
ISSN 0233-7657. Биополимеры и клетка. 1999. Т. 15. № 6 

М Е Т О Д Ы 
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Вивчено спектрально-люмінесцентні властивості нових гомоди- та гомотримерних ціанінових 
барвників у вільному стані та в присутності нуклеїнових кислот (НК). Досліджені ціаніни 
продемонстрували підвищення інтенсивності випромінювання приблизно в 1200 разів у комплек
сах з ДНК та в 800 разів у комплексах з РНК, що робить їх перспективними для використання 
як флюоресцентних зондів при детекції НК. Висунуто припущення щодо характеру і природи 
агрегатів вільних барвників та їхніх комплексів з НК. На основі отриманих даних запропоновано 
можливі структури агрегатних комплексів барвників у вільному стані та в присутності НК. 

Вступ. Широковживані в лабораторній практиці 
для флюоресцентної детекції нуклеїнових кислот 
(НК) бромистий етидій та ціанінові барвники, як 
правило, утворюють інтеркаляційні комплекси з 
Н К [1—3 ]. Загальновідомо, що використання п-
мерних поліінтеркаляторів значно підвищує ста
більність та квантовий вихід утворених флюорес
центних комплексів з Н К [4 ]. Найкраще вивчени
ми з синтезованих бісінтеркалюючих ціанінів є 
гомодимерні б а р в н и к и 1 , 1 ( 4 , 4 , 7 , 7 - т е т р а м е т и л -
4,7-діазоундекаметилен) -біс-4- [3-метил-2,3-дигід-
ро-(бензо1,3-тіазол)-2-метиліден ]-хінолін тетрайо-
дид (ТОТО) та 1 ,Г-(4 ,4 ,7 ,7-тетраметил-4,7-діазо-
ундекаметилен)-біс-4- [3-метил-2,3-дигідро-(бензо-
1,3-оксазол)-2-метиліден ]-хінолін тетрайодид (YO
YO). Більш ніж 1000-разове підвищення квантово-
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го виходу флюоресценції при взаємодії з НК, 
практично відсутня флюоресценція у вільному ста
ні та високі коефіцієнти зв ' я зування з НК зробили 
ці гомодимери широковживаними флюоресцентни-
ми зондами при визначення НК [5—8 ]. 

У попередніх роботах ми запропонували прин
ципово нові підходи до синтезу м-мерних ціані
нових барвників. Зокрема, нами було синтезовано 
ряд нових ціанінових гомодимерних барвників на 
основі 2 - (2 ,6 -диметилп іран-4 - іл іденметил) -3~ме-
тил-бензотіазолій перхлорату. Димерний ціанін з 
синтезованого ряду 6 -{2 ,6 -диметил-4- [ (3 -метил-
1,3-бензотіазол -З-іум-2-їл) метилен ]-1,4-дигідро-1-
піридиніл}-1- [4-(6-{2,6-диметил-4- [ (З-метил-1 ,3-
бензотіазол-З-іум-2-їл)метилен ]-1,4-дигідро-1-пі
ридин іл}гексаноїл)-піперазино ]-1-гексанон дипер-
хлорат (К-6) виявив перспективні властивості для 
використання його як флюоресцентного зонду для 
детекції нуклеїнових кислот [9 ] . 
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Нами також було вперше синтезовано гомотри-
мерний ціаніновий барвник 2-[1-(5-ди{5-[2 ,6-ди-
метил-4-(3-метил-1,З-бензотіазол-З- іум-2- ілметил-
ен) -1,4-дигідро-1 -піридині л ]пентилкарбоксамідо-
пропіл}карбамоїлпентил) -2,6-диметил-1,4-дигідро-
4-піридиніліденметил ]-3-метил-1,3-бензотіазол-З-
іум (К-Т) [10] . 

Ціанінові барвники, як правило, утворюють 
агрегати у водних розчинах як у вільному стані, 
так і в присутності НК [2, 3 , 11 — 13] . Гомодимерні 
ціаніни мають підвищену здатність до утворення 
агрегатних структур порівняно з мономерними бар
вниками, що відзначено в низці робіт [14] . Вплив 
агрегації на флюоресцентні властивості комплексів 
з НК практично не вивчався. 

Метою даної роботи було дослідження спект
рально-люмінесцентних властивостей нових гомо-
ди- та гомотримерних ціанінових барвників та 
їхніх комплексів з Н К , оцінка зазначених вище 
барвників як можливих флюоресцентних зондів 
для детекцій НК. Окрім того, проведено ряд додат
кових досліджень для вивчення характеру і приро
ди взаємодії ціанінових барвників з НК та агрегатів 
барвників у вільному стані та в присутності НК. На 
основі отриманих даних нами було запропоновано 
можливу структуру агрегатних комплексів. 

Матеріали і методи. Матеріали. Диметилфор-
мамід (ДМФА), етиловий спирт 95 % , бутанол-1 , 
оцтова кислота, трис(оксиметил)-амінометан гідро-
хлорид (трис) («Реахім», Україна) були викори
стані в роботі без попереднього очищення. 2- (2 ,6-
диметил- піран-4-іліденметил) -3-метил-бензотіазо-
лій перхлорат (Cyan 39) та 4-[(1-метилбензотіа-
золіліден-2)метил ]-1,2,6-триметилпіридиніум пер
хлорат (Cyan 40) були люб 'язно надані С. С Лу-
кашовим. 

Барвник К-6 був синтезований із Cyan 39 
згідно з [9 ]. 

Барвники К-7 (2-1- [5- (6-{5- [2 ,6-диметил-4- (3-
метил-1,3-бензтіазол-3-іум-2-їлметілен)-1,4-дигід 
ро-1 -піридиніл ]пентилкарбоксамідо} гексилкарба-
моїл)пентил ]-2,6-диметил1-1,4-дигідро-4-піридині-
ліденметил-З-метил-1,3-бензтіазол-З-іум) та К-Т 
були синтезовані, як описано в [10] . Структурні 
формули досліджених барвників представлено на 
рис. 1. 

Для дослідження властивостей комплексів НК 
з ціаніновими барвниками використовували Д Н К з 
тимусу бика та тотальну дріжджову Р Н К («Sigma», 
США) . 

Для тонкошарової хроматографії використову
вали пластинки «Silufol» (Чехія) . Хроматографію 
здійснювали в системі бутанол .оцтова кислота:вода 
(4:2:2). 

о о 

Рис. 1. Структурні формули ціанінових гомоди- та гомотример
них барвників 

Спектроскопічні виміри. Для всіх спектроско
пічних досліджень застосовували водний буфер 
(50 мМ трис-НСІ, рН 7,5) . 

Спектри поглинання отримано на спектрофото
метрі Specord М-40 (Німеччина) одразу ж після 
приготування розчинів барвників змішуванням їх з 
НК у відповідних розчинниках: водному буфері або 
ДМФА. 

Спектри флюоресценції записували за допомо
гою спектрофлюориметра Hitachi Model 850 (Япо
нія) . Флюоресцентні виміри проводили в стан
дартній термостатованій кварцевій кюветі (0,5 * 
х 0,5 см). 

Спектри ] Н ЯМР отримували на приладі «Va-
гіап», 300 МГц (США) з внутрішнім стандартом 
ТМС. 

Спектри лінійного дихроїзму (LD) реєстрували 
за д о п о м о г о ю с п е к т р о ф о т о м е т р а CARY 2300 
(США), обладнаного поляризатором Глана. 

Спектри лінійного дихроїзму та зведеного лі
нійного дихроїзму (LDr) були отримані та розрахо
вані відповідно до [15] . 

Приготування стокових розчинів нуклеїнових 
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кислот та барвників. Стокові розчини барвників 
К-6, К-7 з концентрацією 1,0-10~ 3 М, ціаніну К-Т 
з концентрацією 0,67 -10" 3 М та барвника Cyan 40 
з концентрацією 2,0* 10~3 М отримували розчинен
ням барвників у ДМФА. Стокові розчини Н К мали 
концентрацію 6,1-10" 3 М"1 для Д Н К і 1,2-10" 2 М"1 

для РНК. 
Приготування робочих розчинів барвників та 

комплексів барвників з нуклеїновими кислотами. 
Робочі розчини барвників готували розведенням 
стокових розчинів барвників у буфері. Робочі кон
центрації для гомодимерних піридинієвих ціанінів 
були 1,0-10~5 М, для тримерного барвника К-Т — 
0,67-10~ 5 М, для барвника Cyan 40 — 2,0-10" 5 М. 

Робочі розчини комплексів барвників з нук
леїновими кислотами готували, змішуючи стокові 
розчини барвника та Н К у буфері. Перед вимі
рюванням робочі розчини витримували в темряві 
протягом 5 хв, 1 год та 20 год. 

Д Н К та Р Н К у робочому розчині мали концен
трації 1,2-10~4 та 2,4 • 10~4 М відповідно. Таким 
чином, співвідношення в комплексах барвник— 
нуклеїнова кислота для К-6, К-7 становили: одна 
молекула барвника на 24 основи для Р Н К і на 12 
пар основ для Д Н К . Для ціаніну К-Т це спів
відношення дорівнювало одна молекула барвника 
на 36 основ для Р Н К і на 18 пар основ для Д Н К . 

Барвники титрували нуклеїновими кислотами 
в буфері при фіксованій концентрації барвників: 
для К-6, К-7 — 1,0-10~ 5, для К-Т — 0,67-10~ 5 М. 
Концентрації Д Н К і Р Н К змінювалися від 3,0* 10 5 

до 1,2-10~3 М та від 6 -10""5 до 9,6-10~ 4 М відповідно. 
Спектри лінійного дихроїзму отримували при спів
відношенні: для мономера Cyan 40 — 1 барвник на 
12 пар основ, для димеру К-6 — 1 барвник на 24 
пари основ та для тримеру К-Т 1 барвник на 36 пар 
основ. Такий вибір концентрацій був спричинений 
необхідністю зменшення агрегаційних ефектів, що 
існують при утворенні комплексів барвник — дво-
спіральна (де) Д Н К . 

Результати та обговорення. Спектри погли
нання барвників та їхніх комплексів з НК. Спект
ри поглинання розчинів гомоди- та гомотримерних 
барвників у ДМФА та водному буфері представлені 
на р и с 2 та в табл. 1. Максимуми смуг поглинання 
барвників (Яю о 1) у малополярному ДМФА розташо
вані на 445 нм. При переході до полярного водного 
буфера спостерігається їхній зсув у довгохвильовий 
бік на 7-^-15 нм. Досліджені барвники К-Т та К-6 
у полярному буфері утворюють агрегати [11 — 1 3 ] , 
про що свідчить поява в спектрах поглинання 
додаткової короткохвильової смуги (agr l ) на 407— 
408 нм (A a g f l ) . У спектрі К-7 спостерігаються дві 
додаткові смуги (ag r l , agr2) , розташовані на 405 та 

ВЗАЄМОДІЯ Ц І А Н І Н О В И Х ВАРВНИКГВ З Н У К Л Е Ї Н О В И М И КИСЛОТАМИ 

Оптична 
густина 

0 405 425 445 455 А, нм 

Рис. 2. Спектри поглинання гомоди- та гомотримерних ціа
нінових барвників в Д М Ф А (суцільна лінія) та водному буфері 
(пунктирна лінія): / — К-Т; 2 — К-7; З — К-6 

424 нм (A a g e r l a g r 2 ) , що може бути пояснено утво
ренням двох структурно різних Н-агрегатів (табл. 
1, рис. 2) . 

Інтенсивність агрегатної смуги поглинання для 
розчинів барвників досліджених концентрацій в 
буфері перевищує інтенсивність молекулярної сму
ги поглинання ( D m o ( / D . l g r — відношення оптичних 
густин молекулярної та агрегатної смуг поглинан
ня) (табл. 1, рис. 2) . 

Характеристики спектрів поглинання розчинів 
барвників К-6 та К-7 у присутності Д Н К ; які 
записували після 5 хв витримки суміші розчинів 
барвника та Н К , представлені в табл. 2, З та на 
р и с 3. У цих спектрах розрізняються" 1 дві смуги з 
максимумами на 404^-407 та 424—432 нм, що 
відповідають агрегатним смугам agr l < Та agr2. У 
спектрах К-Т з Д Н К чітко відрізняється 'лише одна 
смуга з максимумом на 410 нм, 1 що відповідає 
агрегатній смузі ag r l (рис. 3) . Утворення комп
лексів барвник—ДНК практично не впливає на 
розташування максимумів смуг молекулярного по
глинання ціанінів, але спричиняє зростання їхніх 
інтенсивностей . Інтенсивність агрегатних смуг 
зменшується. 

Після витримки комплексів барвник—ДНК 
протягом 1 год спостерігається зростання спів
відношення D f n o I / D a g l (табл. 2, 3) . 

Для комплексів барвників К-6 та К-7 з РНК 
після витримки протягом 5 хв у спектрах погли-
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Таблиця 1 
Характеристики спектрів поглинання вільних ціанінових барвників 

0 410 430 450 Л, нм 

Рис. 3. Спектри поглинання розчинів гомоди- та гомотримерних 
ціанінових барвників в присутності Д Н К (суцільна лінія) та 
РНК (пунктирна лінія): / — К-Т; 2 — К-7; З — К-6 

нання чітко вирізняється тільки агрегатна смуга 
agr2 (Am a x = 427 нм) (табл. 2, р и с 3) . У спектрах 
поглинання К-Т у присутності Р Н К після 5 хв 
витримки присутні дві агрегатні смуги agr l та agr2 
з максимумами на 414 та 428 нм відповідно, але 
після витримки протягом 1 год смуга agr l (414 нм) 
зникає. Як і для комплеків з Д Н К , у цьому 
випадку розташування смуг молекулярного погли
нання барвників практично не змінюється, а їхня 
інтенсивність зростає в порівнянні з інтенсивністю 
поглинання комплексів одразу ж після приготуван
ня та після витримки протягом 5 хв (табл. 2, 3) . 

Спектри випромінювання розчинів вільних 
барвників та в присутності ИК. Інтенсивність 
флюоресценції розчинів вільних барвників дослід
жуваних концентрацій в ДМФА (/„) є відносно 
незначною (0,572—0,608 відносних одиниць (в. 
о.)) , максимуми розташовані біля 487—490 нм, 
стоксові зсуви дорівнюють 42—45 нм (табл. 4) . 

Максимуми випромінювання розчинів вільних 
барвників у буфері при збудженні на довжині хвилі 
максимуму молекулярного поглинання барвників 
(табл. 4) розташовані в інтервалі 570—585 нм (А 0), 
інтенсивність випромінювання становить 0 ,343— 
0,395 в. о. Досліджувані ціаніни мають великі 
стоксові зсуви (S()) — 110—131 нм. 

Максимуми випромінювання розчинів барвни
ків з НК при збудженні на довжині хвилі максиму
му молекулярного поглинання барвників (табл. 5) 
знаходяться біля 480—487 нм (A I ) N A , A R N A ) . Стоксові 
зсуви комплексів барвників з нуклеїновими кисло
тами ( S F ) N A , S K N A ) лежать у межах 20—35 нм. 
Інтенсивність флюоресценції ( / D N A> ^RNA) розчинів 
ціанінів з Д Н К становить 47—79, з Р Н К — 28— 
52 в. о. Відношення інтенсивності випромінювання 
розчинів барвників у присутності НК на довжині 
хвилі максимуму випромінювання комплексу до 
інтенсивності випромінювання розчину вільного 
барвника на довжині хвилі максимуму випромі
нювання чистого барвника ( У \ / „ ) ) для К-Т , К-6, 
К-7 лежать v межах 131—230 для Д Н К та 78—152 
для РНК. 

Положення максимумів флюоресценції та ін
тенсивність випромінювання розчинів ціанінів з 
НК після 20-год витримки практично не зміню
ється (табл. 6) . 

Різниця між максимумами випромінювання 
вільних ціанінів та в присутності НК становить 
майже 100 нм. На довжині хвилі флюоресценції 
комплексів барвник—НК (480—487 нм) флюорес-
ценція розчинів вільних барвників практично зрів
нюється з фоном. Таким чином, для досліджуваних 
ціанінів реальне підвищення випромінювання ста
новить 950—1200 разів для Д Н К та 500—800 разів 
для РНК. 

Фл/ооресцснтне титрування ціанінових барв
ників нуклеїновими кислотами. Криві титрування 
барвників НК наведено на рис. 4. За даними 
титрування, насичення інтенсивності флюоресцен-
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Таблиця 2 
Характеристики спектрів поглинання комплексів ціанінових барвників з ДНК та РНК, зареєстрованих після витримки 
протягом 5 хв 
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Таблиця 6 
Характеристики спектрів випромінювання розчинів ціанінових барвників у присутності ДИК та РИК після витримки 
протягом 20 год 

Таблиця 7 
Характеристики спектрів випромінювання розчинів ціанінових барвників у ДМФА при збудженні X, ч = 455 

Барвник / е п ь в. о. 

к-т 
К-7 

К-6 

0 ,538 

0 ,572 

0,608 

490 

487 

488 

тного випромінювання комплексів К-6, К-Т з Д Н К барвника К-7 — на 16 пар основ (рис. 4, а, крива 
настає при співвідношенні одна молекула барвника 2) . 
на 20 пар основ (рис. 4, а, криві / , і ) , а для Насичення інтенсивності флюоресцентного ви-
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промінювання комплексу К-6 з Р Н К настає при 
співвідношенні одна молекула барвника на 38 ос
нов (рис. 4, б, крива J ) , К-Т — на 34 основи (рис. 
4, б, крива 7), а для барвника К-7 — на 36 основ 
(рис. 4, б, крива 2) . Оскільки Р Н К на відміну від 
Д Н К не має регулярної структури, перегин кривої 
титрування є нечітким. 

При високому співвідношенні концентрацій 
НК—барвник (50 пар основ на молекулу барвника 
для Д Н К та 100 основ на молекулу барвника для 
Р Н К ) спостерігалося п ідвищення інтенсивності 
флюоресценції на довжині хвилі випромінювання 
комплексу в 2000 разів для Д Н К та в 1400 разів 
для РНК. 

Спектри збудження флюоресценції барвників 
та їхніх комплексів з НК. У спектрах поглинання 
розчинів ціанінів з НК спостерігається декілька 
смуг. Тому для встановлення відповідності між 
ними та максимумами випромінювання нами були 
зареєстровані спектри збудження барвників та їх
ніх комплексів з НК (табл. 7, 8,). 

Спектри збудження флюоресценції розчинів 
барвників у ДМФА (довжина хвилі випроміню
вання Я е т — 490 нм) містять одну смугу ( Я г а а х ~ 
~ 448 нм) і практично збігаються зі спектрами 
поглинання відповідних барвників (табл. 8) . 

Спектри збудження довгохвильової флюорес
ценції (довжина хвилі випромінювання Я е г а = 570— 
585 нм) барвників у водному буфері містять дві 
смуги — більш інтенсивну на 410-420 нм, та менш 
інтенсивну на ~ 450 нм: 

Барвник 

К-Т 
К-7 
К-6 

412; 450 
420; 450 
410; 450 

Таким чином, можна припустити, що для роз
чинів ціанінів досліджуваних концентрацій у вод
ному буфері основний внесок у випромінювання 
вносять агрегати барвників. 

Максимуми спектрів збудження флюоресценції 
розчинів ціанінів з НК ( Я т , ~ 490 нм) знаходяться 
в межах — 450—455 нм (табл. 8) , що відповідає 
розташуванню максимуму молекулярного погли
нання барвника. При збудженні цих розчинів на 
довжині хвилі поглинання агрегатів (Я ~ 410— 
430 нм) максимум флюоресценції знаходиться при 
570 нм, тобто на довжині хвилі випромінювання 
агрегатів розчинів вільного барвника. В цьому ви
падку зростання інтенсивності флюоресценції було 
незначним (5—10 раз , даних не наведено) . 

На нашу думку, велика різниця між положен
нями максимумів флюоресценції розчинів вільних 
барвників та в присутності Н К пояснюється тим, 
що у водному розчині випромінюють переважно 
агрегати димерних та тримерних ціанінових барв
ників ( Я е т ~ 570 нм) , а при взаємодії з НК гомоди-
та гомотримерні ціаніни частково переходять у 
м о н о м е р н у ф о р м у , яка в и п р о м і н ю є на Я е ш ~-
~ 490 нм. Подібний ефект вперше було виявлено і 
детально вивчено в [16] для мономерних ціа
нінових барвників. Агрегаційна здатність гомо-п-
мерних ціанінів набагато вища, н іж мономерних 
барвників. 

У водних розчинах у вільному Стані /7-мерні 
ціаніни знаходяться переважно в агрегованій фор
мі, що зумовлює пониження рівня випромінювання 
власної флюоресценції барвника на довжині хвилі 
мономерної форми. При взаємодії з НК ціанінові 
барвники частково переходять у мономерну форму, 
утворюючи високофлюоресцентні комплекси. З н и 
ження рівня власної флюоресценції вільного п-ме
ру на довжині хвилі випромінювання мономерної 
форми барвника призводить до збільшення відно
шення сигнал /шум. Таким чином, підвищується 
чутливість п-мерних ціанінів при детекції НК. 

Спектри лінійного дихроїзму комплексів барв
ників з дсДНК. Результати дослідження спектрів 
лінійного дихроїзму мономерного барвника Cyan 40 
та димерного барвника з жорсткішим лінкером К-6 
і тримерного барвника К-Т , отримані при високому 
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співвідношенні Д Н К , пари основ/барвник (рис. 5 ) , 
показали, що площини молекул хромофорів барв
ників у всіх випадках розташовані перпендикуляр
но до довгої осі дсДНК (для всіх ціанінів величина 
LDr є від 'ємною). Т а к е розташування хромофорів 
може свідчити про інтеркаляційний характер взає
модії як базового мономерного ціаніну, так і одер
жаних на його основі гомоди- та гомотримерних 
барвників. 

Оскільки, на нашу думку, для тримерного 
ціаніну завдяки властивостям лінкера інтеркаляція 
в одну молекулу дсДНК є малоймовірною, ми 
можемо припустити для нього утворення міжмо
лекулярних інтеркаляційних комплексів (інтерка
ляція хромофорів однієї молекули тримеру в дві 
різні молекули д с Д Н К ) . Паралельне існування та
ких комплексів було раніше запропоновано для 
бісінтеркаляторів — диакридинів та лізопептину А 
[17]. Також не виключено, що міжмолекулярні 
інтеркаляційні комплекси реалізуються для дослід
жених гомодимерів. 

Можливі структури агрегатів вільних барв
ників та в присутності НК. Відомо, що ціанінові 
барвники плоскої будови в полярних середовищах 
схильні до утворення Н-агрегатів «сендвічевого» 

типу, що супроводжується появою нових коротко
хвильових смуг поглинання та гасінням власної 
флюоресценції [11, 13, 14] . Поява декількох корот
кохвильових максимумів у спектрі поглинання 
свідчить про утворення агрегатів, що включають у 
себе різну кількість молекул мономерного барвни
ка. Можливість утворення тримерних агрегатів бу
ло показано на прикладі бісінтеркгшюючих антра-
циклінових антибіотиків [18] , барвника метилено
вого б л а к и т н о г о ( M e t h y l e n e Blue) [ 1 9 ] та 
тіокарбоціанінів [13] . Відомо, що збільшення кіль
кості хромофорів, які входять до складу Н-агрега
ту, призводить до появи додаткових максимумів, 
розташованих в більш короткохвильовій області 
відносно положення мономерної смуги поглинання 
[12, 13] . У спектрах поглинання барвників К-6, 
К-7, К -Т , окрім мономерного максимуму погли
нання, спостерігаються два додаткових максимуми 
в короткохвильовій області, що, на нашу думку, 
свідчить про утворення Н-агрегатів двох видів; 
причому більш короткохвильовій смузі agr l від
повідає агрегат, у якому взаємодіють між собою 
три хромофори, а менш короткохвильовій смузі 
поглинання agr2 — агрегат, у якому взаємодіють 
між собою тільки два хромофори. 
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При нагріванні водних розчинів вільних барв
ників від 20 до 80 °С для барвників К-6 і К-Т 
спостерігалося зменшення інтенсивності і поступо
ве зникнення агрегаційного піка agr l та поява і 
зростання другого агрегатного максимуму agr2. Для 
барвника К-7 відмічено зникнення максимуму agr l 
та зростання agr2. Для всіх ціанінів при нагріванні 
зростала інтенсивність молекулярного максимуму 
поглинання (Я ~ 450 нм) (даних не наведено). 

Таким чином, виходячи з вищенаведеного, на
ми було запропоновано низку можливих агрегат
них структур (рис 6) , що теоретично можуть 
існувати і не суперечити експериментальним дан-
ним. 

Ми вважаємо, що смузі поглинання agr l від
повідають агрегати структури D 3 та Т 3 , а смузі 
поглинання agr2 — D 2 та Т 2 для гомодимерних та 
гомотримерних ціанінових барвників відповідно 
(рис 2, 3, 6) . 

Для барвника К-7 переважність утворення 

Рис. 7. Можливі структури агрегаційних комплексів ціанінових 
барвників з НК: А — при взаємодії за інтеркаляційним ме
ханізмом (а — бісінтеркаляція; б — інтеркаляція гомодимеру од
ним хромофором і утворення агрегатної структури, подібної до 
D 3 (рис. 5 ) ; в — інтеркаляція гомодимеру одним хромофором і 
утворення агрегаційної структури, подібної до D (рис. 5); г — 
бісінтеркаляція гомотримеруу і утворення агрегаційної структу
ри, подібної до Т 3 (рис. 5 ) ; д — інтеркаляція гомотримеру одним 
хромофором і утворення комплексу агрегаційної структури, 
подібної до Т 3 (рис. 5 ) ) ; Б — при взаємодії з боріздкою (а — 
«налипання» гомодимеру на спіраль НК; б — утворення агре
гаційної структури, подібної до D 2 (рис. 5 ) ; в — утвореним 
агрегаційної структури, подібної до Т 2 (рис. 5 ) ; г — утворення 
агрегаційної структури, подібної до Т 3 (рис. 5)) 

Рис. 6. Запропоновані структури агрегатів гомодимерних ціа
нінів ( D 2 , D 3 ) та гомотримерного барвника (Т , Т 3 ) . Заряди 
розставлено згідно з полярністю ядер [10] 

структури D 2 може бути пояснена тим, що довгий 
гідрофобний аліфатичний лінкер цього гомодимер-
ного ціаніну у водному середовищі збирається в 
клубок, який перешкоджає утворенню агрегата 
структури D 3 . Лінкери барвників К-6 та К-Т мають 
жорсткіше закріплені аліфатичні ланцюжки , вна
слідок чого структури D 3 та Т 3 є для них імовір
нішими. 

Взаємодія ціанінових барвників з дсДНК може 
відбуватися за двома механізмами: інтеркаляцій-
ному та через взаємодію з великою чи малою 
борозденками НК [20] . При взаємодії за інтер
каляційним механізмом, запропонованим для барв
ника Т О Т О авторами роботи [21, 2 2 ] , хромофори 
гомодимерного ціаніну повністю розміщуються в 
порожнині між парами основ Н К , причому зали
шок бензтіазолу знаходиться між піримідинами, а 
хіноліну — між пуринами (р ис 7, А, а). Дослід
ження взаємодії між дсДНК та YOYO показали, що 
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при співвідношенні, вищому ніж 8 : 1 (пари основ : 
: барвник) , переважаючим типом взаємодії є біс-
інтеркаляція. При нижчому співвідношенні стає 
помітним внесок зовнішнього механізму зв ' язуван
ня (рис. 7, Б, а). Для YOYO зовнішній механізм 
зв 'язування проявляється тоді, коли заповнено всі 
посадкові місця, що існують згідно з принципом 
виключення сусідніх пар основ [15] . 

При взаємодії з НК значна частина агрегатів 
руйнується та фіксується мономерна форма барв
ника, про що свідчить зростання молекулярної 
смуги в спектрах поглинання та значне підвищення 
інтенсивності флюоресценції [23 ]. 

На р и с 7, Л, наведено можливі структури 
агрегатних комплексів гомодимерних ціанінових 
барвників з Д Н К . Можна припустити, що при 
взаємодії гомодимеру з дсДНК за інтеркаляційним 
механізмом, коли один з хромофорів проінтер-
калював, а інший перебуває у нез 'вязаному стані, 
для такого незв 'язаного хромофора з 'являється мо
жливість агрегаційної взаємодії з іншою молекулою 
ціанінового гомодимеру (рис. 7, Л, б). Таким чи
ном, для барвників К-6 і К-7 можливе утворення 
структури D 3 , що проявляється в спектрах погли
нання наявністю агрегатного максимуму a g r l . Для 
барвника К-7 наявність максимуму agr2 може 
свідчити про утворення структури D 2 (рис.76, Л, в). 

На рис. 7, Z>, представлено можливі структури 
агрегатних комплексів гомодимерних ціанінових 
барвників, що утворюються при фіксації барвника 
шляхом «налипання» в борозденку. Один з хромо
форів гомодимерного ціаніну може, взаємодіючи з 
хромофором не зв 'язаної з Д Н К молекули барвни
ка, утворювати агрегат структури D 2 , якому відпо
відає агрегатний максимум agr2 у спектрах погли
нання комплексу барвник—НК (рис. 7, Б, б). 
Можливість утворення потрійної структури D 3 для 
гомодимерів у цьому випадку малоймовірна, ос
кільки кожен з хромофорів гомодимерного барвни
ка, що вже «налипли» на ланцюг НК, може взає
модіяти лише з одним хромофором вільної молеку
ли ціанінового гомодимеру, утворюючи тільки 
подвійну структуру D 2 . Ц е підтверджується від
сутністю в спектрах поглинання комплексів барв
ників К-6 та К-7 з Р Н К максимуму a g r l . 

Можливі структури агрегатних комплексів го
мотримерних ціанінових барвників з НК наведено 
на рис. 7. Для барвника К-Т у комплексі з Д Н К 
максимуму поглинання agr2 не спостерігається. 
Така поведінка гомотримерного ціаніну, можливо, 
пояснюється тим, що при інтеркаляційному ме
ханізмові взаємодії з Д Н К у барвника К-Т зали
шається хоча б один незв 'язаний хромофор, який 
може утворювати агрегати структури Т 3 (рис. 7, Л, 

г, д)у що відповідає максимуму agr l у спектрі 
поглинання. 

При реалізації механізму «налипання» на РНК 
для барвника К-Т у спектрах поглинання, заре
єстрованих після 5 хв витримки, спостерігаються 
два агрегатних максимуми: agr l та agr2 (табл. 2) . 
На наш погляд, при цьому утворюються два типи 
агрегатів: подвійний Т 2 (рис. 7, Б, в) та потрійний 
Т 3 (рис. 7, Б, г) . Після витримки протягом 20 год 
структура Т 3 переходить у структуру Т 2 , що про
являється в спектрах поглинання зникненням мак
симуму ag r l та зростанням максимуму agr2 (табл. 
3) . Така поведінка барвника К-Т , скоріше за все, 
зумовлена тим, що взаємодія з Д Н К та РНК 
відбувається за різними механізмами. 

Висновки. 1. При вивченні спектрально-лю
мінесцентних властивостей нових гомоди- та гомо
т р и м е р н и х бензт і а золоп іридин ієвих ціанінових 
барвників та їхніх комплексів з НК показано, що 
різниця між максимумами випромінювання віль
них барвників та їхніх комплексів з НК становить 
майже 100 нм. На довжині хвилі флюоресценції 
комплексів барвник—НК власна флюоресценція 
барвників знаходиться практично на рівні фону. 
Таким чином, для досліджених ціанінів реальне 
підвищення випромінювання становить 950—1200 
разів для Д Н К та 500—800 — для РНК. Отже, ці 
барвники можуть бути використані як ефективні 
флюоресцентні зонди для детекції нуклеїнових кис
лот. 

2. Було встановлено, що досліджені барвники у 
водному розчині утворюють два типи Н-агрегатів, 
які існують у різних співвідношеннях у вільному 
стані та в присутності НК. 

3. Запропоновано можливі структури агрегатів 
для вільних гомоди- та гомотримерних ціанінових 
барвників та в присутності НК. 

И. А. Кочешев, В. Б. Ковальская, С. Н. Ярмолюк, В. Акерман, 
Г. X. Мацука 

Взаимодействие цианиновых красителей с нуклеиновыми 
кислотами. 15. Спектрально-люминесцентные свойства 
новых бензотиазолметилен-2,5-диметилпиридиниевых 
гомодимерных и гомотримерных цианиновых красителей 
и их комплексов с нуклеиновыми кислотами 

Резюме 

Изучены спектрально-люминесцентные свойства новых гомо
ди- и гомотримерных цианиновых красителей и их комплексов 
с нуклеиновыми кислотами (НК). Исследованные цианины 
продемонстрировали увеличение интенсивности излучения 
приблизительно в 1200 раз в комплексах с ДНК и в 800 раз в 
комплексах с РНК, что делает их перспективными для ис
пользования в качестве флюоресцентных зондов при детекции 
НК. Сделано предположение относительно характера и приро
ды агрегатов свободных красителей и их комплексов с НК. На 
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основании полученных данных предложены возможные струк
туры агрегатных комплексов в свободном состоянии и в 
присутствии НК. 

/. О. Kocheshev, V. В. Kovalska, S. М. Yarmoluk, В. Akerman, 
С. Kh. Matsuka 

Interaction of .nucleic acids with cyanine dyes. 15. Spectral-
f luorescence properties of novel benzo th iazo lmeth i l ene -2 ,5 -
dimethylpyridine homodi- and homotrimere cyanine dyes and their 
complexes with nucleic acids 

Summary • л 1 

Spectral properties of novel homodi- and homotrimere cyanine dyes 
and their complexes with nucleic acids have been investigated. The 
dyes studied have shown the increasing of fluorescence intensity up 
to 1200 and 800 times under the binding with the DNA and with 
the RNA respectively which make them promising as fluorescent 
probes for nucleic acids detection. The nature and character of 
aggregation of free and complexed dyes have been studied. Possible 
aggregate structures have been proposed. 
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