38

НАЦІОНАЛЬНА АКАДЕМІЯ НАУК УКРАЇНИ

ІНСТИТУТ БІООРГАНІЧНОЇ ХІМІЇ ТА НАФТОХІМІЇ

Ярмолюк Сергій Миколайович

УДК 577.366+57.08.088.5+542.95

Дизайн флуоресцентних зондів на основі ціанінових барвників для нуклеїнових кислот та білків 
02.00.10 – біоорганічна хімія

АВТОРЕФЕРАТ

дисертації на здобуття наукового ступеня

доктора хімічних наук

КИЇВ – 2005

Дисертацією є рукопис.

Роботу виконано у відділі комбінаторної хімії біологічно активних речовин Інституту молекулярної біології і генетики НАН України, м. Київ.

	Науковий консультант 
	академік НАН України, доктор біологічних наук, професор

Єльська Ганна Валентинівна,

Інститут молекулярної біології і генетики НАН України,

директор

	Офіційні опоненти:
	доктор хімічних наук, старший науковий співробітник

Броварець Володимир Сергійович, 

Інститут біоорганічної хімії та нафтохімії НАН України,   

провідний науковий співробітник відділу хімії біоактивних 

азотовмісних гетероциклічних основ

доктор хімічних наук, старший науковий співробітник

Качковський Олексій Дмитрович,
Інститут органічної хімії НАН України, 

провідний науковий співробітник відділу кольору 

та будови органічних сполук

доктор біологічних наук 

Карпов Олександр Вікторович,

Національний університет харчових технологій,

доцент кафедри мікробного синтезу

	Провідна установа
	Фізико-хімічний інститут ім. О. В. Богатського НАН України 

м. Одеса, відділ медичної хімії 


Захист дисертації відбудеться 10 червня 2005 року о 1000 годині на засіданні спеціалізованої вченої ради Д 26.220.01 в Інституті біоорганічної хімії та нафтохімії НАН України за адресою: 02094, Київ-94, вул. Мурманська, 1.

З дисертацією можна ознайомитись у бібліотеці Інституту біоорганічної хімії та нафтохімії НАН України (02094, Київ-94, вул. Мурманська, 1).

Автореферат розісланий 6 травня 2005 року.

Учений секретар

спеціалізованої вченої ради






Д. М. Федоряк

ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ 

Актуальність теми. Стрімкий розвиток біотехнологій потребує швидких і зручних засобів детекції та візуалізації нуклеїнових кислот (НК) і білків. Радіоізотопи, які традиційно використовуються з цією метою, мають ряд суттєвих недоліків, серед яких висока вартість, нестабільність, небезпечні умови праці. Тому на заміну радіоактивним міткам приходять більш зручні й дешеві імунохімічні та спектрально-люмінесцентні методи. 

Більшість ультрачутливих методів кількісного та якісного визначення НК ґрунтується на застосуванні ціанінових барвників. Так, зокрема, їх використовують для визначення НК у розчинах, електрофоретичних гелях, на твердих носіях (блоти та мікрочіпи), у капілярно-електрофоретичних процедурах, флуоресцентній мікроскопії, Real-time PCR (полімеразно-ланцюгова реакція з постійним визначенням вмісту НК). Визначення НК у розчинах з допомогою SYBR Green забезпечує чутливість у 10000 разів вищу, ніж при спектроскопії поглинання, та в 400 разів вищу, ніж при використанні бромистого етидію. 

Ціанінові барвники застосовуються також для ковалентного або нековалентного мічення білків. Так, в імунохімічних діагностиках використовують індоленінтриметинові (Cy3) та індоленінпентаметинові (Cy5) барвники. Індоленінові й скварилеві барвники застосовують для нековалентного мічення імуноглобулінів та у FISH (флуоресцентна гібридизація in-situ). 

На відміну від радіоізотопів, флуоресцентні зонди безпечні у використанні та стабільні при зберіганні. Застосування сучасного спектрального обладнання, зокрема лазерів, дає змогу досягати чутливості детекції, сумірної з радіоізотопними методами. Так, наприклад, флуоресцентна технологія SMD (single molecule detection) дозволяє зафіксувати в розчині навіть окремі молекули. 

Нині ціанінові барвники посідають чільне місце серед найперспективніших флуоресцентних зондів для біополімерів. Проте спектрально-люмінесцентні властивості поліметинових барвників у присутності біополімерів були практично не досліджені, запропоновані моделі їхньої взаємодії з НК не завжди давали змогу пояснити одержані експериментальні дані. Не вивчався також вплив агрегації на флуоресцентні властивості ціанінів у присутності біополімерів, не існувало практичних рекомендацій, розроблених технологій для дизайну нових флуоресцентних зондів. 

Вирішенню зазначених актуальних проблем і присвячена дисертаційна робота. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертація є частиною планових наукових досліджень, що виконувались у рамках держбюджетних тем “Синтез та вивчення механізму взаємодії ціанінових флуоресцентних зондів з нуклеїновими кислотами” № 2.2.4.16 (1997–1999 рр.) (№ державної реєстрації 0197U004292), “Синтез флуоресцентних гомо-n-мерних ціанінових барвників та вивчення механізму їх взаємодії з нуклеїновими кислотами” № 2.2.4.16 (2000–2002 рр.) (№ державної реєстрації 0100U000792), “Синтез мезо-заміщених в поліметиновому ланцюгу триметинціанів та вивчення механізму їхньої взаємодії з нуклеїновими кислотами та білками” № 2.2.4.16 (2003–2007 рр.) (№ державної реєстрації 0103U000070) та в рамках міжнародного проекту ІРР Міністерства енергетики США (№ В507077) (2000–2001 рр.). У 2004 році робота була підтримана міжнародним науковим фондом УНТЦ. 

Мета дослідження полягала в спрямованому конструюванні (дизайні) флуоресцентних зондів на основі ціанінових барвників та вивченні їх взаємодії з нуклеїновими кислотами та білками. 

Для досягнення цієї мети необхідно було розв’язати такі завдання:

· провести спектрально-люмінесцентне дослідження великого масиву поліметинових барвників різної природи для з’ясування загальних закономірностей їхніх властивостей у присутності НК і білків;

· розробити нові методи синтезу гомо-n-мерних монометинціанінів та триметинціанінів із замісниками в поліметиновому ланцюзі і дослідити спектрально-люмінесцентні властивості їхніх комплексів з нуклеїновими кислотами;

· вивчити агрегацію гомо-n-мерних монометинціанінів у вільному стані й у присутності біополімерів;

· розробити новий метод ковалентної кон’югації флуоресцентних ціанінових барвників до біомолекул на основі реакції пірилоціанінів з аліфатичними амінами; 

· розробити технологію спрямованого конструювання флуоресцентних зондів для гомогенних систем детекції біополімерів. 

Об’єкт дослідження – ціанінові барвники як флуоресцентні зонди для біополімерів.

Предмет дослідження – дизайн флуоресцентних зондів на основі ціанінових барвників для НК та білків. 

Методи дослідження: органічний синтез, електронна спектроскопія поглинання та випромінювання, квантово-хімічні розрахунки, гель-електрофорез, високоефективна рідинна хроматографія (ВЕРХ). 

Наукова новизна одержаних результатів. Запропоновано нові методи синтезу             гомо-n-мерних монометинціанінових барвників. Уперше синтезовано гомотримерний ціаніновий барвник. Вивчено спектрально-люмінесцентні властивості барвників у вільному стані та в присутності НК і білків. 

Триметинціаніни з модифікованим поліметиновим ланцюгом уперше запропоновано для детекції НК у гомогенному аналізі. Показано, що основним способом їх взаємодії з ДНК є інтеркаляція. Розроблено новий зручний метод С-ацилювання активних метиленових груп імідазолідами карбонових кислот з використанням активуючого агента N,N’-карбонілдіімідазолу (КДІ).

Запропоновано й експериментально реалізовано принцип ефекторних груп, що дає змогу регулювати специфічність зв’язування флуоресцентних зондів з біополімерами. Розроблено зручні методи синтезу монометинціанінів з ефекторними групами різної природи та вивчено вплив цих груп на спектральні властивості утворених комплексів барвників з біополімерами.

На основі проведених спектрально-люмінесцентних досліджень і комп’ютерних розрахунків запропоновано модель “напівінтеркаляції” монометинціанінових барвників у дволанцюгову ДНК, згідно з якою один гетероцикл молекули інтеркалює між сусідніми парами основ, тоді як інший просторово фіксується в маленькій борозенці НК. 

За допомогою спектрально-люмінесцентних методів досліджено агрегаційні процеси    гомо-n-мерних барвників і барвників з ефекторними групами у вільному стані та в присутності біополімерів. Показано, що висока чутливість детекції НК гомодимерними барвниками зумовлена процесами агрегації ціанінів. 

Уперше застосовано реакцію пірилоціанінів з аліфатичними амінами для ковалентного мічення аміноалкілолігонуклеотидів і білків. 

Розроблено основні принципи дизайну флуоресцентних зондів для гомогенної детекції біополімерів, що лежать в основі технології “провідного барвника”.

Практичне значення одержаних результатів. Розроблена технологія провідного барвника вперше була використана в контрактах між Інститутом молекулярної біології і генетики НАН України та фірмою „Fluka GmbH” (Швейцарія). У результаті спільного дворічного дослідження (2002–2003 рр.) розроблено декілька нових комерційних флуоресцентних зондів для детекції білків. У 2003 р. зазначені установи уклали нову угоду про дизайн флуоресцентних зондів для візуалізації нуклеїнових кислот у гелях. 

У 2002 р. Інститут молекулярної біології і генетики НАН України та фірма “Fluorescent BioProbes GmbH” (Німеччина) уклали контракт та взяли патент на спільне комерційне використання реакції пірилоціанінів з амінами для кон’югації флуорофорів з аміногрупою біомолекул.

Особистий внесок здобувача є визначальним на всіх етапах дослідження і полягає в загальній постановці завдання, у виборі об’єктів дослідження, аналізі, інтерпретації та узагальненні експериментальних даних, одержаних як самостійно, так і у співпраці з іншими дослідниками. Під керівництвом автора виконані й захищені кандидатські дисертації аспірантів і пошукувачів В.Б. Ковальської (2000 р.), Д.В. Криворотенка (2001 р.), І.О. Кочешева (2001 р.), С.С. Лукашова (2003 р.) та О.М. Костенка (2003 р.). Автор висловлює щиру подяку О.І. Толмачову, Ю.Л. Сломінському, В.М. Ящуку, О.І. Корнелюку та Д.М. Говоруну за постійну підтримку і взаємокорисне обговорення отриманих результатів; І.В. Алексєєвій та Г.Х. Мацуці – першим учителям і науковим керівникам, Г.В. Єльській – науковому консультанту. 

Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертаційної роботи доповідалися на ХVІІІ, ХІХ, ХХ Українських конференціях з органічної хімії (Дніпропетровськ, 1998; Львів, 2001; Одеса, 2004), Міжнародній конференції “Фізика і хімія органічних люмінофорів – 95” (Харків, 1995); ХІІ International Round Table “Nucleosides, Nucleotides and Their Biological Applications” (La Jolla, USA, 1996); Vth International Conference on Methods and Applications of Fluorescence Spectroscopy (Berlin, Germany, 1997); 8th European Conference of Spectroscopy Biological Molecules (Enschede, Netherlands, 1999); Міжнародній конференції “Хімія азотовмісних гетероциклів” (Харків, 2000); Scientific conference “Biotechnology and Environment 2001” (Zagreb, Croatia, 2001); 7th Conference on Methods and Application of Fluorescence (Amsterdam, The Netherland, 2001); Fifth International Simposium on Functional π-Electron Systems (Ulm/Neu-Ulm, Germany, 2002); 4-й Міжнародній конференції по електронних процесах в органічних матеріалах (Львів, 2002); The Inaugural Austral-Asian Biospectroscopy Conference (Nakhon Ratchasima, Thailand, 2003); Meeting of the Discussion Group of the Royal Society of Chemistry “Fris 2003 – Fast Reactions in Solution” (Halle, 2003); Міжнародному форумі “Україна і Польща – разом у наукових програмах Європейського Союзу” (Львів, 2004).
Публікації. Результати дисертації опубліковано у 50 статтях у наукових фахових виданнях, 45 тезах доповідей на наукових конференціях, одному міжнародному патенті.

Cтруктура і обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається зі вступу, семи розділів, висновків і списку використаних джерел, що налічує 290 найменувань. 

Робота містить 14 схем, 50 таблиць і 117 рисунків. Повний обсяг роботи – 342 сторінок. 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ 

У результаті аналізу хімічних структур усіх комерційно доступних ціанінових барвників, що застосовуються для візуалізації НК у гелях, нами виявлено досить принципові спільні для всіх барвників структурні закономірності (рис. 1). 

Рис. 1. Хімічна структура “оптимального” барвника для визначення НК у гомогенному аналізі

Як правило, для визначення НК у гелях і розчинах використовуються несиметричні монометинціанінові барвники, причому їх менш основне гетероциклічне ядро (А, бензазольне) містить мінімум замісників, а більш основне (Б, піридинове або хінолінове) – досить об’ємні замісники. 

Слід зазначити, що майже в усіх опублікованих роботах взаємодія поліметинових барвників з НК досліджена на двох-трьох барвниках (YO, TO та їх похідних). У повному обсязі залежність спектрально-люмінесцентних властивостей утворених комплексів від хімічної структури барвника не вивчалася. 

Загалом нами досліджено спектрально-люмінесцентні властивості близько 300 різних за хімічною природою ціанінових барвників у присутності НК і білків з метою з’ясування загальних закономірностей їхньої взаємодії з цими біополімерами.

Для зменшення агрегації ціанінів і покращення їх розчинності у воді молекула барвника модифікується сульфогрупами або залишками фосфорної кислоти. Присутність у складі молекули барвників Cyan 1, Cyan 5, Cyan 12 (табл. 1) аніонних груп призводить до різкого погіршення флуоресцентних властивостей барвників як зондів для детекції НК. 

Таблиця 1

Інтенсивність флуоресценції комплексів деяких бензтіазольних барвників з ДНК

	Барвник
	IDNA, y.o.
	QDNA, нм
	Барвник
	IDNA, y.o.
	QDNA, нм

	
	32,3
	160
	
	0,66
	1,2

	
	0,40
	5,0
	
	0,30
	3,0

	
	24,0
	130
	
	1,69
	28,1


Примітка. IDNA – інтенсивність флуоресценції барвника в присутності ДНК, QDNA – приріст інтенсивності флуоресценції при зв’язуванні з ДНК.

Оскільки барвник Cyan 3 показав найбільше зростання інтенсивності флуоресценції при взаємодії з ДНК, ми синтезували низку монометинціанінів з 5,6-(метилендіокси)бензтіазольним фрагментом та іншими алкоксильними залишками. Спектральні характеристики барвників групи Cyan МО у присутності ДНК наведено в табл. 2. 

Таблиця 2 

Характеристики спектрів поглинання та флуоресценції барвників групи Cyan МО у присутності ДНК 

	Барвник
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, нм
	IDNA, y.o.
	QDNA, нм

	
	407, 427
	472
	16,5
	41,2

	
	423, 441
	492
	49,9
	104

	
	423, 442
	486
	22,9
	45,8

	
	397
	484
	16,5
	21,4

	
	400, 416, 458
	487
	22,9
	29,7
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 – довжина хвилі максимуму спектра поглинання та випромінювання барвника в присутності ДНК.

Усі барвники досить суттєво збільшують інтенсивність флуоресценції у присутності ДНК   (QDNA = 21,4–104). Нами досліджено вплив довжини N-алкільного замісника бензтіазольного ядра (Cyan 3, Cyan 13 та Cyan 23) на спектральні властивості барвників у комплексах з ДНК. Збільшення довжини замісника погіршує властивості барвника як флуоресцентного зонда. Зокрема, у випадку Cyan 23 (R = C4H9) IDNA = 22,9 у.о., тоді як для Cyan 13 (R = CH3) IDNA = 49,9 у.о. (табл. 1, 2). Інтенсивність флуоресценції Cyan 15 з об’ємним залишком 15-краун-5 також зростає при додаванні ДНК і перевищує інтенсивність випромінювання незаміщеного Cyan 45 (табл. 2). Цей факт складно пояснити з допомогою класичної моделі інтеркаляції, яка передбачає вбудовування всієї молекули барвника в міжосновний простір ДНК.

Вивчення механізму взаємодії монометинціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. Загальновизнано, що інтеркаляція є основним механізмом взаємодії монометинціанінів з НК. При великих співвідношеннях барвник/ДНК можливе також зв’язування з маленькою борозенкою. Проведені нами дослідження комплексів поліметинціанінів з НК свідчать про те, що характер такої взаємодії досить складний і визначається співвідношенням барвник/кількість пар основ НК, природою барвника і типом НК. 

У ході дослідження нами вивчено низку монометинціанінів з гетероциклічним ядром      5,6-(метилендіокси)бензтіазолу (M42, Cyan 13, M44, M45, M47) з метою з’ясування впливу замісників на їхню взаємодію з ДНК. Спектрально-люмінесцентні властивості барвників у вільному стані та в присутності НК порівняно з характеристиками відповідних барвників з незаміщеним залишком бензтіазолу (M41, Cyan 45, BO, TO, Cyan 40) подано у табл. 3.

Уведення замісників до гетероциклічних ядер з різною електронодонорною здатністю по-різному впливає на флуоресцентні властивості ДНК-комплексів несиметричних монометинціанінів (табл. 3). Замісники в менш електронозбагаченому гетерозалишку значно знижують рівень інтенсивності флуоресценції барвника в ДНК-комплексі (IDNA у BO < M44, M47 < Cyan 40, M45 < TO), тоді як заміщення в більш електроно-збагаченому, навпаки, збільшує інтенсивність флуоресценції (IDNA у M42 > M41, Cyan 13 > Cyan 45, Cyan 40 > BO, M47 > M 44). Ця закономірність може свідчити про те, що в міжосновний простір ДНК повністю інтеркалює лише один з гетерозалишків. Електронна густина в молекулі несиметричного монометинціаніну дещо зсунута до більш електронозбагаченого залишку, піридинового, хінолінового чи метилендіоксибензтіазольного. Очевидно, при утворенні комплексу з ДНК барвник орієнтується так, що більш основний гетерозалишок розташовується ближче до негативно зарядженої фосфатної групи, а в електронейтральний міжосновний простір занурюється менш електронозбагачений залишок. 

Для дослідження електронної асиметрії молекули барвника при утворенні комплексів монометинціанінів з ДНК синтезовано ряд пірилієвих та відповідних ізоструктурних піридинових барвників.

У присутності ДНК інтенсивність випромінювання всіх барвників IDNA зростає (табл. 4), проте величина QDNA значно більша для піридинових барвників (61,4–182), ніж для пірилієвих (5,6–17,9). Барвники М51 і М53 з великими об’ємними фенільними радикалами мають досить велике значення QDNA = 71,6 та 25,3 відповідно.

Таблиця 3

Інтенсивність флуоресценції ДНК-комплексів 

метилендіоксибензтіазольних барвників та їх незаміщених аналогів

	
	IDNA, у.о.
	QDNA
	
	IDNA, у.о.
	QDNA

	
	
	39,8
	54
	
	
	101,1
	34

	
	
	16,5
	41,2
	
	
	49,9
	104

	
	
	12,2
	260
	
	
	4,3
	96

	
	
	51,1
	182
	
	
	6,14
	61,4

	
	
	19,2
	960
	
	
	3,16
	150


Таблиця 4

Спектрально-люмінесцентні властивості барвників М46–М53 

у вільному стані та в присутності ДНК
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	S0, нм
	SDNA, нм
	І0,

 у.о.
	IDNA, у.о.
	QDNA

	
	
	435

457
	433

457
	500
	490
	43
	33
	0,03
	0,3
	10

	
	
	435
	440
	480
	490
	45
	50
	0,28
	51,1
	182

	
	
	457
	461
	545
	530
	88
	69
	0,026
	0,345
	13,3

	
	
	456
	461
	511
	514
	55
	53
	0,1
	6,14
	61,4


Продовж. табл. 4
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Примітка. S0 – стоксів зсув вільного барвника у буфері.

Якщо молекула барвника зв’язується з борозенкою НК, то заряджені фосфатні групи та гідратна оболонка рівномірно розташовані уздовж молекули барвника. При неповній інтеркаляції молекула барвника опиняється в електрично неоднорідному мікросередовищі, оскільки один гетерозалишок барвника розташовано в гідрофобному міжосновному просторі, а інший – біля негативного заряду фосфатів (рис. 2).

Рис. 2. Молекула Cyan 40 (світло-сіра), вкладена між парами основ 

динуклеотиду dСdT/dAdG. Бензтіазольне ядро перекрите парами основ 

(гідрофобний простір), а піридинове видається в малу борозенку (полярне середовище)

Унаслідок такого розташування при напівінтеркаляції зарядова густина барвника повинна зсуватися на гетероциклічне ядро, яке видається з гідрофобної кишені. При збільшенні електронної асиметрії в молекулі монометинціаніну стоксів зсув ΔS у нього буде зростати.

Величини стоксових зсувів при утворенні комплексу з ДНК зростають у піридинових барвників Cyan 40, М48, М49, М51 і М53, у яких, очевидно, саме піридинове ядро знаходиться назовні. У пірилієвих барвників Cyan 39, М46, М50 і М53 стоксів зсув зменшується при взаємодії з ДНК. На нашу думку, ці барвники розташовуються в НК-комплексах подібно до піридинових, оскільки напрямок розподілення електронної асиметрії для пірилієвих і піридинових барвників протилежний.

Для з’ясування механізму взаємодії монометинціанінів з ДНК ми дослідили також вплив полярності середовища на флуоресцентні властивості комплексів барвників з ДНК. У робочі розчини додавали 15 %-у домішку органічного розчинника, який добре змішується з водою. Для порівняння використовували відомий класичний неціаніновий інтеркалятор бромистий етидій EtBr (табл. 5). 

Таблиця 5

Інтенсивність випромінювання Cyan 13 та EtBr у вільному стані 

та в комплексі з ДНК  в присутності 15 %-ї домішки органічного розчинника

	Розчинник
	I0 , 

у.о.

IDNA, 

у.о

I0 , 

у.о.

IDNA, 

у.о



	Вода
	0,41
	2,60
	0,23
	28,20

	Метанол
	0,53
	1,92
	0,19
	11,00

	Етанол
	0,60
	1,84
	0,27
	15,35

	Ізопропанол
	0,72
	1,88
	0,31
	17,94

	Гліцерин
	0,58
	1,95
	0,29
	23,80

	Ацетон
	0,83
	1,93
	0,38
	7,06

	Діоксан
	0,80
	1,88
	0,60
	6,45


Для бромистого етидію зменшення інтенсивності флуоресценції комплексів барвник–ДНК при додаванні органічних розчинників є незначним  (22–29 %) і майже не залежить від природи домішки. Цього й можна було очікувати, зважаючи на інтеркаляційний механізм взаємодії бромистого етидію з ДНК. 

Для монометинціаніну зменшення інтенсивності флуоресценції комплексів барвник–ДНК при додаванні органічних розчинників проявляється яскравіше і становить 16–77 %. На наш погляд, інтеркаляційна модель взаємодії ціанінових барвників з ДНК не може цього пояснити. Можливим поясненням цього ефекту може бути запропонований механізм часткової інтеркаляції барвника в ДНК, при якому молекула барвника стає більш “відкритою” для взаємодії з середовищем. 

Інтеркаляційний характер фіксації молекул бензтіазольного монометинціаніну Cyan 40 (табл. 3) на длДНК підтверджено за допомогою спектрів лінійного дихроїзму (рис. 3). Про це свідчать від’ємні величини LD та LDr.

Проведене нами математичне моделювання механізму взаємодії монометинціаніну Cyan 40 з дволанцюговою ДНК з допомогою програми Hyperchem 5.0 показало, що найбільш енергетично вигідним є механізм повної інтеркаляції. Отримані дані не суперечать експериментальним результатам  напівінтеркаляційної взаємодії Cyan 40 з ДНК. 

У випадку існування ряду додаткових факторів – утворення агрегату між вільною та інтеркальованою молекулами Cyan 40 (коли вільна молекула, розташовуючись у борозенці ДНК, взаємодіє з інтеркальованою) чи введення до молекули барвника об’ємних замісників – енергетична вигідність різних механізмів зв’язування може змінитись на користь напівінтеркаляції (рис. 4).

Рис. 4. Структура комплексу барвника Cyan 40 з ДНК. Бензтіазольне ядро інтеркалює 

між парами основ, а піридинове знаходиться в малій борозенці 


Процеси агрегації, що супроводжують взаємодію поліметинціанінів з біополімерами, здебільшого ігнорувались і практично не вивчались до наших досліджень. 

У спектрі поглинання Cyan13 спостерігається мономерна смуга (max = 440 нм), агрегатні смуги І (max = 417 нм) та ІІ (max = 395 нм). Остання смуга з’являється лише при наявності ДНК у розчині (рис. 5). На наш погляд, утворення агрегатів ІІ за участю молекул ДНК може свідчити на користь напівінтеркаляційної моделі взаємодії. Можливо, частина молекули зв’язаного барвника, що видається з міжосновного простору, є матрицею, на якій утворюється агрегат ІІ. 

На основі отриманих експериментальних даних нами запропоновано напівінтеркаляційну модель взаємодії ціанінових барвників з дволанцюговою ДНК: при утворенні комплексу з длДНК монометинціанін розташовується так, що один з його гетероциклічних залишків занурюється в електронейтральний міжосновний простір, а інший – електростатично взаємодіє з фосфатною групою вуглеводневого каркасу. 

Ціанінові барвники з ефекторними групами як флуоресцентні зонди для нуклеїнових кислот та білків. Для збільшення стійкості комплексу барвник–біополімер чи надання барвникові специфічності зв’язування до певного біополімеру ми запропонували уводити до молекул барвників “ефекторні групи” – ковалентно приєднані до хромофора функціональні замісники, які взаємодіють з біополімером, не впливаючи на спектральні властивості хромофора. 

Для вивчення залежності афінних і спектральних властивостей модифікованих барвників від природи ефекторної групи нами було запропоновано ряд простих методів продукування множини ціанінових барвників з різноманітними функціональними замісниками. Як модельний хромофор використовувався високофлуоресцентний барвник Cyan 40, для модифікації якого ефекторними групами застосовано реакцію пірилоціаніну Cyan 39 з амінами (схема 1), досліджено її перебіг з різними функціонально заміщеними амінами та діамінами. 

Для синтезу барвників з ефекторними групами ми вперше застосували поширений у пептидній хімії реагент – карбонілдіімідазол (КДІ). У цьому разі індольний азот і спиртові групи амінокомпонент не потребують використання захисних груп (сполуки D-16, D-19, схема 2). 

Схема 1. Синтез похідних Cyan 40 реакцією пірилоціаніну Cyan 39 з первинними амінами

Схема 2. Синтез похідних Cyan 40 з ефекторними групами 

активацією карбоксильної групи із застосуванням КДІ

Для кислот, хлорангідриди яких важкодоступні, ацилювання барвника D-23 проведено з допомогою КДІ. Барвники Р-2, Р-4, Р-5, Р-6, Р-7, Р-8 отримано саме у такий спосіб. Р-1, Р-3, Р-10, Р-11 синтезовано ацилюванням D-23 хлорангідридами карбонових кислот у піридині (схема 3). 

Схема 3. Синтез похідних Cyan 40 з ефекторними групами 

ацилюванням аміногрупи ціанінового барвника D-23

Слід зазначити, що спектрально-люмінесцентні властивості вільних барвників з ефекторними групами майже не відрізняються від властивостей базового немодифікованого барвника Cyan 40. 

Нами вперше показано, що присутність гідроксильної групи в молекулі ціанінів D-6, D-9,    D-19 значно підвищує інтенсивність випромінювання їх комплексів з ДНК. Амінні ефекторні групи практично не впливають на флуоресцентні властивості барвників як у вільному стані, так і в присутності ДНК, РНК і білків (D-3, D-5, D-11, D-6, D-12, D-13, D-6, D-9, D-18, D-24, D-27) (табл. 6).

Таблиця 6

Характеристики спектрів флуоресценції барвників 

з ефекторними групами D-1–D-27 у розчині та в присутності ДНК і РНК
	Барвник
	Ефекторна група
	I0, у.о.
	IDNA, у.о.
	IRNA, у.о

	D-3

діетиламіно-етил-

D-5

диметиламіно-етил-

D-11

N-піперазино-етил-
D-12

аміно-етил-

D-13

аміно-пропіл-

D-18

діетиламіноетил- капроіламідо-

D-21

диметиламіноетил- капроіламідо-

D-24

диметиламіно-пропіл-

D-27

діетиламіно-пропіл-


	Аліфатична

амінна
	0,36

39,5

81,4

0,38

31,6

123,6

0,26

51,1

87,2

0,30

16,4

63,5

0,30
25,4

75,9

0,42

36,4

99

0,33

49

39

0,47

33,5

89,2

0,46

30,3

98,4



	D-14

феніл-аміно-

D-23

4-аніліно-капроіламідо-

D-17

9-аміноакридил- капроіламідо-

D-1

2-бензімідо-етил-


	Ароматична

амінна
	0,35

8,76

14,4

0,35

65

57

0,07

13,3

9,7

0,39

42,6
47,5


	D-4
	5-аміно-5-карбокси-аміл-
	Амінокислотна
	0,32
	69,4
	64,2

	D-7
	карбокси-гексил-
	Карбоксильна
	0,40
	41,4
	60,2

	D-6

гідрокси-пропіл-

D-9

гідрокси-етил-

D-19

тригідроксиметил-капроіламідо-

D-20

гідрокси-гексил-


	Спиртова
	0,34

61,1

53,3

0,21

54,5

50,8
0,45

89

61

0,28

45,3

42,4



	D-2

диметоксифеніл-етил-

D-8

3-індоліл-етил-

D-10

феніл-етил-

D-16

3-індоліл-етил-капроіламідо-


	Ароматична
	0,43

38,8
63,4
0,41

57

177

0,37

32,6

47.2

0,59

48,2

46,l



	D-25

метокси-етил-

D-26

метокси-пропіл-

Cyan 40
метил-


	Аліфатична
	0,48

34,2

37,7

0,53

34,1

45,9

0,28

51,1

80,8




Примітка. I0, IDNA, IRNA – інтенсивність флуоресценції барвника у вільному стані та в присутності ДНК і РНК. 

Принцип ефекторних груп також реалізовано для конструювання флуоресцентних зондів для детекції білків. Барвники Р-4 та Р-5 при зв’язуванні з BSA підвищують інтенсивність флуоресценції на два порядки (табл. 7). Можливо, цей ефект пов’язаний з фрагментом аніліду арилоцтової кислоти – ефектора, який надає барвнику здатності специфічно локалізуватись в одному з центрів зв’язування BSA.

Таблиця 7

Флуоресцентні властивості барвників Р-1–Р-8, Р-10–Р-11 у присутності 0,1 мг/мл BSA

	Барвник
	Ефектор
	IBSA, у.о
	QBSA

	P-1

P-2

P-3

P-4

P-5

P-6

P-7

P-8

P-10

P-11


	
	*-CO-CH2-O-Ar

1,2

1,66
*-CO-CH2-CHR-Ar

1,57

3,2

*-CO-Ar

0,083

3,4

*-CO-CH2-Ar

11,7

29,25

*-CO-CH2-Ar

18,4

63,4

*-CO-CH2CH2-(CH2)3-Ar

1,18

2,8

*-CO-CH2-O-Ar

0,6

1

*-CO-Ar

0,8

6,7

*-CO-Ar

1,55

8,8

*-CO-CHAr-Ar

8,5

22,3



Примітка. IBSA – інтенсивність флуоресценції барвника в присутності БСА, QBSA  –  приріст флуоресценції при зв’язуванні.

Отже, запропонований нами принцип ефекторних груп відкриває широкі можливості для створення нових флуоресцентних зондів на основі вже відомих ціанінових барвників. Завдяки модифікації одного й того ж ціаніну з допомогою різних ефекторів можна створювати флуоресцентні зонди зі специфічністю до ДНК, РНК чи білка, надавати барвнику здатності проникати через біологічні мембрани, синтезувати більш складні зонди з переносом енергії.

Гомо-n-мерні монометинові ціанінові барвники як флуоресцентні зонди для детекції нуклеїнових кислот. Основна увага при вивченні властивостей комплексів гомодимер–ДНК приділялась особливостям будови та природи інтеркалятора. До наших досліджень в літературі не існувало цілісного уявлення про вплив жорсткості, хімічного складу лінкера на властивості комплексу. Отже, пошук нових хімічних підходів для отримання гомодимерних монометинціанінів, лінкери яких суттєво б відрізнялися за хімічним складом та будовою, стало одним з предметів нашого дослідження. Ми використали три нових підходи, які дали змогу отримати ряд гомо-n-мерних тіапіридоціанів з лінкерами, різними за складом і довжиною. 

Перший підхід полягав у застосуванні реакції пірилієвих солей з первинними діамінами (схема 4).

Схема 4. Синтез гомодимерних тіапіридоціанінів реакцією 

пірилієвих солей з первинними діамінами

Другий підхід полягав у застосуванні реакції ацилювання поліамінів барвником D-7, карбоксильним похідним ціанінового барвника Cyan 39. Як конденсуючі реагенти використано ДЦГК або КДІ. З їх допомогою вперше синтезовано гомотримерні ціанінові барвники К-Т та К-СТ з виходами 59 та 65 % відповідно (схема 5).

Схема 5. Синтез гомо-n-мерних тіапіридоціанінів реакцією ацилювання амінів 

активованим ефіром чи імідазолідом карбоксильного похідного ціанінового барвника

Третій підхід передбачав використання реакції діізоціанатів з амінопохідними барвників. З його допомогою синтезовано гомодимерний барвник К-10 з конфігураційно утрудненим лінкером (схема 6). 

Схема 6. Синтез гомодимерних тіапіридоціанінів реакцією амінопохідного барвника з біс-ізоціанатом

Спектрально-люмінесцентні властивості синтезованих гомо-n-мерних монометинціанінів та їхніх комплексів з ДНК і РНК подано в табл. 8. Слід зазначити, що для гомодимерів з коротким лінкером (К-1–К-5) у комплексах з ДНК інтенсивність флуоресценції набагато нижча, ніж для мономерного ціанінового барвника Cyan 40. Короткі лінкери барвників К-1–К-5 не дають змоги утворювати бісінтеркаляційні комплекси з длДНК, що узгоджується з інтеркаляційним механізмом взаємодії барвників з ДНК. На відміну від длДНК, значне підвищення інтенсивності флуоресценції для РНК спостерігається при довжині лінкера у 5–6 атомів, що відповідає моделі “взаємодії, подібної до часткової інтеркаляції” ТОТО в односпіральну ДНК, запропонованої A. Глейзером.

Таблиця 8

Спектрально-люмінесцентні характеристики гомо-n-мерних монометинціанінових барвників та їхніх комплексів з НК у буфері 50 мM Tріс-HCl, pH 7,5

	Барвник
	Довжина

лінкера в атомах
	
[image: image15.wmf]DNA

abs

max

l

, нм
	
[image: image16.wmf]DNA

fl

max

l

, нм
	IDNA,

y.o.
	
[image: image17.wmf]RNA

abs

max

l

, нм
	
[image: image18.wmf]RNA

fl

max

l

, нм
	IRNA,

y.o.

	К-1
	5, аліфатичний
	401

424

447
	–

–

485
	–

–

6,0
	410

431

450
	–

–

485
	–

–

11,7

	К-2
	6, аліфатичний
	402

420

448
	–

–

482
	–

–

4,7
	402

419

450
	–

–

484
	–

–

17,6

	К-3
	5, аліфатичний
	424

451
	–

496
	–

6,1
	423

451
	–

498
	–

3,1

	К-4
	7, аліфатичний
	403

430

455
	–

–

495
	–

–

32,1
	400

433

451
	–

–

489
	–

–

12,2

	К-5
	8, аліфатичний
	–

428

455
	–

–

493
	–

–

12,2
	402

438

452
	–

–

493
	–

–

49,3

	К-6
	16, аліфатичний

з циклом
	401

429

450
	–

–

484
	–

–

108
	411

429

445
	–

–

485
	–

–

40,3

	К-7
	12, аліфатичний
	427

449
	–

484
	–

60,1
	415

445
	–

486
	–

18,3

	К-8
	20, аліфатичний
	404

432

454
	–

–

483
	–

–

83,6
	–

427

452
	–

–

483
	–

–

50,3

	К-СТ
	19, аліфатичний
	403

431

447
	–

–

484
	–

–

64,5
	–

428

444
	–

–

486
	–

–

23,1

	К-Т
	21, аліфатичний
	404

434

447
	–

–

485
	–

–

50,8
	411

425

448
	–

–

487
	–

–

24,4

	К-9
	20, аліфатичний + ароматичний
	409

434

447
	–

–

483
	–

–

43,8
	–

433

440
	–

–

484
	–

–

16,5

	К-10
	37, аліфатичний + ароматичний
	409

434

448
	–

–

484
	–

–

20,5
	409

433

449
	–

–

485
	–

–

11,0

	Cyan 40
	–
	440
	490
	51,1
	436
	494
	80,8


Примітка. 
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 – відповідно довжина хвилі максимуму спектра поглинання та флуоресценції барвника в присутності РНК.

На відміну від димерів з менш “жорсткими” ланцюгами (К-6, К-9) і барвників з довгим аліфатичним лінкером К-7, К-8, гомодимерний барвник К-10 з жорстким лінкером має досить низьку інтенсивність флуоресценції в комплексах з НК. Це може пояснюватись утрудненням інтеркаляції за рахунок жорсткості лінкера, або підвищеною здатністю димерів до агрегації за рахунок його ароматичності.  

Спектри лінійного дихроїзму гомотримерного барвника та гомодимерного барвника К-6 (рис. 6), як і у відповідного мономера Cyan 40 (рис. 3), указують на інтеркаляційний механізм фіксації барвника в ДНК-комплексі. 

Під час флуоресцентного титрування ДНК барвниками К-6, К-Т насичення інтенсивності флуоресценції відбувається майже при однаковому співвідношенні: одна молекула барвника К-Т на 20 пар основ, для барвника К-8 – на 16 пар основ. У зв’язку з цим можна припустити, що гомотримерний барвник К-Т зв’язується з НК тільки двома хромофорами. 

Відомо, що інтеркалятори виявляють більшу специфічність до GC-збагачених ділянок, а речовини, що взаємодіють за борозенковим механізмом, – до            АТ-збагачених. Спектрально-люмінесцентні властивості гомодимеру К-6 і гомотримеру К-СT у комплексах з полінуклеотидами poly(dA/dT) і poly(dGC/dGC) практично тотожні. Димери та тримери барвників характеризуються значно більшою здатністю до агрегації, ніж відповідні мономери. Для визначення структури агрегатів барвника зроблено квантово-хімічні розрахунки електронних переходів для агрегатів, що складаються з двох і трьох молекул ціаніну Cyan 40. Одержані величини відповідають експериментально отриманим спектрам (рис. 7). 

На рис. 8 наведено спектри випромінювання мономерного ціаніну Cyan 40 та гомотримерного K-T. 

Здатність до агрегації у мономера набагато нижча, ніж у тримера. У вільному стані у тримерного барвника спостерігається досить інтенсивне випромінювання агрегаційних структур, при взаємодії з НК у спектрах випромінювання обох барвників – інтенсивний молекулярний пік. Чутливість визначення ДНК визначається співвідношенням інтенсивностей випромінювання зв’язаного з нею зонда до незв’язаного. Процеси агрегації знижують флуоресценцію вільного ціаніну, унаслідок чого співвідношення сигнал/шум різко зростає (табл. 9). 

Таблиця 9

Флуоресцентні характеристики мономерного (Cyan 40), димерного (К-6) і тримерного (К-Т) барвників

	Назва
	Формула барвника
	     I0*, у.о.
	IDNA, у.о.
	QDNA*

	К-Т
	
	0,04
	50
	1245

	К-6
	
	0,12
	93
	775

	Cyan 40
	
	0,28
	51
	182


Примітка. I0* – інтенсивність флуоресценції вільного барвника, виміряна на 482 нм, QDNA* – відношення IDNA до I0*.

Отже, з метою створення нових зондів для визначення ДНК у гомогенних системах аналізу можна застосовувати поліметинціанінові барвники з високою інтенсивністю випромінювання у вільному стані, збільшивши їх здатність до утворення агрегатів.

Триметинціанінові барвники з модифікованим поліметиновим ланцюгом як флуоресцентні зонди для гомогенного аналізу нуклеїнових кислот. У гомогенному аналізі ДНК, як правило, використовують монометинціаніни, які підвищують інтенсивність флуоресценції на порядки при зв’язуванні з НК. Таким чином, триметинціанінові барвники через високий рівень фонового випромінювання незв’язаного зонда для цієї мети малопридатні.

Нами запропоновано підхід, який дає змогу суттєво знизити рівень власного випромінювання триметинціанінів. Уведення до поліметинового ланцюга алкільних замісників виводить молекулу з планарної конформації і, як наслідок, інтенсивність флуоресценції незв’язаного барвника падає, при зв’язуванні з НК планарна конформація відновлюється й інтенсивність флуоресценції зростає. Оптимізована в рамках наближення молекулярної механіки за допомогою методу ММ+ геометрія молекули барвника Cyan 2 (рис. 9) суттєво відрізняється від плоскої геометрії немодифікованого барвника J01.

Рис. 9. Просторова будова триметинціаніну Cyan 2 

в наближенні молекулярної механіки ММ+
Для з’ясування впливу заміщення в поліметиновому ланцюзі на спектрально-люмінесцентні властивості барвників у вільному стані та в присутності НК нами досліджено ряд заміщених і незаміщених барвників. Їх синтезували згідно з описаними в літературі методами. Симетричні карбоціаніни J01, Cyan 2, J23, J25–J32 з атомом водню й метильною групою у β-положенні поліметинового ланцюга отримано ортоестерним методом відповідно до cхеми 7:

Схема 7. Синтез барвників J01, Cyan 2, J25–J32

Триметинціаніни J03–J22 одержано через ацилметиленові основи (схема 8), синтезовані шляхом ацилювання метилметосульфату 2-метилбензтіазолу (6.1) хлорангідридами кислот у піридині при пониженій температурі. Ми запропонували використовувати для ацилювання активуючий агент N,N’-карбонілдіімідазол (КДІ), що дало змогу отримати ацилметиленові основи з кислот, хлорангідриди яких нестійкі, (метоксиоцтова, слизева, 3-індолілоцтова та 1-нафтилоцтова кислоти). 

Ацилметиленові основи (6.2) далі за допомогою хлоридоксиду фосфору в хлороформі були перетворені у β-хлорвінілпохідні (6.3), з яких дією водного гідросульфіду натрію одержали ацилтіометиленові основи (6.4). Останні алкілували іодетаном з отриманням β-етилтіовініл-похідних (6.5), які в реакції з (6.1) давали барвники J03–J22 (схема 8).

Схема 8. Синтез барвників J03–J22
Вплив модифікації поліметинового ланцюга на спектрально-люмінесцентні властивості триметинціанінів у комплексах з ДНК було вивчено на прикладі барвника J01. Замісник у мезо-положенні поліметинового ланцюга триметинціаніну значно понижує інтенсивність власної флуоресценції барвника I0. При зв’язуванні з ДНК інтенсивність модифікованих триметинціанінів зростає. Інтенсивність ДНК-комплексів J11, J12 та J14 з об’ємними вторинними і третинними амінами залишається низькою. 

Найбільш оптимальними замісниками є первинні нерозгалужені радикали або ж об’ємні групи, але зі спейсером завдовжки у дві та більше метиленові ланки (Cyan 2, J3–J10) (табл. 10).

Таблиця 10

Спектрально-люмінесцентні властивості ДНК-комплексів 

низки мезо-заміщених триметинтіаціанінових барвників

Примітка. εDNA – молярний коефіцієнт екстинкції на довжині хвилі максимуму спектра поглинання барвника в присутності ДНК.

У спектрах поглинання й випромінювання барвників J03, J05, J11, J17 у присутності ДНК спостерігаються чіткі J-агрегатні смуги, які, очевидно, з’являються за рахунок утворення надмолекулярних барвникових структур у малій борозенці ДНК. Поява цих смуг досить специфічна, оскільки у вільному стані та в присутності РНК вони не утворюються (рис. 10). Зазначені барвники можуть використовуватися для конструювання специфічних флуоресцентних зондів, які можуть визначати ДНК у присутності РНК та інших біополімерів.

Рис. 10. Спектри поглинання (справа) та випромінювання (зліва) мезо-2-тієнілтриметинтіаціаніну J16 у водному розчині у вільному стані та у присутності ДНК і РНК

Барвник Cyan 2 виявив перспективні спектральні властивості для застосування в гомогенному аналізі ДНК. З метою вивчення можливого механізму взаємодiї триметинцiаніну Cyan 2 з ДНК проведено ряд експериментів: 1) флуоресцентне титрування барвником нативної ДНК i синтетичних полiнуклеотидiв; 2) гасiння флуоресценцiї ДНК-комплексiв Cyan 2 при збільшенні iонної сили розчину та додаванні анiонного гасника – йодид iону; 3) отримання спектра лiнiйного дихроїзму ДНК-комплексу барвника; 4) визначення константи зв’язування барвника з ДНК за результатами флуоресцентного титрування та вивчення міжфазного розподілу в системі етилацетат/вода.

Константа зв’язування Cyan 2 з нативною ДНК еритроцитів курчат Кзв визначалася флуоресцентним титруванням і дорівнювала 3,6104 М-1. Її також обчислювали за методом двох фаз для трьох різних концентрацій ДНК (210-5 М, 410-5 М та 810-5 М), вона становила 1,5104 М-1. Одержані значення Кзв можуть свідчити про утворення досить стійких комплексів барвника з ДНК.

Cпектр лінійного дихроїзму ДНК-комплексу з Cyan 2 вказує на інтеркаляційний характер взаємодії цього барвника з ДНК (рис. 11), оскільки зведений лінійний дихроїзм (LDr) дуже негативний.

Рис. 11. Спектр зведеного лінійного дихроїзму комплексу Cyan 2 з ДНК. 

Концентрації барвника і ДНК становлять відповідно 3.10-6 М та 4,5.10-5 моль пар основ/л

-Заміщений триметинціанін Stains-All (рис. 12) є добре відомим барвником для денситометричного визначення нуклеїнових кислот, полісахаридів і ліпідів, проте флуоресцентні властивості Stains-All у присутності НК нами вивчено вперше. Ми також запропонували його структурний ізомер iso-Stains-All для детекції НК.

Рис. 12. Структури барвників Stains-All та iso-Stains-All
У водних розчинах для обох барвників спостерігається випромінювання агрегатів: на 656 нм для Stains-All та на 650 нм для iso-Stains-All. Взаємодія з НК призводить до часткового руйнування агрегатів барвників та жорсткої фіксації мономерів. Унаслідок цього спостерігається суттєве (на 1–3 порядки) підвищення інтенсивності флуоресценції мономера (на 590–600 нм) та зникнення смуги J-агрегатів (близько 650 нм). Для барвника iso-Stains-All найбільше підвищення інтенсивності випромінювання спостерігалось у присутності (дл)ДНК та poly(dAdT)/poly(dAdT) (відповідно в 1350 та 2250 разів). Тоді як Stains-All максимально підвищував інтенсивність випромінювання (у 700 разів) у присутності РНК. Одержані дані досить суперечливі для однозначного висновку про можливий механізм зв’язування барвників з НК. Можна лише припустити, що ці механізми різні.
Застосування поліметинціанінових барвників для детекції нуклеїнових кислот та білків. 12 синтезованих нами ціанінових барвників попередньо тестувалися для флуоресцентної візуалізації НК: D3, D4, D6, D9 (схема 1), D19, D23 (схема 2), J26, Cyan 2 (схема 7), K6, K-CT (схеми 4, 5), Stans-All, iso-Stains-All (рис. 12) і т.д. Інтенсивність флуоресценції барвників D-6, D-9 та J26 у комплексах з НК була найбільшою. У зв’язку з цим наступний етап дослідження проводився лише з цими поліметинами та бромистим етидієм як стандартом. Усі триметинціаніни майже з однаковою інтенсивністю флуоресценції фарбували суперскручену та лінійну плазмідну ДНК, на відміну від бромистого етидію, який більш інтенсивно фарбував лінійну ДНК порівняно з ccc-формою (табл. 11). 

Таблиця 11

Відносна інтенсивність флуоресценції комплексів ціанінових барвників 

з ccc та лінійною pDZ9 ДНК в агарозних гелях

	D-9
	D-6
	EtBr

	Ccc
	linear
	ccc
	linear
	ccc
	linear

	72,26
	127,03
	124,05
	124,50
	165,50
	167,95


Застосування ціанінів для детекції білка у водному розчині продемонстровано на прикладі визначення білка БСА барвником 14К (рис. 13). У присутності БСА 14К підвищує інтенсивність флуоресценції у 90 разів уже при концентрації білка 1 мкг/мл, при нижчій концентрації білка лектину (10 нг/мл)  – у 2 рази.

Рис 13. Хімічна структура барвника 14К
Нами досліджено барвник P-5 як флуоресцентний зонд для гомогенного визначення БСА. Цей барвник з фрагментом 3-індолілоцтової кислоти в структурі виявив у присутності 0,1 мг/мл БСА підвищення інтенсивності флуоресценції на два порядки. Суттєвим фактором, що покращує чутливість P-5 до білка, є утворення агрегатів вільного барвника у водному розчині. Результати досліджень флуоресцентних властивостей P-5 указують на те, що зв’язування цього барвника з БСА відбувається у співвідношенні 1:1 шляхом взаємодії P-5 із специфічним сайтом білка, сформованим на рівні третинної структури білка.  


Нами також розроблено принципово новий підхід для флуоресцентного мічення олігонуклеотидів та білків, який полягає в ковалентній взаємодії барвників типу Cyan 39 з біополімерами. Оптимізація реакції пірилоціанінів з амінами для біологічних об’єктів проводилася з використанням 6-аміногексанової кислоти як модельної амінокомпоненти (схема 9). 

Схема 9. Реакція пірилоціаніну Cyan 39 з амінами

Модельні реакції проводились при співвідношенні 6-аміногексанової кислоти та Cyan 39 1:1, а їх перебіг вивчали за змінами в електронному спектрі поглинання. 

За результатами проведених досліджень встановлено, що кон’югацію з аміноалкілмодифікованими олігонуклеотидами краще проводити при температурі 50 оС у 0,1 М буфері ТЕАА, насиченому триетиламіном (рН 12). Показано, що при проведенні кон’югації з аміноалкілолігонуклеотидами реакція проходить винятково по алкіламіногрупі, а екзоциклічні аміногрупи нуклеотидних основ при цьому не модифікуються. 

Нами визначено час повного перебігу реакції Cyan 39 з аміногрупами різних амінокислот (табл. 12). 

Таблиця 12

Час реакції (хв.) Cyan 39 з амінокислотами 

в 0,1 М карбонат-бікарбонатному буфері при температурі 50 оС

	рН
	Acp
	Lys
	Ser
	Cys
	Gly
	Ala
	Val
	Trp
	His
	Asp

	9,2
	115
	42
	240
	80
	150
	–
	–
	–
	–
	–

	9,8
	20
	35
	95
	65
	30
	–
	–
	>240
	>240
	>240

	10,1
	11
	30
	60
	50
	26
	180
	240
	180
	135
	160

	10,5
	7
	10
	40
	10
	22
	50
	105
	80
	75
	60

	10,8
	5
	7
	32
	10
	12
	45
	90
	75
	65
	40


Примітка. „–” – реакція практично не йде; Acp – -амінокапронова кислота.


Найшвидше реагує аміногрупа при первинному вуглеводневому радикалі – Aсp та Gly. У вказаних умовах гідроксильна, тіольна, карбоксильна, гуанідінова групи та імідазольне кільце не заважають проведенню кон’югації з аміногрупами. Навпаки, у випадку Lys, Ser та Cys спостерігається практично така ж висока швидкість перетворення, як і в Aсp та Gly. Це може вказувати на внутрішньомолекулярний каталіз реакції аміно-, гідроксильною чи тіольною групами, оскільки решта амінокислот з аміногрупою при вторинному вуглеводневому радикалі (Ala, Asp, Val, Trp, His) реагує значно повільніше. Залежно від будови амінокислоти реакція проходить і при кімнатній температурі протягом 6–48 годин  (табл. 12).

Нами вивчено кон’югацію пірилоціанінів з модельними аміноалкіл-олігонуклеотидами. На рис. 14 зображено ВЕРХ реакційної суміші Т15–Cyan 40. Для підвищення виходу олігонуклеотидного кон’югату використовували 50-кратний надлишок пірилієвого барвника. 

5’-Аміногексилмодифікований фрагмент гена -галактозидази завдовжки у 18 основ модифіковано Indo 40 та карбоціанінами Cindo 40, CСyan 40 і MDOC 40 (рис. 15).
Рис. 15. Структура кон’югатів ціанінових барвників з фрагментом гена 18--галактозидази

Інтенсивність флуоресценції отриманих кон’югатів у вільному стані та при утворенні дуплексів з комплементарною ДНК подано на рис. 16. 

Найвища інтенсивність флуоресценції спостерігалась у кон’югату СCyan 40–18Gal як у вільному стані, так і при утворенні дуплексів. Інтенсивність флуоресценції інших кон’югатів нижча у вільному стані та понижується у 2-3 рази при утворенні дуплексів. Вивчалася чутливість детекції вільних кон’югатів та утворених ними дуплексів. Флуоресценція кон’югату ціанінового барвника СCyan 40 як у вільному стані, так і у складі дуплекса була помітною до концентрації порядку 10-8 М. Флуоресценція інших кон’югатів спостерігалась до концентрацій порядку 10-7 М. 


Для кон’югації барвників з білками використано лізоцим та сироватковий альбумін бика (БСА). Реакції з барвниками Cyan 39, Ccyan 39, Cindo 39 та PhMe39 проводили протягом двох годин при температурі 45 оС, додаючи двократний надлишок барвника з розрахунку на вільні аміногрупи білка. Від барвника, що не прореагував, позбавлялись гель-фільтрацією на колонці із Sephadex® G25.

Важливим результатом нашої роботи є розробка технології “провідного барвника”, дизайну флуоресцентних зондів для визначення біополімерів у гомогенних системах детекції.  Запропонована технологія складається з трьох етапів. Для першого етапу прескринінгу використовується історична колекція, що налічує понад 2000 барвників різних класів – поліметинціанінів, стирилів, кумаринів та металокомплексів. Колекційні барвники тестуються в модельних системах для пошуку провідного барвника (Lead dye), спектральні характеристики якого б наближались до потрібних. На другому етапі проходить оптимізація спектральних властивостей провідного барвника, що ґрунтується на хімічному синтезі великої бібліотеки його похідних з наступним тестуванням у модельних системах. Третій етап полягає в тестуванні двох-трьох оптимізованих барвників у біологічних системах детекції біополімерів. 

ВИСНОВКИ

1. У дисертації наведено теоретичне узагальнення й нове вирішення наукової проблеми, що полягає в розробці методів конструювання високоефективних флуоресцентних зондів на основі ціанінових барвників для детекції біологічних молекул. Запропоновано механізм їх взаємодії з ДНК, розроблено принципи створення ефективних зондів, методи їх синтезу та показано можливість їх практичного використання.

2. На основі даних спектрально-люмінесцентних досліджень запропоновано, експериментально й теоретично обґрунтовано структурну модель нековалентної взаємодії монометинціанінів з дволанцюговою ДНК, згідно з якою один гетероцикл барвника, переважно менш основний, інтеркалює між сусідніми парами основ, а інший фіксується в малу борозенку НК. 

3. Розроблено принцип ефекторних груп, який дає змогу на основі відомих люмінофорів створювати нові високоефективні флуоресцентні зонди для детекції НК та білків. Показано, що наявність у складі ціаніну спиртових ефекторних груп суттєво підвищує інтенсивність флуоресценції комплексів барвника з ДНК, а фрагмент аніліду арилоцтової кислоти забезпечує селективне зв’язування з білками БСА та ЛСА. 

4. Розроблено нові підходи до синтезу (тіа)(піридо-4)монометинціанінів з ефекторними групами та гомо-n-мерних монометинціанінів на основі реакцій пірилієвих солей з первинними амінами, ацилювання ді- та триамінів карбоксильним похідним ціанінового барвника. Синтезовано низку гомотримерних монометинціанінів та вивчено їх спектрально-люмінесцентні властивості у вільному стані й у присутності НК та білків.

5. Виявлено, що триметинціаніни з алкільними замісниками в поліметиновому ланцюзі є ефективними флуоресцентними зондами для гомогенного визначення ДНК у розчинах та агарозних гелях. Показано, що природа замісника у мезо-положенні поліметинового ланцюга суттєво впливає на спектрально-люмінесцентні властивості триметинціанінів у присутності НК. 

6. Установлено, що агрегаційні процеси поліметинціанінів у водних розчинах у присутності НК та білків є важливим фактором, котрий значною мірою визначає чутливість гомогенної флуоресцентної детекції. 

7. Виявлено, що з АТ-послідовностями ДНК мезо-алкілзаміщені триметинціаніни (пропіл, ізопропіл, феніл, 2-тієніл) специфічно утворюють флуоресціюючі J-агрегатні структури.

8. Запропоновано реакцію пірилоціанінів з амінами для флуоресцентного мічення аміноалкілолігонуклеотидів і білків. Досліджено особливості перебігу реакції з різними амінокислотами й оптимізовано умови її проведення (температура, рН середовища, природа буфера). Разом з фірмою “Fluorescent BioProbes GmbH” (Німеччина) одержано патент на спільне комерційне використання цієї реакції для кон’югації флуорофорів з аміногрупою біомолекул. Спільно з фірмою „Fluka GmbH” (Швейцарія) розроблено ряд нових комерційних флуоресцентних зондів для детекції білків та укладено угоду про дизайн флуоресцентних зондів для візуалізації нуклеїнових кислот у гелях. 

СПИСОК ОПУБЛІКОВАНИХ ПРАЦЬ ЗА ТЕМОЮ ДИСЕРТАЦІЇ

1. Yarmoluk S.M., Zhyvoloup A.N., Koval’ska V.B., Klimenko I.V., Kukharenko A.P., Kovtun Yu.P., Slominsky Yu.L. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. 1. Studies on monomethyne cyanine dyes as possible fluorescent probes for the detection of nucleic acids // Біополімери і клітина. – 1996. – Т. 12, № 1. – С. 69-74.

2.  Yarmoluk S.M., Koval’ska V.B., Smirnova T.V., Shandura M.P., Kovtun Yu.P., Matsuka G. Kh. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. 2. Spectroscopic properties of methyleneoxy analogues of Thiazole Orange // Біополімери і клітина. – 1996. – Т. 12, № 6. – С. 74-81.

3.  Yarmoluk S.M., Dubey I.Ya. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. 3. The use of new cyanine dyes Cyan 13 and Cyan 40 for detection of nucleic acids in agarose gel // Біополімери і клітина. – 1997. – Т. 13, № 5. – С. 419-421.

4.  Yarmoluk S.M., Kostenko A.M., Kornushyna O.S., Dubey I.Y. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. 4. Efficient 5'-fluorescent labelling of oligonucleotides with monomethyne pyrylium cyanine dye, Cyan 39 // Біополімери і клітина. – 1998. – Т. 14, № 1. – С. 82-86.

5.  Yarmoluk S.M., Kovalska V.B., Lukashov S.S., Slominskii Yu.L. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. XII. Я-Substituted carbocyanines as possible fluorescent probes for nucleic acid detection // Bioorg. Med. Chem. Lett. – 1999. – Vol. 9. – P. 1677-1678.

6.  Yarmoluk S.M., Kovalska V.B., Kovtun Yu.P. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. V. Towards model of “half intercalation” of monomethyne cyanine dyes into double-stranded nucleic acids // Біополімери і клітина. – 1999. – Т. 15, № 1. – С. 75-82.

7.  Yarmoluk S.M., Kryvorotenko D.V., Gerasymchuk Yu.S. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. 6. Synthesis and spectroscopic properties of thiazole orange-amino acids conjugates // Біополімери і клітина. – 1999. – Т. 15, № 3. – С. 247-251.

8.  Ярмолюк С. М. Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. 8. Вивчення ціанінових барвників як можливих флуоресцентних зондів для детекції нуклеїнових кислот // Біополімери і клітина. – 1999. – Т. 15, № 4. – С. 328-336.

9.  Кочешев І.О., Ковальська В.Б., Ярмолюк С.М. Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. 11.  Синтез та спектральні властивості нових 2,6-диметил-4-[(3-метил-1,3-бензтіазол-3-іум-2-їл)метилен]-1,4-дигідро-1-піридинових гомодимерних ціанінових барвників // Біополімери і клітина. – 1999. – Т. 15, № 5. – С. 449-455.

10. Кочешев І.О., Ковальська В.Б., Ярмолюк С.М., Акерман Б., Мацука Г.Х. Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. 15.  Спектрально-люмінесцентні властивості нових бензтіазолметилен-2,6-диметилпіридинових гомодимерних та гомотримерних ціанінових барвників та їхніх комплексів з нуклеїновими кислотами // Біополімери і клітина. – 1999. – Т. 15, № 6. – С. 557-567.

11. Yarmoluk S.M., Kostenko A.M., Dubey I.Y. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. Part 19: New method for the covalent labeling of oligonucleotides with pyrylium cyanine dyes // Bioorg. Med. Chem. Lett. – 2000. – Vol. 10. – P. 2201-2204.

12. Лосицький М.Ю., Ковальська В.Б., Ярмолюк С.М. Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. 9. Вивчення спектральних властивостей комплексів ціанінових барвників з ДНК у присутності органічних розчинників // Біополімери і клітина. – 2000. – Т. 16, № 1. – С. 75-81.

13. Криворотенко Д.В., Ковальська В.Б., Ярмолюк С.М. Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. 10. Синтез та спектральні властивості нових бензотіазоло-4-[2,6-диметилпіридинових] монометинових ціанінових барвників // Біополімери і клітина. – 2000. – Т. 16, № 2. – С. 145-152.

14. Ярмолюк С.М. Білки та ціанінові барвники. 1. Несиметричний карбоціаніновий барвник 14К – новий флуоресцентний зонд для гомогенного визначення білків у розчині // Біополімери і клітина. – 2000. – Т. 16, № 3. – С. 236-238.

15. Криворотенко Д.В., Ковальська В.Б., Ярмолюк С.М. Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. 16. Нові флуоресцентні безтіазоло-4-[2,6-диметилпіридинієві] монометинові ціанінові барвники // Біополімери і клітина. – 2000. – Т. 16, № 4. – С. 320-326.

16. Огульчанський Т.Ю., Ящук В.М., Ярмолюк С.М., Лосицький М.Ю. Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. 14. Спектральні особливості деяких монометинових бензотіазолових ціанінових барвників та їхньої взаємодії з ДНК // Біополімери і клітина. – 2000. – Т. 16, № 5. – С. 345-355.

17. Лукашов С.С., Лосицький М.Ю., Ярмолюк С.М., Сломінський Ю.Л. Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. 12. Нові монометинові ціаніни на основі 5,6-метилендіоксибензтіазолу та спектрально-люмінесцентні властивості їхніх комплексів з нуклеїновими кислотами // Біополімери і клітина. – 2000. – Т. 16, № 6. – С. 562-572.

18. Ogul’chansky T.Yu., Yashchuk V.M., Losytskyy M.Yu., Kocheshev I.O., Yarmoluk S.M. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. XVII. Towards an aggregation of cyanine dyes in solutions as a factor facilitating nucleic acid detection // Spectrochimica Acta Part A. – 2000. – Vol. 56. – P. 805-814.

19. Криворотенко Д.В., Лосицький М.Ю., Баланда А.О., Ярмолюк С.М. Білки та ціанінові барвники. ІV. Безтіазоло-4-[2,6-диметилпіридинієві] монометинові ціанінові барвники для гомогенної детекції білків // Вісн. ДУ “Львівська політехніка”. – 2000. – № 414. – С. 127-135.

20. Yarmoluk S.M., Kovalska V.B., Kocheshev I.O., Kachkovskiy Yu.Y. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. Simulation of the aggregates structures and their electronic transitions for homo-n-mere benzothiazole cyanine dyes using the quantum-mechanical methods // Current Studies of Biotechnology, Environment. – 2001. – Vol. 2. – P. 117-123.

21. Костенко О.М., Дмітрієва С.Ю., Ярмолюк С.М. Білки та ціанінові барвники. 2. Застосування реакції пірилієвих барвників з амінами для ковалентного мічення амінокислот і пептидів // Біополімери і клітина. – 2001. – Т. 17, № 1. – С. 80-84.

22. Лукашов С.С., Лосицький М.Ю., Сломінський Ю.Л., Ярмолюк С.М.  Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. 7. Карбоціанінові барвники, заміщені в поліметиновому ланцюзі, як можливі зонди для флуоресцентної детекції нуклеїнових кислот // Біополімери і клітина. – 2001. – Т. 17, № 2. – С. 169-177.

23. Лукашов С.С., Качковський Г.О., Лосицький М.Ю., Ярмолюк С.М. Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. 22. Спектрально-люмінесцентні властивості монометинових пірилієвих і піридинових ціанінів та їхніх комплексів з ДНК // Біополімери і клітина. – 2001. – Т. 17, № 3. – С. 242-248.

24.  Лукашов С.С., Качковський Г.О., Ярмолюк С.М., Мацука Г.Х. Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. 23. Комп’ютерне моделювання “напівінтеркаляційної”  взаємодії монометинових ціанінових барвників з GCTA:TAGC фрагментом ДНК // Біополімери і клітина. – 2001. – Т. 17, № 4. – С. 331-336.

25.  Лукашов С.С., Маковенко І.Є., Лосицький М.Ю., Сломінський Ю.Л., Ярмолюк С.М. Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. Мезо-метилзаміщені триметинціанінові барвники як можливі зонди для флуоресцентної детекції нуклеїнових кислот // Біополімери і клітина. – 2001. – Т. 17, № 5. – С. 448-454.

26. Yarmoluk S.M., Kryvorotenko D.B., Kovalska V.B. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. XX. New methods for the preparation of fluorescent probes based on benzothiazol-4-[2,6-dimethylpyridinium] cyanine dyes // Dyes and Pigments. – 2001. – Vol. 48. – P. 165-172.

27. Yarmoluk S.M., Kovalska V.B., Kocheshev I.A. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids – XXVII: synthesis and spectral properties of novel homodi- and  homotrimeric monomethine cyanine dyes // Dyes and Pigments. – 2001. – Vol. 50. – P. 21-28.

28. Yarmoluk S.M., Kryvorotenko D.V., Balanda A.O., Losytskyy M.Yu., Kovalska V.B.  Proteins and cyanine dyes. Part III. Synthesis and spectroscopic studies of benzothiazolo-4-[1,2,6-trimethylpyridinium] monomethine cyanine dyes for fluorescent detection of bovine serum albumin in solutions // Dyes and Pigments. – 2001. – Vol. 51. – Р. 41-49.

29. Ogul’chansky T.Yu., Losytskyy M.Yu., Kovalska V.B., Yashchuk V.M., Yarmoluk S.M. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. XXIV. Aggregation of monomethine cyanine dyes in presence of DNA and its manifestation in absorption and fluorescence spectra // Spectrochimica Acta Part A. – 2001. – Vol. 57. – P. 1525-1532.

30. Yarmoluk S.M., Kovalska V.B., Kryvorotenko D.V., Balanda A.O., Ogul’chansky T.Yu. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. XXV. Influence of affinity-modifying groups in the structure of benzothiazol-4-[2,6-dimethylpyridinium] dyes on spectral properties of the dyes in the presence of nucleic acids // Spectrochimica Acta Part A. – 2001. – Vol. 57. – P. 1533-1540.

31. Ogul’chansky T.Yu., Losytskyy M.Yu., Kovalska V.B., Lukashov S.S., Yashchuk V.M., Yarmoluk S.M. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. XVIII. Formation of the carbocyanine dye J-aggregates in nucleic acid grooves // Spectrochimica Acta Part A. – 2001. – Vol. 57. – P. 2705-2715.

32. Yarmoluk S.M., Lukashov S.S., Ogul’chansky M.Yu., Losytskyy M.Yu., Kornyushina O.S. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. XXI. Arguments for half-intercalation model of interaction // Biopolymers (Biospectroscopy). – 2001. – Vol. 62, № 4. – P. 219-227.

33. Кочешев І.О., Криворотенко Д.В., Ярмолюк С.М. Синтез 2,6-диметил-4-[2-(3-метилбензотіазоліліден)метил]-1-піридинієвих гомодимерних та гомотримерних ціанінових барвників // Український хімічний журнал. – 2001. – Т. 67, № 2. – C. 115-117.

34. Валюх І.В., Слободянюк О.В., Ковальська В.Б., Гранжан А.В., Сломінський Ю.Л., Ярмолюк С.М. Спектральні властивості симетричних триметинових ціанінів з -,-заміщеним поліметиновим ланцюгом при наявності нуклеїнових кислот // Журнал фізичних досліджень. – 2002. – Т. 6, № 2. – С. 236-241.

35. Valyukh I.V., Kovalska V.B., Slominskii Y.L., and Yarmoluk S.M. Spectroscopic studies of                 -,-disubstituted trimethine cyanine: new fluorescent dye for nucleic acids // J. Fluoresc. – 2002. – Vol. 12, № 1. – P. 105-107.

36. Losytskyy M.Yu., Yashchuk V.M., Lukashov S.S., and Yarmoluk S.M. Davydov splitting in spectra of cyanine dye J-aggregates, formed on the polynucleotides // J. Fluoresc. – 2002. – Vol. 12, № 1. – P. 109-112.

37. Yarmoluk S., Kovalska V., Kocheshev I. Influence of аggregation of homo-n-mer cyanine dyes on the nucleic acids detection sensitivity // J. Fluoresc. – 2002. – Vol. 12, № 2. – P. 155-157.

38. Kostenko O.M., Dmitrieva S.Y., Tolmachev O.I., and Yarmoluk S.M. New approach for fluorescent peptide labeling with pyrylium cyanine dyes // J. Fluoresc. – 2002. – Vol. 12, № 2. – P. 173-175.

39.  Kovalska V.B., Valyukh I.V., Lukashov S.S., Slominskii Yu.L., and Yarmoluk S.M. An investigation of tricarbocyanines “Stains-All” and “iso-Stains-All” as fluorescent nucleic acids probes // J. Fluoresc. – 2002. – Vol. 12, № 2. – P. 209-212.

40.  Лукашов С.С., Лосицький М.Ю., Ковтун Ю.П., Ярмолюк С.М. Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. Мезо-заміщені триметинціанінові барвники для флуоресцентної детекції нуклеїнових кислот // Біополімери і клітина. – 2002. – Т. 18, № 3. – С. 243-252.

41.  Ярмолюк С.М., Лосицький М.Ю., Ковальська В.Б., Томачинський С.М., Огульчанський Т.Ю., Костенко О.М., Курдюков В.В., Толмачов О.І. Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. Новий (піридо)(тіо)триметинціаніновий барвник CCyan 40 для флуоресцентного мічення олігонуклеотидів // Біополімери і клітина. – 2002. – Т. 18, № 4. – С. 340-346.

42. Ковальська В.Б., Валюх І.В., Костенко О.М., Дмітрієва С.Ю., Толмачов О.І.,  Ярмолюк С.М. Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. 33. Спектрально-люмінесцентні властивості серії пірилієвих та піридинієвих  моно/триметинціанінів // Біополімери і клітина. – 2002. – Т. 18, № 6. – С. 540-546.

43. Yarmoluk S.M., Lukashov S.S., Losytskyy M.Yu., Akerman B., Kornyushyna O.S. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. XXVI. Intercalation of the trimethine cyanine dye Cyan 2 into double-stranded DNA: study by spectral luminescence methods // Spectrochimica Acta Part A. – 2002. – Vol. 58. – P. 3223-3232.

44. Yarmoluk S.M., Losytskyy M.Yu., Yashchuk V.M. Nonradiative deactivation of the electronic excitation energy in cyanine dyes: influence of binding to DNA // J. Photochem. Photobiol. A: Biol. – 2002. – Vol. 67. – P. 57-63.

45. Костенко О.М., Дмітрієва С.Ю., Толмачов О.І., Кордюков В.В., Ярмолюк С.М. Мічення амінокислот і пептидів поліметиновими пірилієвими барвниками // Український хімічний журнал. – 2002. – Т. 68, № 1. – C. 39-44.

46. Valyukh I.V., Vyshnyak V.V., Slobodyanyuk A.V., and Yarmoluk S.M. Spectroscopic study of fluorescent dyes interaction with DNA // Functional Materials. – 2003. – Vol. 10, № 3. – P. 528-533.

47. Яковенко О.Я., Голуб А.Г., Лосицький М.Ю., Бджола В.Г., Ярмолюк С.М. Взаємодія ціанінових барвників з нуклеїновими кислотами. Механізм взаємодії монометинового ціанінового барвника Cyan 40 з двоспіральною ДНК: дослідження методами комп’ютерного моделювання // Біополімери і клітина. – 2003. – Т. 19, № 1. – С. 93-98. 

48. Matselyukh B.P., Matselyukh A.B., Kovalska V.B., Kocheshev I.A., Kryvorotenko D.V., Lukashov S.S., and  Yarmoluk S.M. Interaction of cyanine dyes with nucleic acids: XXXI. Using of plymethine cyanine dyes for the visualization of DNA in agarose gels // J. Biochem. Biophys. Methods. – 2003. – Vol. 57. – P. 35-43.

49. Wetzl B.K., Yarmoluk S.M., Graig D.B., and Wolfbeis O.S. Chameleon labels for staining and quantifying proteins // Angew. Chem. Int. Ed. – 2004. – Vol. 43. – 5400–5402.

50. Kovalska V.B., Losytskyy M.Yu., and Yarmoluk S.M. Luminescence spectroscopik studies of trimethinecyanines substituted in polimethine chain with nucleic acids and proteins // Spectrochimica Acta Part A.: Mol. & Biomol. Spectroscopy. – 2004. – Vol. 60, 1–2. – P. 129-137.

51. Wolfbeis O.S., Kostenko O.M., Tolmachev O.I., and Yarmoluk S.M. Method and compounds for the fluorescent labeling of biomolecules and polymer particles. Pat. US2003175988, GO1N21/76, 2003-09-18. 

Вибрані тези доповідей

52. Yarmoluk S.M. Model of “half intercalation” monomethine cyanine dyes into double stranded nucleic acids // In: Proc. XII Round Table. – La Jolla, California, USA, 1996. – P. 280. 

53. Kocheshev I.A., Kovalska V.B., Yarmoluk S.M.  Spectral properties of novel cyanine homodimere dyes as possible fluorescent probes for nucleic acids detection // 8th Europ. Conf. Spectroscop. Biolog. Molec. – Enschede, Netherlands, 1999. – P. 623-624. 

54. Костенко О.М., Дмітрієва С.Ю., Ярмолюк С.М. Застосування реакції пірилієвих барвників з амінами для ковалентного мічення амінокислот та пептидів // Міжн. конф. “Хімія азотовмісних гетероциклів”. – Харків, 2000. – C. 230. 

55. Prykhod’ko A.A., Kovalska V.B., Sadovnikova M.L., Miboroda O., Slominskii Yu.L., Yarmoluk S.M. Novel fluorescent carbocyanine dyes for the nucleic acids detection // In: Proc. Scientific conference “Biotechnology and Environment 2001”. – Zagreb, Croatia, 2001. – P. 50. 

56. Balanda A.O., Kryvorotenko D.V., Losytskyy M.Yu., Yarmoluk S.M.  New fluorescent cyanine dyes for fluorescent detection of bovine serum albumin in solution // 7th Conference on Methods and Application of Fluorescence. – Amsterdam, 2001. – P. 11. 

57. Криворотенко Д.В., Баланда А.О., Лосицький М.Ю., Ярмолюк С.М. Нові флуоресцентні монометинові ціанінові барвникі для гомогенної детекції БСА в розчині // ХІХ Укр. конф. з органічної хімії. – Львів, 2001. – С. 167. 

58. Prykhod’ko A.O., Golub A.G., Khilya V.P., Yarmoluk S.M.  Synthesis and anticancer activity of combinatorial libraries 8-aminomethyl derivatives of 3-aryloxy-7-hydrohychromones // Third Youth School-Conference on Organic Synthesis. – Saint-Petersburg, Russia, 2002. – P. 208.

59. Kostenko O.M., Kovalska V.B., Kocheshev I.V., Yarmoluk S.M.  Studies on spectral-luminiscent properties of oligonucleotides fluorescently labeled with pyrilium cyanine dyes // The inaugural Austral-Asian Biospectroscopy Conference. – Nakhon Ratchasima, Thailand, 2003. – P. 65. 

60. Losytskyy M.Yu., Ohulchanskyy T.Y., Makovenko I.E., Lukashov S.S., Yashchuk V.M., Prasad P.N., Yarmoluk S.M.  Fluorescence resonance energy heterodimers for two-proton excited fluorescence nucleic acid detection // 8th Conference on Methods and Applications of Fluorescence. – Prague, Czech Republic, 2003. – P. 86.

Ярмолюк С.М. Дизайн флуоресцентних зондів на основі ціанінових барвників для нуклеїнових кислот та білків. – Рукопис. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора хімічних наук за спеціальністю 02.00.10 – біоорганічна хімія. Інститут біоорганічної хімії та нафтохімії НАН України, Київ, 2005. 

Дисертація присвячена дизайну флуоресцентних зондів на основі ціанінових барвників. Запропоновано напівінтеркаляційну модель взаємодії монометинціанінів з дволанцюговою ДНК, згідно з якою менш основний гетероцикл барвника інтеркалює між парами основ, а гетероцикл з більшою основністю фіксується в малій борозенці ДНК. Запропоновано принцип ефекторних груп, що дає змогу на основі відомих люмінофорів створювати нові флуоресцентні зонди для детекції нуклеїнових кислот (НК) та білків. Уперше синтезовано й вивчено спектрально-люмінесцентні властивості ряду гомодимерних і гомотримерних  монометинціанінів у присутності НК та білків. Показано, що триметинціаніни з алкільними замісниками в поліметиновому ланцюзі є ефективними флуоресцентними зондами для гомогенного визначення ДНК у розчинах й агарозних гелях. 

Досліджено агрегацію поліметинціанінів у водних розчинах у присутності НК та білків. Запропоновано і впроваджено реакцію пірилоціанінів з амінами для флуоресцентного мічення аміноалкілолігонуклеотидів та білків. Розроблено технологію провідного барвника в рамках дизайну нових флуоресцентних зондів. 

Ключові слова: поліметиновий барвник, флуоресцентні зонди, детекція нуклеїнових кислот, детекція білків, агрегація. 

Ярмолюк С.М. Дизайн флуоресцентных зондов на основе цианиновых красителей для белков и нуклеиновых кислот. – Рукопись.

Диссертация на соискание ученой степени доктора химических наук по специальности 02.00.10 – биоорганическая химия. Институт биоорганической химии и нефтехимии НАН Украины, Киев, 2005.

Диссертация посвящена дизайну флуоресцентных зондов на основе цианиновых красителей. Спектрально-люминесцентными методами с использованием различных по химической природе полиметинцианинов было установлено основные физико-химические закономерности взаимодействия полиметиновых красителей с нуклеиновыми кислотами (НК) и белками. На основе полученных данных разработано структурную полуинтеркаляционную модель взаимодействия монометинцианинов с двухспиральной ДНК, согласно которой менее основный гетероцикл красителя интеркалирует между соседними парами оснований, а более основный – фиксируется в маленькой бороздке НК. 

Разработано и предложено принцип эффекторных групп, который дает возможность создавать новые высокоэффективные флуоресцентные зонды для детекции НК и белков на основе известных люминофоров. Показано, что присутствие спиртовых эффекторных групп в молекуле цианинового красителя повышает интенсивность флуоресценции комплексов красителя с ДНК. 

Впервые синтезировано серию гомодимерных и гомотримерных монометинцианинов и изучено их спектрально-люминесцентные свойства в свободном состоянии и в присутствии НК и белков. Разработано три новых подхода к синтезу гомо-n-мерных монометинцианинов: на основе реакции пирилиевых солей с первичными аминами, реакций ацилирования ди- и триаминов карбоксильными производными цианинового красителя и взаимодействия аминопроизводных монометинцианина с диизоцианатом. Показано, что триметинцианины с алкильными заместителями в полиметиновой цепи являются эффективными флуоресцентными зондами для гомогенного определения ДНК в растворах и агарозных гелях. Изучено влияние природы заместителя в мезо-положении полиметиновой цепи на спектрально-люминесцентные свойства триметинцианинов в присутствии НК. Для С-ацилирования активных метиленовых групп четвертичных солей азотистых гетероциклов предложено использовать имидазолиды карбоновых кислот.

Исследовано агрегацию цианиновых красителей в водных растворах в присутствии НК и белков. Показано, что именно агрегационные процессы являются основным фактором, который обуславливает высокую чувствительность гомогенной флуоресцентной детекции ДНК и белков гомо-n-мерными монометинцианинами. Установлено, что с АТ-последовательностями ДНК мезо-алкилзамещенные (пропил, пентил, триметилпропил, диметилетил) триметинцианины специфично образуют флуоресцентные J-агрегатные структуры. Предложено и использовано реакцию пирилцианинов с аминами для флуоресцентного мечения аминоалкилолигонуклеотидов и белков. Исследовано особенности прохождения реакции с разными аминокислотами и оптимизировано условия ее проведения (температура, рН среды, природа буфера). 

Разработано технологию ведущего красителя для дизайна флуоресцентных зондов для гомогенной детекции биополимеров. Первый этап этой технологии заключается в проведении предварительного скрининга широкого массива максимально разнообразных флуоресцентных красителей для определения красителя с оптимальными для зонда спектрально-люминесцентными свойствами. Следующие этапы – химическая оптимизация ведущего красителя с параллельным изучением его спектрально-люминесцентных свойств как потенциального флуоресцентного зонда.

Ключевые слова: полиметиновый краситель, флуоресцентные зонды, детекция нуклеиновых кислот, детекция белков, агрегация. 

Yarmoluk S.M. Design of fluorescent probes on the base of cyanine dyes for nucleic acids and proteins. – Manuscript.

Thesis for Doctor’s Degree in Chemical Sciences on specialty 02.00.10 – bioorganic chemistry. Institute of Bioorganic Chemistry and Petroсhemistry of National Academy of Science of Ukraine, Kyiv, 2005.

The thesis is dedicated to the design of fluorescent probes on the based of cyanine dyes. The half-intercalation model of interaction of monomethines with dsDNA was proposed. According to which heterocycle with the lower electron-donor ability intercalates between base pairs when heterocycle with the higher electron-donor ability is fixed in DNA minor groove. The proposed approach of affinity modifying groups permits to design novel fluorescent probes on the base on known fluorescent dyes. 

Series of homodimer and homotrimer monomethinecyanines was firstly synthesized and studied in the presence of nucleic acids and proteins. Trimethinecyanines with alkyl substituents in polymethine chain were shown as efficient fluorescent probes for DNA detection in solution and agarose gels. 

Aggregation of polymethinecyaines in aqueous solutions and in presence of biopolymers were studied. Approach of fluorescent labeling based on the reaction of pyrilocyanines with amines was introduced.

The approach of lead dye was developed for the using in the designing of fluorescent probes. 

Key words: polymethine dyes, fluorescent probes, nucleic acids detection, proteins detection, aggregation.
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