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ДНК-СВЯЗЫВАЮЩИЕ СВОЙСТВА 2ʹ-ГИДРОКСИФЛАВАНОНА И ЕГО 
ПРОИЗВОДНОГО НА ОСНОВЕ МОДИФИКАЦИИ ШИФФА

Аннотация. Флаваноиды – крупнейший класс растительных полифенолов. 2ʹ-Гидроксифлаванон относится  
к производным флавона и первоначально был выделен из растения мимоза пугливая (Mimosa pudica). Данное хими-
ческое соединение обладает широким спектром биологической активности, в том числе и способностью к связыва-
нию с ДНК.  Нами изучены физико-химические свойства 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного на основе моди-
фикации Шиффа, а также механизмы их взаимодействия с ДНК. Качественный анализ проведен с помощью ядерно-
го магнитного резонанса. Для анализа стабильности химической структуры производного 2ʹ-гидроксифлаванона на 
основе модификации Шиффа использовали ультрафиолетовую спектроскопию. 2ʹ-Гидроксифлаванон и его производ-
ное фотостабильны в диметилсульфоксиде. Взаимодействие 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного происходит 
по механизму интеркаляции. Изменение структуры молекулы 2ʹ-гидроксифлаванона путем модификации Шиффа 
приводит к усилению ДНК-связывающих свойств. Высокая аффинность связывания с ДНК 2ʹ-гидроксифлаванона  
и его производного в форме модификации Шиффа может найти применение при разработке противоопухолевых и анти-
микробных лекарств.
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DNA BINDING PROPERTIES OF 2ʹ-HYDROXYFLAVANON AND SCHIFF BASE DERIVATIVE 

Abstract. Flavanoids a class of plant and fungus secondary metabolites. 2ʹ-Hydroxyflavanone was previously isolated 
from Mimosa pudica (L.) whole plant and was found to exhibit anti-inflammatory effects in vitro and binding with calf timus 
DNA. There are also reports on anti-inflammatory properties of compounds bearing flavanone/chromone nucleus. The aim  
of this work was to develop a synthesis of new azomethine compounds derived from flavanones, to examine their spectroscopic 
properties and interaction with DNA. 2ʹ-Hydroxyflavanone and thiocarbohydrazide were used as substrates in the synthesis. 
The obtained products were analyzed by 1H NMR spectroscopy, UVVis. Ultraviolet spectroscopy was used to analyze the 
chemical-physical properties. Mechanism of interaction of bioactive 2ʹ-hydroxyflavanone with calf thymus deoxyribonucleic 
acid (DNA) was studied employing UV absorption. 2ʹ-Hydroxyflavanon and 2ʹHFTCH are photostable in DMSO. The intera-
ction of 2ʹ-hydroxyflavanone and its derivative occurs by the mechanism of intercalation. The change in the structure of the 
2ʹ-hydroxyflavanone molecule by Schiff base modification leads to an increase in DNA-binding properties. High binding abi-
lity of  2ʹ-hydroxyflavanone with DNA  may be useful for development of new anti-inflammatory and antimicrobial remedies.
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Введение. Флаваноиды представляют собой биологически активные соединения, относящи-
еся к классу полифенольных соединений. Структурную основу флавоноидов составляют два 
бензольных ядра, соединенных друг с другом трехуглеродным фрагментом согласно формуле 
С6–С3–С6. Флаваноиды обладают широким спектром биологической активности, включая про-
тивораковые, противомалярийные, антиоксидантные, противоинфекционные свойства и др. [1]. 
Эффективность биологического действия определяется структурными особенностями их  
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молекулы. В частности, методом анализа соотношения структура – функция (QSAR, quantitative 
structure – activity relationships) молекул флавоноидов установлено, что антиоксидантная актив-
ность последних зависит от положения ОН-групп в молекуле, наличия или отсутствия двойной 
связи в кольце С, а также от формы молекулы [2]. 

Среди флавоноидов наибольшим антибактериальным и противоопухолевым эффектом обла-
дают флаваноны. В частности, 2ʹ-гидроксифлаванон подавляет развитие рака молочной железы  
в результате ингибирования пролиферации и васкуляризации опухоли [3], индуцирует апоптоз 
клеток рака толстой кишки [4], способствует нормальной дифференцировке клеток в карциноме 
почек [5]. Антибактериальные свойства 2ʹ-гидроксифлаванона показаны для бактерий  E. coli,  
B. subtilis, S. aureus и связаны с подавлением роста культуры [6]. Помимо антиоксидантной ак-
тивности одним из возможных механизмов, объясняющих противоопухолевые и антибактери-
альные свойства 2ʹ-гидроксифлаванона, является ранее продемонстрированная способность дан-
ного соединения к взаимодействию с ДНК, посредством чего может осуществляться регуляция 
экспрессии генов опухолевых и бактериальных клеток [7]. 

В то же время структурные изменения флавоноидов и других молекул, связанные с модифи-
кацией Шиффа, приводят к значительному усилению противомикробной и противоопухолевой 
активности. Основания Шиффа проявляют активность против грамположительных бактерий, 
таких как S. aureus, и грамотрицательных бактерий – E. coli, P. aeruginosa. Среди флаваноидов  
с модификацией Шиффа N-(салицилиден)-2-гидроксианилин показал эффективность против  
M. tuberculosis [8]. Основания Шиффа с 2,4-дихлор-5-фторфенильным фрагментом эффективны 
также при ингибировании роста бактерий S. aureus, E. coli, P. aeru ginosa и K. pneumoniae [9]. Гес-
перетин с модификацией Шиффа полностью подавлял рост культуры S. aureus [10]. В то же время 
механизмы, приводящие к усилению биологической активности флавоноидов в случае модифика-
ции Шиффа, практически не изучены.

Исследование взаимодействий флаваноидов с ДНК может помочь в разработке терапевтиче-
ских агентов с целью регуляции экспрессии генов. Малые молекулы способны связываться  
с ДНК с помощью следующих механизмов [11]: 

интеркалирующего связывания, когда молекула включается в пары оснований нуклеиновых 
кислот;

связывания в малой или большой бороздках двойной спирали ДНК путем ван-дер-ваальсо-
вых взаимодействий;

электростатического взаимодействия между отрицательно заряженной фосфатной группой 
ДНК и катионным концом молекулы.

Среди перечисленных выше механизмов малые молекулы, интеркалированные в ДНК, более 
устойчивы к воздействию внешних агентов. Данный механизм связывания с ДНК наблюдается 
также у флаваноидов [12]. 

Цель настоящей работы – исследование физико-химических свойств 2ʹ-гидроксифлаванона 
и его производного на основе модификации Шиффа, а также механизмов их взаимодействия с ДНК. 

Для достижения цели нашего исследования были поставлены следующие задачи:
проанализировать физико-химические свойства 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного;
изучить особенности взаимодействия 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного с ДНК;
определить константу связывания 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного с ДНК.
Материалы и методы исследования. Производное 2ʹ-гидроксифлаванона на основе моди-

фикации Шиффа с использованием тиокарбогидразида обозначено нами как 2ʹHFTCH. Для син-
теза 2ʹHFTCH использовали тиокарбогидразид и 2ʹ-гидроксифлаванон (Sigma Aldrich, США) со-
гласно методу, приведенному в работе [13]. После полного растворения тиокарбогидразида  
в колбу с C2H5OH добавляли 2ʹ-гидроксифлаванон и полученный раствор, постоянно помешивая, 
в течение 25 ч нагревали до 89 °C в присутствии 99 % концентрированной серной кислоты. Полу-
ченный желтый осадок фильтровали, промывали холодной водой и высушивали. 

Качественный анализ синтезированного соединения – производного 2ʹ-гидроксифлаванона 
на основе модификации Шиффа – был проведен с помощью ядерного магнитного резонанса (ЯМР) 
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и ультрафиолетовой спектроскопии. Спектр ЯМР был записан на спектрометре Bruker AV200 
200MH в ДМСО с тетраметилсиланом в качестве внутреннего стандарта. Для изучения фотоста-
бильности использовали растворы 2ʹ-гидроксифлаванона и производного 2ʹ-гидроксифлаванона 
на основе модификации Шиффа в концентрации 0,01 М (ДМСО). Фотостабильность 2ʹ-гидро- 
ксифлаванона и его производного исследовали с помощью ультрафиолетовой спектроскопии при 
длине волны 323 нм.

Для определения констант связывания с ДНК 2ʹ-гидроксифлаванона и 2ʹHFTCH с ДНК осу-
ществляли путем смешивания раствора исследуемого флавоноида (25 мкМ) с растворами ДНК 
(СT-DNA, Sigma, Германия) в концентрации от 0 до 25 мкМ и затем рассчитывали спектры погло-
щения полученных растворов. Растворы СT-DNA и флавоноидов готовили на фосфатном буфере 
(50 мМ калий-фосфатный буфер, pH 7,4). Для последующих расчетов использовали ε260 = 6600 
М–1·см–1. Все измерения проводили после инкубации в течение 10 мин при комнатной температу-
ре. Анализ спектров поглощения осуществляли с помощью программы OriginPro8 (OriginLab, 
СШA). Константу связывания рассчитывали по уравнению

 [DNA]/(εa–εf) = [DNA]/(εa–εb) + 1/Kb(εa–εf),

где [DNA] – концентрация ДНК, εа – коэффициент молярного поглощения комплекса исследуе-
мого флавоноида с ДНК, εf – коэффициент молярного поглощения исследуемого флавоноида  
в отсутствие ДНК, εb – коэффициент молярного поглощения полностью связанного соединения 
и его производного с ДНК. Формула [DNA]/(εa–εf) в соотношении с [DNA] дает угловой коэффи-
циент – 1/[εa–εf], а линейный коэффициент равен 1/Kb(εb–εf). Константа связывания (Kb) опреде-
ляется через отношение углового коэффициента к линейному [14]. 

Результаты и их обсуждение. Химическое уравнение реакции синтеза производного на ос-
нове модификации Шиффа представлено на рис. 1. В состав молекулы вновь синтезированного 
соединения входят две молекулы 2ʹ-гидроксифлаванона, соединенные между собой тиокарбо- 
гидразильной группой.

С целью исключения изменения химической структуры 2ʹ-гидроксифлаванона и 2ʹHFTCH 
нами была проверена фотостабильность соединений в ДМСО в течение 4 ч (рис. 2).

Наблюдаемые на рис. 2 незначительные изменения оптической плотности 2ʹ-гидроксифлава-
нона (от 0,2566 до 0,27096 (рис. 2, а) и его производного (от 0,50828 до 0,49608 (рис. 2, b) свиде-
тельствуют о стабильности данных химический соединений в ДМСО.   

Чистоту производного на основе модификации Шиффа 2ʹHFTCH проверяли с помощью ме-
тода ЯМР (рис. 3). Характерные области химических сдвигов протонов различных фрагментов 
(NH, OH, H, H2O, DMSO) в спектре ЯМР указывали на наличие определенных атомных групп  
в молекуле 2ʹHFTCH.

На рис. 4 представлены спектры поглощения 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного на 
основе модификации Шиффа 2ʹHFTCH при наличии и отсутствии ДНК, характеризующие 
ДНК-связывающие свойства исследуемых соединений.

Рис. 1. Реакция синтеза производного 2ʹ-гидроксифлаванона на основе модификации Шиффа:  
а − 2ʹ-гидроксифлаванон; b – тиокарбогидразид; c − 2ʹHFTCH

Fig. 1. Synthesis of Shiff base derivative of the 2ʹ-hydroxyflavanone: а − 2ʹ-hydroxyflavanone;  
b − tioсarbohydrazide; c – 2ʹHFTCH
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Основываясь на том, что фенольный каркас молекул флавоноидов содержит 15 атомов угле-
рода, образующих два ароматических кольца (рис. 4, a, b), которые соединены тремя углеродны-
ми атомами, исследуемый 2ʹHFTCH находится в системе B (второй пик на рис. 4). Исходя из 
этого, в спектре 2ʹ-гидроксифлаванона максимальный пик приходится на длину волны 323 нм.  
В случае с производным на основе модификации Шиффа 2ʹHFTCH максимальный пик прихо-
дится на длину волны 357 нм. При добавлении ДНК к раствору 2ʹ-гидроксифлавана с фосфатным 
буфером происходит незначительный сдвиг (на 1 нм) максимума поглощения при λmax = 323 нм,  
в то время как при добавлении ДНК к 2ʹHFTCH в фосфатном буфере наблюдается значительный 
сдвиг (на 10 нм) максимума поглощения в фиолетовую (коротковолновую) сторону (синее смеще-
ние) при λmax = 357 нм. Это обусловлено тем, что взаимодействие между ДНК и исследуемыми 
соединениями происходит путем интеркаляции. Синий сдвиг может быть обусловлен H-связы-
ванием между интеркалирующим соединением и ДНК [15].

Значительное изменение интенсивности поглощения наблюдалось в двух случаях: на спектре 
с 2ʹ-гидроксифлаванона экстинкция увеличилась от 0,08301 (оптическая плотность несвязанной 
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Рис. 2. Фотостабильность 2ʹ-гидроксифлаванона (а) и  2ʹHFTCH (b)

Fig. 2. Fotostability of 2ʹ-hydroxyflavanone (a) and 2ʹHFTCH (b)

Рис. 3. Спектр ядерного магнитного резонанса 2ʹHFTCH

Fig. 3. Nuclear magnetic resonance spectra 2ʹHFTCH
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формы флаваноида) до 0,10905 (при максимальной концентрации ДНК 20 мкМ), а на спектре  
с 2ʹHFTCH оптическая плотность снизилась с 0,45087 (оптическая плотность несвязанной формы 
флаваноида) до 0,34686 (при максимальной концентрации ДНК 54 мкМ). Наблюдаемое измене-
ние оптической плотности доказывает взаимодействие исследуемых флавоноидов с ДНК.  

Константны связывания (Kb) 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного на основе модифика-
ции Шиффа 2ʹHFTCH с ДНК определяли с помощью графиков, отражающих отношение [DNA]/
(εa−εf) к [DNA] (рис. 4, c, d). Константа связывания с ДНК для 2ʹ-гидроксифлаванона составила 
1,2·105 М–1, а для производного на основе модификации Шиффа 2ʹHFTCH – 4,15·105 М–1. Более 
высокое значение Kb для 2ʹHFTCH свидетельствует о его более высоких ДНК-связывающих 
свойствах.

Заключение. Согласно полученным данным, 2ʹ-гидроксифлаванон и его производное 2ʹHFTCH 
фотостабильны в ДМСО. Это является хорошим результатом, так как их химическая структура 
остается постоянной на протяжении всего эксперимента. Взаимодействие 2ʹ-гидроксифлаванона 
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Рис. 4. Спектры поглощения и константы связывания с ДНК 2ʹ-гидроксифлаванона и 2ʹHFTCH при различных  
концентрациях ДНК тимуса теленка: a, b – спектры поглощения 2ʹ-гидроксифлаванона и 2ʹHFTCH соответственно; 
c, d – графики определения константы связывания с ДНК для 2ʹ-гидроксифлаванона и 2ʹHFTCH соответственно. 
Время инкубации 10 мин. Стрелка показывает направление изменения оптической плотности при добавлении  
различных концентраций ДНК. Концентрация исследуемого флавоноида во всех пробах 2,5·10–5 М. Kb – константа 

связывания с ДНК

Fig. 4. Absorption spectra and binding constant with CT-DNA of 2ʹ-hydroxyflavanone and 2ʹHFTCH at varicose concentration 
of CT-DNA: a, b – absorption spectra of 2ʹhedroxyflavanone and 2ʹHFTCH, respectively; c, d – plots of determination binding 
constant of CT-DNA for 2ʹhydroxyflavanone and 2ʹHFTCH, respectively. Incubation time 10 minutes. The arrow shows  
the direction of the change wavelength when adding different concentration of CT-DNA. The concentration of the flavanoids 

in all of samples are 2.5·10–5 M. Kb – binding constant with DNA
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и его производного на основе модификации Шиффа 2ʹHFTCH происходит по механизму ин-
теркаляции. Изменение структуры молекулы 2ʹ-гидроксифлаванона путем модификации Шиф-
фа приводит к усилению ДНК-связывающих свойств. Таким образом, ДНК является мишенью  
в клетке для 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного на основе модификации Шиффа. Высо-
кая аффинность связывания с ДНК 2ʹ-гидроксифлаванона и его производных в форме модифи-
кации Шиффа может найти применение при разработке противоопухолевых и антимикробных 
лекарств. 
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