). При этом, на спектрах 
поглощения изобестическая или псевдоизобестиеская точки не образуются, что указывает на то, что молекулы 
лиганда находятся только в одном спектроскопически описываемом состоянии, а именно связанном. При этом, в 
этом состоянии молекулы МС имеют иные оптические характеристики, чем в свободном, следовательно, мы 
полагаем, что именно хромофорная часть молекул лиганда находится во взаимодействии с мономерными 
звеньями полинуклеотида. Наиболее выгодным является гидрофобное перемещение этих групп из полярной 
водной среды в намного менее полярную среду, а именно, в пространство между соседними адениловыми 
остатками оц-poly(rA). При этом, однако, нельзя исключить электростатическое взаимодействие положительно 
заряженных молекул МС с отрицательными фосфатными группами полинуклеотида. Однако, вклад этого 
способа связывания в поглощении образовавщихся комплексов незначительный. На основании полученных 
данных мы заключаем, что превалирующим способом связывания МС с оц-poly(rA) является полуинтеркаляция, 
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a) 

 
б) 

 
в) 

Рисунок 2. Спектры поглощения МС (кривые 1) и его комплексов с оц- poly(rU)+оц-poly(rA) (а), оц-
poly(rA)+оц-poly(rU) (б), poly(rA)-poly(rU) (в) (спектры комплексов МС-poly(rA)-poly(rU) получены в [21]). 
Концентрационное соотношение – r=лиганд/фосфат =1/20) 

 
с оц-poly(rU) – электростатический механизм. Другое важное заключение то, что МС проявляет ярко выраженное 
сродство к оц-poly(rA). 

Из рисунка 2 в видно, что спектры поглощения комплексов МС с poly(rA)-poly(rU) монотонно уменьшаются, 
по мере увеличения концентрации дц-полинуклеотида и сдвигаются в сторону более длинных волн на 5-6 нм. 
При этом, как уже было отмечено, на этих спектрах образуется псевдоизобестическая точка. Этот факт указывает 
на то, что молекулы МС в растворе находятся в спектроскопически близких, но различающихся двух состояниях 
– свободном и связанном. МС является интеркалятором, однако при ионных силах раствора ≥0,02 М с дц-НК 
связывается полуинтеркаляционным способом (см. [22]). Очевидно, что и с poly(rA)-poly(rU) этот лиганд 
образует полуинтеркаляционные коплексы, при этом, являясь катионным лигандом, связывается с дц-
полинуклеотидом электростатически. Проявление обоих способов и обусловливает характер изменений спектров 
поглощения этих комплексов. Отметим, что спектры поглощения комплексов МС-poly(rA)-poly(rU) по форме 
различаются от аналогичных спектров комплексов МС-оц-poly(rA) и имеют некоторую схожесть со спектрами 
комплексов МС-оц-poly(rU). По всей вероятности, это обусловлено структурными особенностями указанных 
гомополинуклеотидов. 

Таким образом, полученные данные выявляют, что МС, являясь интеркалятором, проявляет ярко 
выраженное сродство к оц-poly(rA) и достаточно низкое сродство к оц-poly(rU). При этом, с полиадениловой 
кислотой этот лиганд связывается полуинтеркаляционным способом, с полиуридиловой – электростатическим. 
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С этой точки зрения мы полагаем, что с poly(rA)-poly(rU) МС связывается как полуинтеркаляционном, так и 
электростатическим механизмами одновременно.  

 
Исследование выполнено при финансовой поддержке Комитета по науке РА в рамках научного проекта  
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INTERACTION OF METHYLENE BLUE WITH SINGLE-STRANDED POLYNUCLEOTIDES POLY(rA) 

AND POLY(rU) AND WITH DOUBLE_STRANDED POLYNUCLEOTIDE POLY(rA)-POLY(rU) 
Antonyan A.P., Movsesyan Z.O., Parsadanyan M.A., Vardevanyan P.O.  

Yerevan State University 
A. Manoogian str., 1, Yerevan, 0025, Armenia; e-mail: p.vardevanyan@ysu.am 

Received 13.07.2022. DOI: 10.29039/rusjbpc.2022.0510 
 

Abstract. Interaction of dye-intercalator methylene blue (MB) with single-stranded (ss-) polynucleotides 
poly(rA), poly(rU) and double-stranded poly(rA)-poly(rU) has been studied by the method of absorption 
spectroscopy at various concentration ratios ligand/phosphate (concentration of ss-polynucleotides by 
phosphate residue). It was revealed that in the absorption layer of methylene blue, in the wavelength change 
interval 500≤λ≤750 nm, the absorption spectra of the complexes MB-ss-poly(rA) decrease more sharply, 
as compared to MB spectrum, along with polynucleotide concentration enhancement in the solution. It was 
also revealed that the absorption spectra of the complexes MB-ss-poly(rU) decrease moderately at the 
increase of this polynucleotide concentration in the solution. In the spectra of the complexes MB-ss-
poly(rU) a pseudo-isosbestic point is formed, while in the spectra of the complexes MB-ss-poly(rA) there 
is no such point. The pseudo-isosbestic point is formed also in the spectra of the complexes MB-poly(rA)-
poly(rU). It was also revealed that the absorption spectra of the complexes of MB with ss-poly(rA) and 
poly(rA)-poly(rU) are shifted to the longer wavelengths by ∼5-7 nm, while the shift in the absorption spectra 
of the complexes MB-ss-poly(rU) composes almost ∼2 nm. The absorption spectra changes of the 
complexes of MB with the mentioned polynucleotides indicate that MB shows higher specificity to 
poly(rA), as compared to poly(rU) and poly(rA)-poly(rU). The obtained data also indicate that MB binds 
to poly(rA) and poly(rA)-poly(rU) by intercalation and electrostatic modes, and with ss-poly(rU) – mainly 
by electrostatic mechanism.  
Key words: Methylene blue, semi-intercalation mechanism, poly(rA), poly(rU), poly(rA)-poly(rU), 
electrostatic binding, absorption spectra. 
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