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Синтезовано низку нових симетричних і несиметричних триметинових ціанінів з різноманітними 
замісниками у мезо-положенні поліметинового ланцюга. У присутності ДНК, РНК і в меншій мірі 
в присутності білка інтенсивність флуоресценції барвників зростає. Максимальне зростання 
становить 270 разів. Найбільші його значення спостерігаються для барвників з метальною 
групою в мезо-положенні поліметинового ланцюга. Якщо більш масивні групи — ароматичні чи 
трет-алкільний залишки — з'єднані з мезо-положенням гнучким аліфатичним ланцюгом з 1—3 
СНг груп, то флуоресцентні властивості таких барвників за присутності нуклеїнових кислот 
близькі до властивостей мезо-метил-заміщених барвників. 

Вступ. Останнім часом для детекції нуклеїнових 
кислот (НК) використовуються флуоресцентні зон
ди на основі ціанінових барвників [1, 2] . Перева
гою таких зондів є притаманна лише ціаніновим 
барвникам здатність при зв'язуванні з НК у 10— 
1000 разів підвищувати квантовий вихід флуорес
ценції [1, 3] . За таких умов реальною стає де-
текція НК в розчині [1, 4, 5 ] . 

Ширше застосування здобули зонди — похідні 
монометинціанінів. Ці барвники мають вузькі сму
ги поглинання в області 400—550 нм. Як зонди, 
смуги поглинання яких знаходяться в інтервалі 
500—650 нм, нами запропоновано триметинціаніни 
з замісниками у поліметиновому ланцюзі [6]. У 
присутності НК було визначено флуоресцентні 
властивості 1) низки похідних тіакарбоціанінйоди-
ду з алкільними замісниками в мезо-положенні 
поліметинового ланцюга [7 ]; 2) низки мезо-метил-
заміщених симетричних триметинціанінів з різ
ними гетероциклічними залишками [8 ]. При зр'я-
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зуванні отриманих барвників як з ДНК, так і з 
РНК спостерігалося зростання інтенсивності флуо
ресценції! до 100 разів. 

В даній роботі синтезовано низку нових симет
ричних і несиметричних триметинціанінів з різно
манітними групами в мезо-положенні полімети
нового ланцюга. Спектрально-люмінесцентні вла
стивості отриманих барвників охарактеризовано у 
вільному стані та в присутності ДНК, РНК і 
бичачого сироваткового альбуміну — БСА. 

Матеріали і методи. Барвники синтезували 
(схема) через ацилтіометиленові похідні 2-метил-
бензотіазолу [9]. Метилметосульфат 2,3-диметил-
бензотіазолія І ацилювали хлорангідридами від
повідних кислот у піридиновому розчині при t = 
- 0 °С. Отримані в такий спосіб ацилметиленові 
основи II дією РОС13 в хлороформі перетворювали 
на ^8-хлорвінільні похідні III, з яких дією надлишку 
водно-спиртового розчину NaHS отримували ацил
тіометиленові основи IV. Алкілування інтермедіатів 
IV йодистим етилом залежно від розчинності IV в 
середовищі хлороформу чи диметилсульфоксиду 
(ДМСО) давало етилтіонієві солі V, які вводили в 
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реакцію з четвертинними солями VI в метанолі за 
присутності триетиламіну (схема). 

Для ацилювання солі 2,3-диметилбензотіазолія 
в даній роботі вперше застосовано конденсуючі 
агенти пептидного синтезу N, N ' -дициклогексил-
карбодиімід (ДЦГК) та 1,Г-карбонілдиімідазол 
(КДІ). Ацилметиленові похідні II з високими вихо
дами отримано з низки кислот — метоксиоцтової, 
2-тетрагідрофуранкарбонової, індолілоцтової, а-на-
фтилоцтової, хлорангідриди яких при утворенні 
осмолюються. У присутності КДІ конденсація про
ходить протягом години при кімнатній температурі 
з майже кількісним виходом. Провести в подібних 
умовах конденсацію карбонової кислоти з двома 
еквівалентами метилбензотіазолієвої солі з утво
ренням мезо-заміщеного триметинціаніну в одну 
стадію не вдалося. Метоксиацетил-метиленбензо-
тіазол у присутності ДЦГК чи КДІ та триети
ламіну не вступав у реакцію з метилбензотіа-
золієвою сіллю при 30-хв кип'ятінні в ДМСО. 

1-(З-метил-2, З-дигідро-І, З-бензотіазол-2-
іден)метил кетони f / Д М е т о д А. До охолод
женої до * = 0 °С суспензії 5 г (0,018 моль) метил-
метосульфату 2,3-диметилбензотіазолія в 15 мл 
сухого піридину при інтенсивному перемішуванні 
протягом 5 хв порціями додавали 0,015 моль хло
рангідриду відповідної кислоти або його розчину в 
мінімальній кількості діоксану. Через 15 хв охолод
ження припиняли і реакційну суміш перемішували 
при кімнатній температурі ще протягом 1 год. 
Піридин упарювали під зниженим тиском, темний 
залишок кристалізували з водного спирту, масло
подібні продукти екстрагували хлороформом. Вихід 
2 6 - 8 0 %. 

М е т о д Б. 0,010 моль карбонової кислоти, 
З г (0,015 моль) КДІ та 1,5 мл (0,011 моль) 
триетиламіну перемішували протягом 15 хв у 
10 мл диметилформаліду (ДМФА). За цей час ви
ділення вуглекислого газу припинялося. До суміші 
додавали 3 г (0,011 моль) метилметосульфату 2,3-

диметилбензотіазолія, реакційну суміш перемішу
вали впродовж 0,5—2 год при температурі 30— 
50 °С Після охолодження додавали 5-кратний об'
єм води і продукт реакції відфільтровували чи 
екстрагували хлороформом. Вихід 45—96 %. 

2-(2-етилтіо-2-Я-вініл)-3-метил-сІ-бензо-1, 3-
тіазолій йодиди (III)» 0,010 ммоль II розчиняли в 
хлороформі, додавали 0,5—1 мл (0,0055—0,011 
моль) хлорокису фосфору і кип'ятили протягом 
0,5—2 год. У випадку R = CF 3 НІ отримували при 
6-год кип'ятінні відповідної II в чистому хлорокисі, 
а у випадку Л = СС13 за подібних умов отримати 
хлорвінільне і наступні похідні не вдалося. Хлоро
форм далі упарювали у вакуумі. Залишок розтира
ли під 20—40 мл 1,0 М водного розчину NaHS, 
підтримуючи лужне середовище та при поганому 
розчиненні залишку додаючи достатню кількість 
спирту. При цьому продукти IV випадали у вигляді 
темно-червоних чи брунатних осадів. Маслоподібні 
IV екстрагували хлороформом. Хлороформовий 
розчин перемішували протягом 1 год під розчином 
NaHS, слідкуючи за лужною реакцією останнього, 
упарювали всю суміш, обробляли залишок водою і 
фільтрували (екстрагували хлороформом) темні 
продукти IV. 0,33 г висушених IV розчиняли в 
1—10 мл хлороформу чи ДМСО, додавали 1—1,5 
еквівалента йодистого етилу і реакційну суміш 
залишали на 1 год чи нагрівали протягом 5—20 хв 
при 60 °С. Хлороформ упарювали у вакуумі, отри
мані V використовували в наступній стадії без 
очищення. 

Барвники VII. До розчину 0,001 моль V та 
0,001 моль VI у 5—20 мл метанолу додавали 
0,15 мл (0,0011 моль) триетиламіну. Суміш ки
п'ятили 15 хв. Осад барвника відфільтровували 
після охолодження. Отримали: 

L-У. Вихід 88 %. Т т о п л 164 °С ЯМР Н 1 : с 3,80 
(6Н), с. 3,92 (9Н), с 6,72 (2Н), уш. с 6,95 (2Н), 
д. д. 7,32 (2Н, 7,2 Гц, 7,8 Гц), д. д. 7,53 (2Н, 
7,2 Гц, 8,2 Гц), д. 7,70 (2Н, 8,2 Гц), м. 7,79 (2Н). 
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L-3. Вихід 66 %. Т т о п л 187 °С. ЯМР Н 1 : с. 3,98 
(6Н), уш. с. 6,99 (2Н), м. 6,92 (1Н), уш. м. 7,21 
(1Н), д. д. 7,39 <2Н, 7,6 Гц, 8,3 Гц), д. д. 7,59 (2Н, 
7,6Г ц, 7,9 Гц), д. 7,79 (2Н, 8,3 Гц), д. 7,90 <2Н, 
7,9 Гц), уш. с. 8,18 <1Н). 

Вихід 52 %. Т т о п л 196 °С. ЯМР Н 1 : м. 2,17 
(2Н), т. 3,09 <2Н, 7,8 Гц), с. 3,91 (6Н), т. 4,27 
(2Н, 6,3 Гц), с. 6,46 (2Н), д. 7,05 (2Н, 8,0 Гц), м. 
7,32 (ЗН), д. д. 7,40 (2Н, 7,8 Гц, 8,4 Гц), д. д. 7,64 
(2Н, 7,8 Гц, 7,9 Гц), д. 7,84 <2Н, 8,4 Гц), д. 8,03 
(2Н, 7,9 Гц). 

L-6. Вихід 66 %. 263 °С — розкл. ЯМР Н 1 : 
с. 1,21 (9Н), с. 2,89 (2Н), с. 3,96 (6Н), с. 6,30 
(2Н), д. д. 7,45 <2Н, 7,4 Гц, 7,9 Гц), д. д. 7,64 (2Н, 
7.4 Гц, 8,5 Гц), д. 7,85 (2Н, 8,5 Гц), д. 8,04 <2Н, 
7,9 Гц). 

L-7. Вихід 50 %. 278 °С. ЯМР Н 1 : т. 3,03 
(2Н, 7,8 Гц), т. 3,11 (2Н, 7,8 Гц), с. 3,95 (6Н), с. 
6,46 (2Н), м. 7,19 (1Н), м. 7,28 (4Н), д. д. 7,49 
(2Н, 7,6 Гц, 8,2 Гц), д. д. 7,65 (2Н, 7,6 Гц, 8,1 Гц), 
д. 7,86 (2Н, 8,2 Гц), д. 8,10 (2Н, 8,1 Гц). 

1^8. Вихід 33 %. Т г о п я 272 °С — розкл ЯМР Н 1 : 
с. 3,94 (6Н), с. 4,39 (2Н), уш. с. 6,64 (2Н), м. 7,29 
ЦН), м. 7,37 (4Н), д. д. 7,43 (2Н, 7,3 Гц, 8,4 Гц), 
д. д. 7,63 <2Н, 7,3 Гц, 8,1 Гц), д. 7,83 (2Н, 8,4 Гц), 
д. 8,02 (2Н, 8,1 Гц). 

L-9. Вихід 74 %. Т т о п я 238 °С. ЯМР Н 1 : с. 3,95 
(6Н), уш. с. 7,07 (2Н), т. 7,34 (2Н, 7,4 Гц), м. 7,57 
(ЗН), м. 7,65 (ЗН), м. 7,89 (4Н), с. 8,46 (1Н). 

L-10. Вихід 22 %. Т т о п л 214 °С. ЯМР Н 1 : с. 4,09 
(6Н), с. 6,52 (2Н), д. д. 7,48 (2Н, 8,0 Гц, 8,4 Гц), 
д. д. 7,68 (2Н, 8,4 Гц, 8,4 Гц), д. 7,97 (2Н, 8,0 Гц) 
д. 8,00 (2Н, 8,4 Гц). 

L-/7. Вихід 73 %. Т т о п л 228 °С. ЯМР Н 1 : с. 3,93 
(6Н), уш. с. 6,91 (2Н), т. 7,34 (2Н, 7,6 Гц), т. 7,57 
(2Н, 7,7 Гц), м. 7,80 (6Н), уш. с. 8,98 (2Н). 

L-12. Вихід 13 %. Т т о п я 176 °С. ЯМР Н': м. 1,82 
(2Н), м. 2,08 (2Н), м. 3,06 (2Н), уш. с. 3,81 (7Н), 
уш. с. 6,53 (2Н), д. д. 7,37 (2Н, 7,4 Гц, 7,8 Гц), д. 
д. 7,54 (2Н, 7,4 Гц, 8,3 Гц), д. 7,71 (2Н, 8,3 Гц), 
д. 7,96 (2Н, 7,8 Гц). 

Вихід 42 %. Т т о п л 241 °С. ЯМР Н 1 : с. 3,98 
(6Н), с. 5,29 (2Н), с. 6,56 (2Н), д. 6,98 (1Н, 
9,2 Гц), д. д. 7,19 (1Н, 2,6 Гц, 9,2 Гц), д. 7,36 (1Н, 
2,6 Гц), д. д. 7,45 (2Н, 7,4 Гц, 8,1 Гц), д. д. 7,64 
(2Н, 7,4 Гц, 8,4 Гц), д. 7,87 (2Н, 8,4 Гц), д. 8,08 
(2Н, 8,1 Гц). 

L-J4. Вихід 40 %. 172 °С. ЯМР Н 1 : с. 3,90 
(6Н), с. 4,76 (2Н), уш. с. 6,72 (2Н), с. 7,25 ОН, 
7.5 Гц), м. 7,54 (7Н), м. 7,90 (6Н), м. 8,27 (1Н). 

L-15. Вихід 73 %. Т т о п л 283 °С — розкл. ЯМР 
Н': с. 3,93 (6Н), уш. с. 6,87 (2Н), д. д. 7,39 (2Н, 
7.6 Гц, 7,7 Гц), д. д. 7,59 (2Н, 7,6 Гц, 8,2 Гц), м. 
7,76 (6Н), т. 8,17 (1Н, 7,7 Гц), уш. с. 8,99 ЦН). 

L-17. Вихід 80 %. Т г о п л 212 °С. ЯМР Н': с. 3,92 
(6Н), уш. с. 7,05 (2Н), д. д. 7,33 (2Н, 7,2 Гц, 
7,8 Гц), м. 7,53 (ЗН), м. 7,75 (5Н), уш. с. 8,22 
(1Н). 

L-19. Вихід 65 %. Т т о п л 166 °С. ЯМР Н 1 : с. 3,93 
(6Н), уш. с. 7,05 (2Н), т. 7,30 (2Н, 7,3 Гц), т. 7,53 
(2Н, 7,8 Гц), м. 7,74 (5Н), м. 7,93 (1Н), уш. с. 8,66 
(1Н), м. 9,02 (1Н). 

Lr20. Вихід 83 %. 294 °С. ЯМР Н': с. 2,39 
(ЗН), с. 3,69 (ЗН), с. 3,71 (ЗН), с. 3,77 (ЗН), уш. 
с. 6,10 ЦН), уш. с. 6,16 (1Н), д. д. 6,98 (1Н, 
2,3 Гц, 9,1 Гц), д. д. 7,22 (1Н, 7,3 Гц, 8,0 Гц), д. 
д. 7,42 (1Н, 7,3 Гц, 9,1 Гц), д. 7,92 (1Н, 2,3 Гц), 
д. 7,55 (2Н, 9,1 Гц), д. 7,84 ЦН, 8,0 Гц). 

1^21. Вихід 47 %. 235 °С. ЯМР Н 1 : с. 2,53 
(ЗН), с. 3,82 (ЗН), с. 4,35 (ЗН), с. 6,37 (1Н), с. 
6,52 <1Н), т. 7,32 ЦН, 7,6 Гц), т. 7,53 (1Н, 
7,7 Гц), т. 7,70 (2Н, 8,3 Гц), д. 7,92 (1Н, 8,8 Гц), 
д. 7,95 ЦН, 7,9 Гц), д. 8,03 (1Н, 8,4 Гц), д. 8,07 
(1Н, 8,7 Гц), д. 8,66 (1Н, 8,6 Гц). 

L-23. Вихід 59 %. Т , ^ 325 °С — розкл. ЯМР 
Н 1 : с. 2,56 (ЗН), с. 3,91 (ЗН), с. 3,94 (ЗН), с. 6,48 
ЦН), с. 6,68 (1Н), т. 7,35 (1Н, 7,6 Гц), т. 7,45 
(1Н, 7,7 Гц), т. 7,58 (1Н, 7,8 Гц), т. 7,63 ЦН, 
7.7 Гц), д. 7,80 ЦН, 8,3 Гц), д. 7,84 ЦН, 8,5 Гц), 
д. 8,07 ЦН, 7,9 Гц), д. 8,14 ЦН, 7,7 Гц). 

Ь-24. Вихід 38 %. Т Т О Ш 1 259 °С. ЯМР Н 1 : с. 2,55 
(ЗН), с. 3,73 (ЗН), с. 4,21 (ЗН), с. 6,42 ЦН), с. 
7,00 ЦН), т. 7,25 ЦН, 7,5 Гц), т. 7,48 ЦН, 
7.8 Гц), д. 7,55 ЦН, 8,1 Гц), д. 7,63 ЦН, 7,1 Гц), 
т. 7,79 ЦН, 7,7 Гц), д. 7,85 ЦН, 7,8 Гц), м. 8,07 
(2Н), м. 8,52 (2Н). 

1^26. Вихід 39 %. 257 °С. ЯМР Н 1 : с. 1,28 
(18Н), с. 2,56 (ЗН), с. 4,07 (ЗН), с. 6,18 ЦН), уш. 
с. 6,45 ЦН), уш. с. 6,78 (2Н), д. д. 7,60 ЦН, 
7,0 Гц, 8,0 Гц), д. д. 7,75 ЦН, 7,0 Гц, 8,2 Гц), д. 
8,03 ЦН, 8,2 Гц), д. 8,22 ЦН, 8,0 Гц). 

При описанні спектрів ЯМР Н 1 використано 
такі скорочення: с. — синглет; уш. с. — уширений 
синглет; д. — дублет; д. д. — дублет дублетів; т. — 
триплет; к. — квартет; м. — нерозділений мульти-
плет. 

Використані речовини. В роботі використано 
препарата тотальної ДНК із сперми лосося, сума
рної дріжджової РНК та БСА («Sigma», США). Для 
приготування всіх водних розчинів у даній роботі 
використовували 0,05 М трис-НСІ буфер, рН 7,5. 
ДМФА переганяли під зниженим тиском. 

Розчини для спектральних досліджень. Вико
ристовували стандартні розчини барвників у 
ДМФА концентрації 2-Ю" 3 М та розчини ДНК і 
РНК у буфері концентрацій відповідно 6-Ю"3 М 
пар основ та 1,2-10'2 М основ. 

В усіх робочих розчинах концентрація барв-
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ників дорівнювала 10~5 М. Для отримання комп
лексів барвників з НК стандартні розчини барв
ників додавали до розчинів НК у буфері з концен
траціями 6-Ю"5 моль пар основ/л ДНК та 1,2 10~4 

моль основ/л РНК. В отриманих розчинах спів
відношення концентрації пар основ ДНК до кон
центрації барвника (п. о./б.) становило 6:1, а основ 
РНК до барвника (о./б.) — 12:1. Робочі розчини 
барвників у присутності білка отримували додаван
ням стандартних розчинів барвників до щойно 
приготованого розчину БСА з концентрацією 
1 мг/мл. 

Спектроскопічні виміри. Спектри поглинання 
реєстрували за допомогою спектрофотометра Spe-
cord М 40 (ФРН). Спектри флуоресценції запису
вали на спектрофлуориметрі Сагу Eclipse (Авст
ралія). Флуоресценцію збуджували випромінюван
ням з довжиною хвилі, що відповідає максимумові 
смуги поглинання барвника в ДМФА. Всі вимі
рювання здійснювали в кварцовій кюветі 1 х 1см 
одразу після приготування розчину при кімнатній 
температурі. Спектри ЯМР Н 1 реєстрували на при
ладі «Varian VXR-300», 300 МГц (США) відносно 
внутрішнього стандарта тетраметилсилану. 

Результати і обговорення. Спектрально-лю
мінесцентні властивості барвників у ДМФА та в 
буфери Характеристики спектрів поглинання та 
флуоресценції синтезованих барвників у ДМФА та 
в буфері наведено в табл. 1. 

Барвники в ДМФА. Спектри поглинання всіх 
досліджених барвників у ДМФА у видимій області 
складаються з однієї смуги, максимум якої А П 0 Г Л

Д М Ф А 

розташований в інтервалі між 540 та 584 нм, а 
величина молярної екстинкції £ Д М Ф А має значення в 
межах (0,16—1,93)-10"5 М^см"1. Смуга барвника з 
хіноліновим залишком L-24 лежить в більш довго
хвильовій області — А П 0 Г Л

Д М Ф А становить 622 нм. 
Крім того, спектри поглинання у ДМФА барвників 
L-l, L-3, L-9, L- l l , L-12, L-15, L-17, L-19 та L-26 
містять плече, що знаходиться на короткохвильово
му схилі основної смуги на відстані 33—40 нм від 
її максимуму. 

Спектри флуоресценції барвників у ДМФА 
складаються з однієї смуги з максимумом А ф л

Д М Ф А в 
інтервалі між 573 та 620 нм. Винятком є барвники 
L-9 та L-24, А ф л

Д М Ф А низькоінтенсивних спектрів 
яких лежать відповідно на 682 та 675 нм. Значення 
інтенсивності флуоресценції всіх синтезованих бар
вників / Д М Ф А знаходяться в широкому інтервалі від 
0,32 до 373 відносних одиниць (в. о.). 

Барвники в буфері. При зміні розчинника з 
ДМФА на буфер основний максимум у спектрах 
поглинання більшості барвників А ш г л

 у ф зсувається в 
короткохвильову область на 2—16 нм порівняно з 

Ядогл • Довгохвильовий зсув спостерігається лише 
у випадку барвника L-21 (на 5 нм). При цьому в 
спектрах багатьох барвників з'являються додаткові 
максимуми переважно з короткохвильового боку 
основної смуги, а у випадку барвників L-14 та L-17 
(рисунок) —і з довгохвильового (табл. 1). Ці до
даткові максимуми, що проявляються як у вигляді 
плеча, так і у вигляді чітко розділених піків, 
напевне, відповідають асоціатам, утвореним барв
никами в полярному водному середовищі. Судячи з 
суттєвого падіння значення молярної екстинкції 
е у ф у водному буфері порівняно з £ Д М Ф А , барвники 
L-4, L-7, L-9, L-12, L-13, L-14, L-20, L-21, L-23 та 
L-24 взагалі малорозчинні у воді. 

Максимуми спектрів флуоресценції розчинів 
барвників у буфері А ф л

 у ф зсунуті відносно А ф л

Д М Ф А в 
короткохвильову область на відстань від 1 до 23 нм. 
Короткохвильовий зсув А ф л

б у ф відносно А ф л

Д М Ф А ма
ють лише L-9 (1 нм) та L-21 (120 нм), а барвник 
L-10 взагалі не має чіткого максимуму випромі
нювання в буфері. Для більшості барвників А ф л

б у ф 

знаходиться в інтервалі від 562 до 614 нм. Проте 
для барвників L-9, L-21 та L-23 А ф л

6 у ф знаходиться 
відповідно на 683, 716 та 652 нм. Крім того, в 
спектрах флуоресценції L-7 та L-17 у буфері поряд 
з основними максимумами, що розташовані від
повідно на 569 та 587 нм, з'являється додаткова 
смуга з максимумом відповідно на 745 та 682 нм 
(рисунок). 

Значення інтенсивності флуоресценції барвни
ків у буфері / 0 лежать у широкому інтервалі від 
0,31 до 221 в. о. Найбільші І0 мають барвники L-12, 
L-1 та L-8 (221, 104 та 80,2 в. о. відповідно). Для 
переважної більшості досліджених барвників / 0 ме
нше, ніж / Д М Ф А , у 1—12 разів. Подібне зменшення 
інтенсивності триметинціанінів у водному середо
вищі спостерігалось нами раніше [10]. Єдиним 
барвником, для якого / 0 значно (в 3,7 разу) зростає 
порівняно з / Д М Ф А , є L-9. 

Спектрально-люмінесцентні властивості 
барвників у присутності нуклеїнових кислот та 
білка. Характеристики спектрів поглинання та 
флуоресценції барвників у присутності ДНК, РНК 
та БСА наведено в табл. 2. 

Барвники в присутності ДНК. Основний мак
симум спектрів поглинання барвників у присут
ності ДНК А п о г я

д н к зсувається порівняно з А п о г л у 
коротко- чи довгохвильову область на величину до 
15 нм. Крім того, в спектрах барвників L-6 та L-8 
у присутності ДНК з'являється смуга, зсунута 
відповідно на 34 та 41 нм у довгохвильовий бік 
відносно основної смуги. Такої смуги не спосте
рігалося в спектрах цих барвників у ДМФА та в 
буфері. У спектрі барвника L-17 молярна екс-
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Таблиця J 
Характеристики спектрів поглинання та флуоресценції барвників L-I—L-26 у ДМФЛ та в буфері 
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•Смуга проявляється у формі плеча основної смуги. 

248 



В З А Є М О Д І Я Ц І А Н І Н О В И Х Б А Р В Н И К І В З Н У К Л Е Ї Н О В И М И К И С Л О Т А М И 

тинкція є д довгохвильової агрегатної смуги при 
680 нм збільшена з 3000 до 13000 М - 1см _ І . Раніше 
ми відмічали появу подібної смуги в спектрах 
поглинання деяких мезо-заміщених триметинціа-
нінів у присутності ДНК [7 ] та зробили висновок, 
що ця смуга відповідає поглинанню /-агрегатів 
барвника, утворених за участі борозенки ДНК 
[11]. L-6, L-8, L-14 та L-17, цілком імовірно, 
схильні до утворення подібних /-агрегатних струк
тур за участю ДНК. 

Максимуми спектрів флуоресценції барвників 
у присутності ДНК А ф л

д н к знаходяться в інтервалі 
між 561 та 622 нм, за винятком L-24 (665 нм). У 
випадку барвника L-9 поряд з короткохвильовим 
максимумом у вищезазначеному інтервалі в спек
трі флуоресценції присутній також довгохвильовий 
максимум при 683 нм. У барвника L-17 інтен
сивність випромінювання на довгохвильовому мак
симумі при 685 нм взагалі суттєво перевищує / д н к 

на молекулярному максимумі при 590 нм (рисунок, 
табл. 2). 

Інтенсивність флуоресценції розчинів дослід
жених барвників у присутності ДНК / д н к зростає 
порівняно з / 0 до 185 разів. Високі значення зро
стання інтенсивності флуоресценції AQ 5"* = / д н к / / 0 

та водночас високі значення інтенсивності флуорес
ценції / д н к спостерігались для барвників L-4, L-6, 
L-7, L-20 та L-21. У той же час барвники L-8 та 
L-12, хоча й підвищують інтенсивність флуорес
ценції при зв'язуванні з ДНК лише в 7,78 та 2,7 
разу відповідно, проте значення / д н к для них є 
досить високим. 

Барвники в присутності РНК. Максимуми 
спектрів поглинання барвників у присутності РНК 
^ п о г Л

Р Н Д л я більшості барвників зсуваються в до
вгохвильову область порівняно з А п о г л

б у ф на відстань 
до 15 нм, лише для L-l, L-9, L-15 та L-19 положен
ня А п о г л

р н к не змінюється порівняно з А п о г л

б у ф , а для 
L-17 спостерігається короткохвильовий зсув на 
1 нм. Максимуми спектрів флуоресценції барвни
ків А ф л

р н к знаходяться в інтервалі між 565 та 618 
нм, за винятком L-24 (663 нм). У випадку барв
ника L-9 поряд з короткохвильовим максимумом у 
спектрах флуоресценції присутній також довгох
вильовий максимум, розташований на 683 нм. У 
спектрі барвника L-17, навпаки, найінтенсивніший 
у присутності ДНК максимум при 685 нм практич
но зникає. Натомість стрімко зростає флуорес
ценція на молекулярному максимумі при 597 нм — 
846 в. о. проти 164 в. о. в присутності ДНК 
(рисунок). 

Інтенсивність флуоресценції баврників за при
сутності РНК / н к зростає до 270 разів порівняно з 
/ 0 . Барвники L-4, L-7, L-17, L-20 та L-21 мають 

Спектри поглинання (зліва) та флуоресценції (справа) барвника 
L-17 у водному буфері в індивідуальному стані (7), у присут
ності ДНК (2) та PHK (3) 

досить високі значення як / > н к , так і A Q P H K (від
ношення fHK до / 0 ) , a L-12 має високу інтен
сивність при невеликому A Q P H K (2,1 разу). 

Барвники в присутності білка. Для більшості 
досліджених ціанінів молекулярний максимум по
глинання в присутності білка А П 0 Г Л

Б С А не змінюється 
або ж зсувається на величину до 11 нм в довго
хвильовий бік порівняно з А п о г л

б у ф . L-9 та L-10 
характеризуються короткохвильовим (відповідно 7 
та 1 нм) зсувом А П 0 Г Л

Б С А відносно А п о г л

б у ф . 
Максимуми спектрів флуоресценції у присут

ності БСА А ф л

Б С А для переважної більшості барв
ників знаходяться в інтервалі між 574 та 612 нм, 
за винятком L-9, L-24 ( А ф л

Б С А дорівнює відповідно 
682 та 660 нм) та L-10, для якого в присутності 
БСА чіткого спектра флуоресценції не спостері
гається. Інтенсивність випромінювання барвників у 
присутності білка Ґс А зростає порівняно з / 0 до 58 
разів. Слід зазначити, що для барвників L-14 та 
L-17 підвищення інтенсивності флуоресценції в 
присутності БСА A Q 5 ^ є досить високим (35,3 та 
39,4 відповідно) і разом з тим ці ціаніни мають 
високе значення Т 6 ^ . Зважаючи на те, що ана
логічний метил-заміщений барвник Cyan 2 не є 
чутливим до білка, можна зробити висновок, що 
введення до ^-положення залишків 1-нафталеноц-
ту та 2-тіофену суттєво сприяє підвищенню чутли
вості отриманих барвників до БСА. 

Барвники, як зонди для нуклеїнових кислот. 
Найважливішою характеристикою спектрів розгля
нутих барвників у світлі їхнього можливого засто
сування для флуоресцентної детекції НК слід на
звати підвищення інтенсивності випромінювання 
при зв'язуванні з НК — AQ H K . За цією величиною 
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Таблиця 2 
Характеристики спектрів поглинання та флуоресценції досліджуваних барвників у присутності нуклеїнових кислот та білка 



ВЗАЄМОДІЯ ЦІАНІНОВИХ БАРВНИКІВ З НУКЛЕЇНОВИМИ КИСЛОТАМИ 

Закінчення табл. 2 

*Смуга проявляється у формі плеча основної смуги. 

потрібно виокремити барвники L-4, L-6, L-7, L-10, 
L-13 та L-20—L-23. В їхній хімічній будові (табл. 
1) легко помітити одну спільну рису. Радикал у 
мезо-положенні має найменші серед представлених 
барвників геометричні розміри. Це — метальна 
група у барвників L-20—L-23 або об'ємніші фе-
нільний у барвників L-4, L-7 і L-13 та третбутиль-
ний у L-6 залишки, зв'язані з мезо-положенням 
аліфатичним ланцюжком з l(L-6)—4(L-4) СН 2 -
груп та атомів кисню. Для барвника L-10 із заміс
ником більших розмірів — CF3-rpynoio у мезо-по
ложенні — хоча й спостерігається високе значення 
AQ H K , загальна інтенсивність випромінювання і1** 
порівняно невисока (табл. 2), вона не набагато 
перевищує фонове випромінювання / 0 барвників 
L-4, L-7, L-20—L-23. Вторинний аліфатичний ра
дикал (L-12), арильні (L-l, L-2, L-9, L- l l , L-15, 
L-17 і L-19) та бензильні (L-8 та L-14) радикали 
виявилися для триметинтіаціаніну мезо-замісника-
ми занадто великих розмірів, так що для цих 
барвників взаємодія з НК, хоча й відбувається, 
проте не призводить до достатнього підвищення 
інтенсивності флуоресценції. Навпаки, коли досить 
об'ємні замісники зв'язані з мезо-положенням гну
чким ланцюжком з двох і більше СН2-груп — такі 
барвники за величиною AQm майже не відріз
няються від мезо-метил-заміщених барвників, для 
яких ця величина найбільша. Така властивість 
може бути використана вже для отримання на 
основі триметинціанінів ковалентних флуоресцент
них міток. 

S. S. Lukashov, М. Yu. Losytskyy, Yu. P. Kovtun, 5. M. Yarmoluk 

Interaction of cyanine dyes with nucleic acids. Meso-substituted 
trimethincyanines for fluorescent detection of nucleic acids 

Summary 

A series of trimethinecyanines with different meso-substituents in 
polymethine chain has been synthesized, and spectral luminescent 
properties of the dyes in the presence of double-stranded DNA, 
RNA and bovine serum albumin (BSA) have been examined. The 
dyes fluorescence enhances up to 270-fold in the presence of nucleic 
acids while in the presence of protein the increase is lower. The 
highest rise of fluorescence intensity has been observed for the 
dye-nucleic acid complexes of meso-methyl-substituted dyes. When 
large substituents like aryl- or tret-alkyl groups are linked to the 
meso-position of the dyes polymethine chain by a flexible chain from 
J—3 CH2-groups, the fluorescent properties of these dyes are 
similar to those of the meso-methyl-substituted dyes. 

С. С. Лукашов, M. Ю. Лосицкий, Ю. П. Ковтун, С. Н. Ярмолюк 

Взаимодействие цианиновых красителей с нуклеиновыми 
кислотами. Мезо-замещенные триметинцианиновые 
красители для флуоресцентной детекции нуклеиновых кислот 

Резюме 

Синтезирован ряд новых симметричных и несимметричных 
триметиновых цианинов с разнообразными заместителями в 
мезо-положении полиметиновой цепи. В присутствии ДНК, 
РНК и в меньшей мере в присутствии белка интенсивность 
флуоресценции красителей повышается. Увеличение интенсив
ности достигает 270 раз. Наибольшие значения возрастания 
интенсивности наблюдаются для красителей с метильной 
группой в мезо-положении полиметиновой цепи. Если более 
массивная группа — ароматические или трет-алкильный ос
татки соединены с мезо-положением гибкой алифатической 
цепочкой из 1—3 СН2 групп — то флуоресцентные свойства 
таких красителей в присутствии нуклеиновых кислот близки 
свойствам мезо-метил-замещенных красителей. 
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