ȷURNAL FIZIQNIH DOSLIDȷEN^ t. 6, ˝ 2 (2002) s. 236–242

JOURNAL OF PHYSICAL STUDIES v. 6, No. 2 (2002) p. 236–242

SPEKTRAL^N¨ VLASTIVOST¨ SIMETRIQNIH TRIMETINOVIH C¨N¨N¨V Z α-, γ-ZAM¨WENIM POL¨METINOVIM LANC“GOM PRI NAVNOST¨ NUKLEÕNOVIH KISLOT

¨. V. Valh^1, O. V. Slobodfflnk^1, V. B. Koval~s~ka^2, A. V. Granıan^3, “. L. Slom˛ns~kiȷ^3, S. M. rmolk^2 1 KiÝvs~kiȷ nac˛onal~niȷ un˛versitet ˛men˛ Tarasa Xevqenka, f˛ziqniȷ fakul~tet, prosp. akad. Gluxkova, 6, KiÝv, 03022, UkraÝna 2¨nstitut molekulfflrnoÝ b˛olog˛Ý ˛ genetiki NAN UkraÝni, vul. akad. Zabolotnogo, 150, KiÝv, 03143, UkraÝna 3¨nstitut organ˛qnoÝ hem˛Ý NAN UkraÝni, vul. Murmans~ka, 5, KiÝv, 02094, UkraÝna (Otrimano 20 lipnffl 2001 r.; v ostatoqnomu viglffld˛ — 4 kv˛tnffl 2002 r.)

Dosl˛dıeno spektral~no-lm˛nescentn˛ vlastivost˛ qotir~oh simetriqnih trimetinovih c˛ffln˛novih barvnik˛v, fflk˛ mat~ zam˛wennffl v α-, γ-poloıennfflh pol˛metinovogo lancga v bufernomu rozqin˛ ta pri nafflvnost˛ nukleÝnovih kislot (NK). Ustanovleno, wo barvniki CPentV, CPentE, CpentE–OMe pri vza‚mod˛Ý z NK utvort~ kompleksi z p˛dviwennfflm ˛ntensivnosti fluorescenc˛Ý (ΔQ) do 100 raz˛v. C˛ barvniki zaproponovano fflk fluorescentn˛ zondi dlffl viznaqennffl NK. Dlffl dosl˛dıenih barvnik˛v pripuska‚t~sffl borozenkova model~ vza‚mod˛Ý z NK.

Kl¸qovfi slova: c˛ffln˛nov˛ barvniki, pol˛metinoviȷ lancg, nukleÝnov˛ kisloti, pol˛nukleotidi.

PACS number(s): 87.15.–v, 87.64.–t

I. VSTUP

Z poqatku 90-h rok˛v fluorescentn˛ zondi na osnov˛ c˛ffln˛novih barvnik˛v ˛ntensivno zastosovut~sffl dlffl viznaqennffl nukleÝnovih kislot (NK). Naȷuıivan˛ximi dlffl c˛‚Ý meti ‚ monometinov˛ c˛ffln˛ni [1]. Praktiqno nefluorescentn˛ u v˛l~nomu stan˛, voni pri vza‚mod˛Ý z NK na porffldki p˛dviwut~ ˛ntensivn˛st~ viprom˛nvannffl, wo ȷ robit~ moılivim vikoristannffl Ýh u gomogennih sistemah detekc˛Ý. Qerez visokiȷ r˛ven~ vlasnogo viprom˛nvannffl ˛nx˛ klasi c˛ffln˛novih barvnik˛v mat~ obmeıene zastosuvannffl v cih sistemah detekc˛Ý (farbuvannffl gel˛v, kap˛lfflrniȷ elektroforez). Mi vperxe pokazali, wo vvedennffl zam˛nnik˛v do pol˛metinovogo lancga trimetinovih c˛ffln˛novih barvnik˛v dozvolffl‚, ne zniıuqi r˛vnffl fluorescenc˛Ý NK-kompleksu, znaqno zmenxiti ˛ntensivn˛st~ vlasnogo viprom˛nvannffl barvnika [2], tomu Ýh zastosovut~ dlffl gomogennoÝ detekc˛Ý (v c˛ȷ metodic˛ ne potr˛bno v˛dokremlvati nadlixok nezv’fflzanogo barvnika).

Perevagami karboc˛ffln˛novih barvnik˛v, por˛vnfflno z monometinami, ‚ moıliv˛st~ zbudıuvati Ýh viprom˛nvannffl nap˛vprov˛dnikovimi lazerami ta b˛l~x˛ kvantov˛ vihodi fluorescenc˛Ý. Takoı karboc˛ffln˛ni vifflvlfflt~ b˛l~xu shil~n˛st~ do utvorennffl r˛znoman˛tnih (J- ta H-) aİreİac˛ȷnih struktur [3]. k v˛domo, H-aİreİati mat~ tak zvanu “sendv˛qevu” strukturu ȷ korotkohvil~ov˛ zsuvi maksimum˛v poglinannffl wodo molekulfflrnoÝ formi barvnika. Vodnoqas u J-aİreİatah molekuli roztaxovut~sffl za shemo “golova” do “hvosta”, ˛ v˛dpov˛dno Ýhn˛ maksimumi poglinannffl roztaxovut~sffl v b˛l~x dovgohvil~ov˛ȷ d˛lfflnc˛ wodo monomolekulfflrnogo p˛ka. Sl˛d zaznaqiti, wo formuvannffl H-aİreİat˛v znaqno zmenxu‚ ˛ntensivn˛st~ viprom˛nvannffl barvnika. Pri nafflvnost˛ NK aİreİati qastkovo abo povn˛st ruȷnut~sffl. Pri c~omu molekulfflrna forma barvnika f˛ksu‚t~sffl na NK, spriqinfflqi znaqne p˛dviwennffl ˛ntensivnosti fluorescenc˛Ý. Tomu aİreİac˛ffl nezv’fflzanogo barvnika moıe sluguvati faktorom, wo spriffl‚ p˛dviwenn qutlivosti detekc˛Ý NK [4].

C˛ffln˛ni moıut~ vza‚mod˛fflti z DNK po-r˛znomu — ˛nterkalvati qi zv’fflzuvatis~ u malu borozenku [5,6]. kwo dlffl monometinovih c˛ffln˛n˛v haraktern˛xa ˛nterkalfflc˛ȷna vza‚mod˛ffl [7], to karboc˛ffln˛nov˛ barvniki zdatn˛ vza‚mod˛fflti za oboma mehan˛zmami. Nax˛ dosl˛dıennffl pokazali, wo β-zam˛weniȷ trimetinoviȷ benzt˛fflzoloviȷ barvnik Cyan 2 vza‚mod˛‚ z dvolancgovo DNK za ˛nterkalfflc˛ȷnim mehan˛zmom (dan˛ ne opubl˛kovan˛). U prac˛ [6] dlffl karboc˛ffln˛novih simetriqnih barvnik˛v z nezam˛wenim lancgom opisane takoı borozenkove zv’fflzuvannffl.

Meto naxogo dosl˛dıennffl ‚ vivqiti α-, γzam˛wen˛ trimetinc˛ffln˛ni, wo m˛stfflt~ etilenoviȷ (CpentE, CpentE–OMe) ta v˛n˛lenoviȷ (CpentV, CpentV–OMe) m˛stki v pol˛metinovomu lancz˛, fflk fluorescentn˛ zondi dlffl detekc˛Ý NK, aİreİac˛ȷn˛ procesi, fflk˛ suprovodıut~ vza‚mod˛ barvnik˛v z NK, ta moıliv˛ mehan˛zmi c˛‚Ý vza‚mod˛Ý.

II. OB’�KTI DOSL�DȷENN˚ TA METODIKA EKSPERIMENTU

Dimetilsul~foksid (DMSO) brali bez poperedn~ogo oqiwennffl. Dlffl dosl˛dıennffl kompleks˛v NK z c˛ffln˛novimi barvnikami vikoristovuvali total~nu DNK z eritrocit˛v kurqat, sintetiqn˛ pol˛nukleotidi poly(dAdT)/poly(dAdT) ta poly(dGdC)/poly(dGdC), total~nu RNK ta sirovatkoviȷ al~bum˛n bika (“Sigma” (SXA)). Barvniki sintezovano zg˛dno z [11]. Strukturn˛ formuli barvnik˛v zobraıen˛ na ris. 1.

Ris. 1. Strukturn˛ formuli barvnik˛v.

Spektri poglinannffl otrimano z vikoristannfflm spektrofotometra Specord M–40 (Carl Zeiss) odrazu ı p˛slffl prigotuvannffl rozqin˛v barvnik˛v ta Ýhn˛h kompleks˛v z NK u v˛dpov˛dnih rozqinnikah: bufer˛ 50 mM Tr˛s–HCl (rN 7.5) ta DMSO.

Spektri fluorescenc˛Ý re‚struvali fluorescentnim spektrofotometrom Cary Eclipse (Varian). Lm˛nescentn˛ vim˛ri provodili u kvarcov˛ȷ kvet˛ (1.0×1.0 sm). Fluorescenc˛ zbudıuvali viprom˛nvannfflm ksenonovoÝ lampi potuın˛st 75 Vt.

Stokov˛ rozqini barvnik˛v (2 · 10^{−3} M) gotuvali rozqinennfflm barvnik˛v u DMSO. U c~omu rozqinniku barvnik zalixa‚t~sffl stab˛l~nim protfflgom k˛l~koh m˛sfflc˛v pri zber˛gann˛ v holodil~niku. Stokov˛ rozqini NK gotuvali rozqinennfflm navaıki v˛dpov˛dnih b˛opol˛mer˛v u bufer˛ 50 mM Tr˛s–HCl (rN 7.5), Ýhn˛ koncentrac˛Ý stanovili 6 · 10^{−3} M par osnov dlffl DNK, pol˛nukleotid˛v ta 1.2 · 10^{−2} M osnov dlffl RNK.

Roboq˛ rozqini barvnik˛v ta Ýhn˛h kompleks˛v z NK gotuvali bezposeredn~o pered vim˛rvannfflm rozvedennfflm stokovih rozqin˛v c˛ffln˛n˛v ta NK v bufer˛. Ostatoqn˛ koncentrac˛Ý barvnik˛v stanovili 1.0·10^{−6} ta 1.0 · 10^{−5} M; pol˛nukleotid˛v ta DNK — 6 · 10^{−5} M par osnov, a RNK — 1.2 · 10^{−4} M osnov. Takim qinom, sp˛vv˛dnoxennffl v kompleksah barvnik–NK bulo odna molekula barvnika na 6 par osnov dlffl DNK ˛ 12 osnov dlffl RNK. Vikoristovuvali roboq˛ rozqini b˛lka z koncentrac˛‚ 0.1 mg/ml.

III. REZUL^TATI TA OBGOVORENN˚

Harakteristiki spektr˛v poglinannffl barvnik˛v u v˛l~nomu stan˛ navedeno na ris. 2 ta v tablic˛ 1.1. V organ˛qnomu rozqinniku DMSO dlffl CPentE harakternimi ‚ maksimum poglinannffl na 598 nm (molekulfflrna smuga) ta pleqe na 555 nm. U vodnomu bufernomu rozqin˛ dlffl CPentE maksimum poglinannffl monomolekulfflrnoÝ smugi barvnika roztaxovaniȷ na 590 nm. Smugi N-aİreİat˛v perekrivat~sffl z˛ smugami kolivnih r˛vn˛v ˛ zsunut˛ na 37–38 nm v sin, a smugi J-aİreİat˛v — na 119 nm v qervonu d˛lfflnki. Dlffl CPentV v DMSO sposter˛gat~sffl dv˛ smugi: monomolekulfflrna na 471 nm ta smuga, wo formu‚ pleqe pri 449 nm. U bufer˛ profflvlffl‚t~sffl lixe smuga poglinannffl z maksimumom na 454 nm. U DMSO CPentV–OMe ma‚ maksimum poglinannffl na 488 nm z˛ slabo viraıenim korotkohvil~ovim pleqem. U bufer˛ sposter˛ga‚t~sffl smuga z maksimumom poglinannffl na 464 nm. Dlffl CPentE–OMe v DMSO — smugi na 577 nm, 620 nm (z naȷb˛l~xo optiqno gustino). U bufernomu rozqin˛ ma‚mo tri maksimumi: 610 nm, 565 ta 731 nm, fflk˛ zumovlen˛ qistoelektronnomu ta elektronno-kolivnomu perehodami v ˛ndiv˛dual~n˛ȷ molekul˛ ta perehodom J-aİreİatu.

Nazva barvnika

DMSO+barvnik Bufer+barvnik Barvnik+DNK v bufer˛

Barvnik+RNK v bufer˛

Barvnik+b˛lok u bufer˛ λ_1 λ_2 λ_1 λ_2 λ_3 λ_1 λ_2 λ_3 λ_1 λ_2 λ_3 λ_1 λ_2 λ_3

CpentV

449 471 454 450 474 458 482 453 449 471 451 458 474 452 482 450

CPentE

555 598 552 590 559 599 569 603 551 590 560 598 551 590 709 565 599 566 601 550 590

CpentV–OMe

488 464 486 472 494 464 488 461 461 467 496 461

CpentE–OMe

577 620 564 609 731 578 621 730 488.576 623 716 570 610 726 579 619 565 610 732 575 622 730 488.576 623 716 571 612 729

Tablicffl 1.1. Spektral~n˛ harakteristiki poglinannffl barvnik˛v bez ta pri nafflvnost˛ NK. λ_1 — elektronnokolival~niȷ pereh˛d, λ_2 — qistiȷ elektronniȷ pereh˛d, λ_3 — J-aİreİat (λ_1, λ_2, λ_3 — v nanometrah (nm)). (Perxiȷ rffldok: koncentrac˛ffl barvnika sklada‚ 10^{−6} M, drugiȷ — 10^{−5} M).

Ris. 2. Spektri poglinannffl: a) —— barvnik u bufer˛; b) – – – barvnik u DMSO; v) ······ barvnik u bufer˛ + DNK; g) – · – · barvnik u bufer˛ + RNK; İ) – · · – · · barvnik u bufer˛ + b˛lok. Koncentrac˛ffl barvnika sklada‚ 10^{−5} M.

Nazva barvnika

Barvnik+poly(AT)_2 v bufer˛

Barvnik+poly(GC)_2 v bufer˛ λ_1 λ_2 λ_1 λ_2 CpentV 10^{−6} 446 471 458 484 CpentV 10^{−5} 447 471 450 CpentE 10^{−6} 555 593 565 598 CpentE 10^{−5} 555 593 479.565 594

Tablicffl 1.2. Por˛vnffll~n˛ harakteristiki spektr˛v poglinannffl kompleks˛v barvnik˛v z pol˛nukleotidami. λ_1 — elektronno-kolival~niȷ pereh˛d, λ_2 — qistiȷ elektronniȷ pereh˛d (v nm).

Nazva barvnika

Bufer+barvnik Barvnik+DNK v bufer˛

Barvnik+RNK v bufer˛

Barvnik+b˛lok u bufer˛ λ_{em} I_0 λ_{em,} I ΔQ_1 λ_{em} I ΔQ_2 λ_{em} I ΔQ_3 CpentV 10^{−6} 489 29 488 2958 102 503 521 22 490 33 1 CpentV 10^{−5} 491 126 501 1307 12 506 526 5 493 159 1 CpentE 10^{−6} 619 46 614 2000 48 622 440 9 621 177 3 CpentE 10^{−5} 619 163 621 1385 9 623 2135 14 620 151 1 CpentV–OMe10^{−6} 508 32 514 146 5 519 372 14 509 116 4 CpentV–OMe10^{−5} 510 155 520 331 3 523 688 6 510 623 2 CpentE–OMe 10^{−6} 635 15 638 150 10 634 55 4 633 16 1 CpentE–OMe 10^{−5} 637 97 637 4363 45 638 1364 14 633 132 1

Tablicffl 2.1. Por˛vnffll~n˛ harakteristiki spektr˛v fluorescenc˛Ý barvnik˛v u v˛l~nomu stan˛ ta v prisutnost˛ NK. λ_{em} — maksimum viprom˛nvannffl (v nm), I — ˛ntensivn˛st~ (v˛dnosn˛ odinic˛), ΔQ_fi — zb˛l~xennffl ˛ntensivnosti viprom˛nvannffl (v˛dnosn˛ odinic˛).

Ris. 3. Spektri fluorescenc˛Ý (ne vipravlen˛ na spektral~nu qutliv˛st~): a) —— barvnik u bufer˛; b) – – – barvnik u DMSO; v) ······ barvnik u bufer˛ + DNK; g) – · – · – barvnik u bufer˛ + RNK; İ) – · · – · · – barvnik u bufer˛ + b˛lok. Koncentrac˛ffl barvnika sklada‚ 10^{−5} M.

Fluorescenc˛ c˛ffln˛novih barvnik˛v zbudıuvali na dovıinah hvil~ maksimum˛v poglinannffl monomolekulfflrnih smug (ris. 3 ta tablicffl 2.1).

Z navedenih danih vidno, wo zam˛na etilenovogo m˛stka v struktur˛ pol˛metinovogo lancga na v˛n˛- lenoviȷ privodit~ do znaqnih zm˛n u spektral~nolm˛nescentnih vlastivostfflh barvnik˛v. Maksimumi poglinannffl viprom˛nvannffl v˛n˛lenovih analog˛v zsunut˛ b˛l~x n˛ı na 100 nm u korotkohvil~ovu d˛lfflnku spektra por˛vnfflno z etilenovimi. Vaılivo takoı v˛dznaqiti, wo koli etilenov˛ barvniki u bufernomu rozqin˛ formut~ ˛ J-aİreİati, to v˛n˛lenov˛ barvniki, fflkwo ȷ utvort~ aİreİac˛ȷn˛ strukturi, to t˛l~ki N-tipu.

Harakteristiki spektr˛v poglinannffl ta viprom˛- nvannffl barvnik˛v u kompleksah z DNK ta RNK navedeno na ris. 1, ris. 2, v tablicfflh 1.1 ta 2.1.

Dlffl kompleks˛v barvnik˛v CPentE–OMe, CPentE z DNK ta RNK maksimumi spektr˛v poglinannffl monomernih smug leıat~ u d˛lfflnc˛ v˛d 474 nm do 496 nm. Dlffl cih barvnik˛v u kompleksah z RNK znaqno viraıenimi ‚ smugi N-aİreİat˛v. Dlffl v˛n˛lenovih c˛ffln˛n˛v CPentV–OMe, CpentV pri nafflvnost˛ DNK sposter˛ga- ‚t~sffl znaqne ruȷnuvannffl J- ta N-aİreİat˛v, a za nafflvnosti RNK v˛dbuva‚t~sffl ruȷnuvannffl J-aİreİat˛v ta znaqnim sta‚ vnesok N-aİreİat˛v. Maksimumi spektr˛v poglinannffl monomernih smug cih barvnik˛v leıat~ u d˛lfflnc˛ v˛d 599 nm do 623 nm.

Fluorescenc˛ barvnik˛v pri nafflvnost˛ NK zbudıuvali na dovıinah hvil~ maksimum˛v poglinannffl monomer˛v. Formi Ýhn˛h spektr˛v viprom˛nvannffl ne v˛dr˛znfflt~sffl v˛d v˛dpov˛dnih form spektr˛v barvnik˛v u bufernomu rozqin˛, maksimumi viprom˛- nvannffl dlffl barvnik˛v z etilenovim m˛stkom roztaxovan˛ na 614–637 nm, a dlffl v˛n˛lenovih — na 488–520 nm. Dlffl barvnik˛v CPentE–OMe, CpentE ta CpentV pri zv’fflzuvann˛ z DNK ta RNK sposter˛ga‚- t~sffl ˛stotne zb˛l~xennffl ˛ntensivnosti fluorescenc˛Ý (do 102 raz˛v). Dlffl CPentV–OMe za nafflvnosti DNK qi RNK ˛ntensivn˛st~ viprom˛nvannffl zb˛l~xu‚t~sffl vs~ogo v 3–5 ta 6–14 raz˛v v˛dpov˛dno.

Takim qinom, vza‚mod˛ffl barvnik˛v z NK suprovodıu‚t~sffl qastkovim ruȷnuvannfflm aİreİat˛v ta f˛ksac˛‚ monomernoÝ formi barvnika. C˛ffln˛ni CPentE– OMe, CpentE ta CPentV–OMe p˛dviwut~ ˛ntensivn˛st~ viprom˛nvannffl na odin-dva porffldki pri vza- ‚mod˛Ý z NK. Dlffl vs˛h dosl˛dıenih barvnik˛v, okr˛m CPentV–OMe, b˛l~xu ˛ntensivn˛st~ viprom˛nvannffl mat~ kompleksi, utvoren˛ z DNK, wo ‚ sv˛dqennfflm znaqno b˛l~xogo zv’fflzuvannffl z DNK, fflkwo pripustiti, wo kvantoviȷ vih˛d fluorescenc˛Ý barvnika odnakoviȷ pri zv’fflzuvann˛ z r˛znimi NK. Dlffl etilenovih barvnik˛v nafflvn˛st~ RNK spriqinffl‚ znaqne zb˛l~xennffl k˛l~kosti N-aİreİat˛v, a dlffl CPentE– OMe nav˛t~ sposter˛ga‚t~sffl utvorennffl N-aİreİat˛v skladn˛xoÝ strukturi (smuga b˛lffl 488 nm).

Osk˛l~ki por˛vnfflno z CpentE–OMe ta CpentV–OMe CpentE ˛ CpentV ‚ perspektivn˛ximi barvnikami dlffl detekc˛Ý NK, to dlffl ostann˛h bulo provedeno dodatkov˛ dosl˛dıennffl.

Graf˛ki zaleınosti ˛ntensivnosti viprom˛nvannffl barvnik˛v v˛d sp˛vv˛dnoxennffl k˛l~kosti osnov qi par osnov (dlffl RNK ta DNK v˛dpov˛dno) do k˛l~- kosti molekul barvnika zobraıeno na ris. 4 ta 5.

Maksimumi nasiqennffl dlffl kompleks˛v CpentV ta CpenE z DNK skladat~ 8 p.o. (par osnov)/barvnik v˛dpov˛dno. Pri titruvann˛ barvnik˛v RNK c˛ sp˛vv˛dnoxennffl v˛dpov˛dno stanovlfflt~ 50 o. (osnov)/barvnik dlffl CpentV ta 30 o. dlffl CpenE. Tak˛ veliqini maksimum˛v nasiqennffl vkazut~ na te, wo mehan˛zmi zv’fflzuvannffl cih barvnik˛v z DNK ‚, ȷmov˛rno, pod˛bnimi, tod˛ fflk mehan˛zmi Ýh vza‚mod˛Ý z RNK, xvidxe za vse, sutt‚vo v˛dr˛znfflt~sffl.

Ris. 4. Titruvannffl barvnik˛v DNK pri koncentrac˛Ý barvnik˛v 10^{−5} M.

Ris. 5. Titruvannffl barvnik˛v RNK pri koncentrac˛Ý barvnik˛v 10^{−5} M.

Harakteristiki spektr˛v poglinannffl ta viprom˛nvannffl barvnik˛v pri nafflvnost˛ pol˛nukleotid˛v navedeno v tablicfflh 1.2 ta 2.2. Dlffl kompleks˛v CpentV (CpentE)–poly(dAdT)/poly(dAdT) u spektr˛ poglinannffl maksimumi smug barvnik˛v u molekulfflrn˛ȷ form˛ roztaxovan˛ na 471 nm ta 593 nm v˛dpov˛dno. Dlffl kompleks˛v cih barvnik˛v z poly(dGdC)/poly(dGdC) v˛dpov˛dn˛ monomern˛ maksimumi znahodfflt~sffl na 484 nm ta 598 nm. Pri c~omu v spektrah CpentV ta CpentE pri nafflvnost˛ cih pol˛- nukleotid˛v sposter˛gat~sffl smugi N-aİreİat˛v. Sl˛d v˛dznaqiti pod˛bn˛st~ u spektrah poglinannffl kompleks˛v poly(dAdT)/poly(dAdT)-, DNK- CpentV. Dlffl CpentE pri pol˛nukleotid˛ poly(dGdC)/poly(dGdC) harakternim ‚ zrostannffl ˛ntensivnosti smugi Naİreİat˛v ta utvorennffl N-aİreİatu skladn˛xoÝ strukturi.

Nazva barvnika

Barvnik+poly(AT)_2 v bufer˛

Barvnik+poly(GC)_2 v bufer˛ λ_{em} I ΔQ_1 λ_{em} I ΔQ_2 CpentV 10^{−6}M 486 2090 72 517 662 25 CpentV 10^{−5} M 495 1119 9 515 157 2 CpentE 10^{−6} M 609 4510 110 625 1909 43 CpentE 10^{−5}M 621 1385 9 633 196 2

Tablicffl 2.2. Por˛vnffll~n˛ harakteristiki spektr˛v fluorescenc˛Ý kompleks˛v barvnik˛v z pol˛nukleotidami. λ_{em} — maksimum viprom˛nvannffl (v nm), I — ˛ntensivn˛st~ (v˛dnosn˛ odinic˛), ΔQ_fi — zb˛l~xennffl ˛ntensivnosti viprom˛nvannffl (v˛dnosn˛ odinic˛).

Spektri fluorescenc˛Ý kompleks˛v CpentV ta CpentE z poly(dAdT)/poly(dAdT) ta poly(dGdC)/poly(dGdC) za formo ne v˛dr˛znfflt~sffl v˛d spektr˛v viprom˛nvannffl v˛dpov˛dnih barvnik˛v u v˛l~nomu stan˛. Obidva karboc˛ffln˛ni pri nafflvnost˛ pol˛nukleotid˛v zumovlt~ znaqne zb˛l~xennffl ˛ntensivnosti viprom˛nvannffl (72–110 raz˛v dlffl kompleks˛v z poly(dAdT)/poly(dAdT) ta 25–43 razi dlffl poly(dGdC)/poly(dGdC)).

Naveden˛ dan˛ dozvolfflt~ stverdıuvati, wo perevaıa‚ zv’fflzuvannffl CpentV ta CpentE z AT-vm˛snimi pol˛nukleotidami. V˛domo, wo ˛snuvannffl takoÝ specif˛qnosti, fflk pravilo, pritamanne molekulam, fflk˛ vza‚mod˛t~ z DNK za borozenkovim mehan˛zmom [9], ˛, takim qinom, mi moıemo pripustiti, wo dosl˛dıuvan˛ karboc˛ffln˛ni CpentE ta CpentV zv’fflzut~sffl z DNK xlfflhom f˛ksac˛Ý v borozenc˛ za rahunok elektrostatiqnih, g˛drofobnih ta vandervaal~s˛vs~kih sil vza‚mod˛Ý.

Harakteristiki spektr˛v poglinannffl ta viprom˛- nvannffl vs˛h dosl˛dıuvanih barvnik˛v pri nafflvnost˛ b˛lka naveden˛ na ris. 1, ris. 2, v tablicfflh 1.1 ta 2.1. U spektrah poglinannffl kompleks˛v, por˛vnfflno z˛ spektrami molekulfflrnih form barvnik˛v, praktiqno v˛dsutn˛ zsuvi maksimum˛v. Spektri fluorescenc˛Ý pod˛bn˛ za formo do v˛dpov˛dnih spektr˛v v˛- l~nih barvnik˛v. Zb˛l~xennffl ˛ntensivnosti viprom˛- nvannffl abo ne sposter˛ga‚t~sffl zovs˛m, abo sklada‚ 2–4 razi. Takim qinom, nafflvn˛st~ b˛lk˛v u rozqin˛ praktiqno ne vpliva‚ na spektral~no-lm˛nescentn˛ vlastivost˛ dosl˛dıuvanih barvnik˛v.

Harakteristiki spektr˛v poglinannffl ta viprom˛- nvannffl barvnik˛v u bufernomu rozqin˛ ta za nafflvnosti NK pri koncentrac˛fflh barvnika 10^{−6} M ta 10^{−5} M navedeno v tablicfflh 1.1, 1.2, 2.1 ta 2.2. Dlffl rozqin˛v barvnik˛v u bufer˛ ta za nafflvnosti NK poloıennffl maksimum˛v poglinannffl dlffl oboh koncentrac˛ȷ praktiqno zb˛gat~sffl. Ale pri koncentrac˛Ý barvnik˛v 10^{−5} M znaqno b˛l~xe viraıenimi ‚ smugi, wo v˛dpov˛dat~ poglinann aİreİac˛ȷnih struktur. Tak, dlffl v˛l~nogo CpentE u bufer˛ pri koncentrac˛Ý 10^{−5} M u spektr˛ z’fflvlffl‚t~sffl smuga J-aİreİatu.

Zb˛l~xennffl koncentrac˛Ý barvnika v bufernomu rozqin˛ praktiqno ne vpliva‚ na roztaxuvannffl maksimum˛v ȷogo viprom˛nvannffl, zrosta‚ lixe ˛ntensivn˛st~ fluorescenc˛Ý. Dlffl kompleks˛v barvnik˛v CpentE ta CpentV z DNK pri zb˛l~xenn˛ koncentrac˛Ý karboc˛ffln˛nu sposter˛ga‚t~sffl batohromniȷ zsuv na

7–13 nm, a ˛ntensivn˛st~ viprom˛nvannffl pri koncentrac˛Ý barvnika 10^{−6} M znaqno pereviwu‚ v˛dpov˛dnu veliqinu dlffl koncentrac˛Ý 10^{−5} M. Dlffl barvnik˛v, wo m˛stfflt~ metoksi grupi, takoÝ zaleınosti ne sposter˛ga‚mo.

Pri RNK roztaxuvannffl maksimumu viprom˛nvannffl barvnik˛v praktiqno ne zaleıit~ v˛d koncentrac˛Ý ostann˛h. Ale treba v˛dznaqiti, wo dlffl kompleks˛v z v˛n˛lenovim m˛stkom karboc˛ffln˛n˛v z RNK ˛ntensivn˛st~ fluorescenc˛Ý pri koncentrac˛Ý barvnik˛v 10^{−6} M ‚ b˛l~xo, n˛ı pri 10^{−5} M. Dlffl karboc˛- ffln˛n˛v z etilenovim m˛stkom sposter˛ga‚mo zvorotnu kartinu. Na naxu dumku, pofflsnennfflm takoÝ zaleınosti ˛ntensivnosti viprom˛nvannffl v˛d koncentrac˛Ý dlffl barvnik˛v perxogo tipu pri RNK ‚ utvorennffl aİreİat˛v na NK. P˛dtverdıennfflm c~ogo ‚ zrostannffl korotkohvil~ovogo pleqa u spektrah poglinannffl z˛ zb˛l~xennfflm koncentrac˛Ý v˛dpov˛dnogo barvnika.

Takim qinom, zm˛ni, wo v˛dbuvat~sffl v spektrah poglinannffl ta viprom˛nvannffl barvnika, za nafflvnosti NK pri zb˛l~xenn˛ koncentrac˛Ý karboc˛ffln˛nu zaleıat~ v˛d strukturi barvnika. Kr˛m togo, dlffl vs˛h dosl˛dıenih barvnik˛v zb˛l~xennffl koncentrac˛Ý stimul‚ utvorennffl aİreİac˛ȷnih struktur, wo profflvlffl‚t~sffl u spektrah poglinannffl.

IV. VISNOVKI

Mi vperxe dosl˛dili spektral~no-lm˛nescentn˛ vlastivost˛ rffldu α,γ-zam˛wenih trimetinovih barvnik˛v fflk moılivih fluorescentnih zond˛v dlffl detekc˛Ý NK. Pokazali, wo zam˛na etilenovogo m˛stka v pol˛metinovomu lancz˛ na v˛n˛lenoviȷ ˛stotno vpliva‚ na spektral~no-lm˛nescentn˛ vlastivost˛ barvnik˛v ta Ýh kompleks˛v z NK. U bufernomu rozqin˛ vs˛ karboc˛ffln˛ni utvort~ aİreİac˛ȷn˛ strukturi. Pri utvorenn˛ kompleks˛v DNK z barvnikami CpentV, CpentE ta CpentE–OMe ˛ntensivn˛st~ Ýh fluorescenc˛Ý znaqno zrosta‚. Uvedennffl metoksi grup do geterozalixku karboc˛ffln˛nu z etilenovim m˛stkom ne pog˛rxu‚ ȷogo vlastivosteȷ fflk zonda dlffl detekc˛Ý NK. Dlffl v˛dpov˛dnogo analoga z v˛n˛lenovim m˛stkom nafflvn˛st~ cih grup spriqinffl‚ sutt‚ve zmenxennffl ˛ntensivnosti viprom˛nvannffl pri DNK. Otriman˛ dan˛ dlffl CpentV, CpentE vkazut~ na ˛snuvannffl borozenkovogo mehan˛zmu Ýh zv’fflzuvannffl z NK.

[1] R. P. Haugland, Handbook of fluorescent probes and research chemicals. Sixth edition (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, 1996).

[2] S. S. Lukashov, M. Yu. Losytskyy, Yu. L. Slominskii, S. M. Yarmoluk, Biopolymers and Cell 17, 169, (2001).

[3] A. A. Iwenko, Stroenie i spektral~no-lmines-centnye svoȷstva polimetinovyh krasiteleȷ (Naukova Dumka, Kiev, 1994).

[4] I. O. Kocheshev, V. B. Kovalska, S. M. Yarmoluk, Dyes and pigments 50, 21, (2001).

[5] J. P. Jacobsen, J. B. Pedersen, L. F. Hansen, D. E. Wemmer, Nucl. Acids Res. 23, 753, (1995).

[6] A. L. Mikheikin, A. L. Zhuze, A. S. Zasedatelev, J. Biomol. Struct. Dyn. 18, 59, (2000).

¨. V. VAL“H, O. V. SLOBODN“K, V. B. KOVAL^S^KA TA ¨N.

[7] M. Petersen, A. A. Hamed, E. B. Pedersen, J. P. Jacobsen, Bioconjugate Chem. 10, 66, (1999).

[8] Nucleic Acids in Chemistry and Biology, edited by

G. M. Blackburn, M. S. Gait (IRL Press, 1990). [9] A. I. Kiprianov, Cvet i stroenie polimetinovyh krasiteleȷ (Naukova Dumka, Kiev, 1979).

SPECTRAL PROPERTIES OF SYMMETRICAL THREEMETHINE CYANINES WITH α-, γ-SUBSTITUTED POLYMETHINE CHAIN IN THE PRESENCE OF NUCLEIC ACIDS

I. Valyukh^1 , A. Slobodyanyuk^1 , V. B. Kovalska^2 , A. Grangan^3 , Y. L. Slominskii^3 , S. M. Yarmoluk^2 1Physics Department of Kyiv T. Shevchenko National University, 6 Pr. Acad. Glushkova, Kyiv, UA–03147, Ukraine, 2Institute of Molecular Biology and Genetics, National Academy of Sciences of Ukraine, 150 Acad. Zabolotnogo Str., Kyiv, UA–03143, Ukraine; e-mail: otava@carrier.kiev.ua 3 Institut of Organic Chemistry NASci of Ukraine, 5 Murmanska Str., Kyiv, UA–02094, Ukraine.

Spectral-luminescent properties of four symmetrical threemethine cyanine dyes with α-, γ-substituted polymethine bridge in a free state and in the presence of nucleic acids (NA) have been investigated. It has been shown that replacement of the ethilene bridge by the vinilene one in a polymethine chain of the threemethine cyanines influenced meaningfully the spectral properties of these dyes. The bands of aggregates in absorption spectra of the aqueous solutions of free dyes were observed. CPentE, CPentV and CpentE–OMe form high fluorescence complexes in the NA presence. These dyes can be used as luminescent probes for NA detection in homogeneous assays.

The introduction of methoxy groups into the residue of the threecarbocyane with ethilene bridge does not make worse its properties as probe for NA detection. The presence of these groups in an analogue with the vinilene bridge has diminished the fluorescence intensity in the CPentE–OMe–NA complex. The obtained results for CpentE and CPentV indicate that these dyes are bound into the DNA groove.