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ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА НОВЫХ ПРОИЗВОДНЫХ 
ЦИАНИНОВЫХ КРАСИТЕЛЕЙ В СОСТАВЕ КОНЪЮГАТОВ С ДНК

Аннотация. Цианиновые красители – один из наиболее часто используемых классов флуоресцентных красите-
лей. Все Cy5 флуоресцируют на длине волны около 660 нм, а Cy7 – в ближнем инфракрасном диапазоне длин волн 
(700–900 нм), что делает их предпочтительными для биологических исследований, так как в этой области почти от-
сутствует фоновая флуоресценция клеток. Интенсивность флуоресценции цианиновых красителей часто изменяется 
после конъюгации с биомолекулами, в том числе с нуклеиновыми кислотами. Кроме того, она может существенно 
изменяться в результате образования дуплекса модифицированной красителем одноцепочечной ДНК с комплемен-
тарной последовательностью. Исследованы физико-химические свойства ряда производных красителей Cy5 и Cy7  
с заместителями разной длины в различных положениях молекул в составе конъюгатов с одноцепочечной и двухце-
почечной ДНК.
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PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES OF NEW CYANINE DYE DERIVATIVES IN DNA CONJUGATES

Abstract. Cyanine dyes are one of the most commonly used classes of fluorescent probes. All Cy5 fluoresce at ~ 660 nm, 
while Cy7 emit in the near-infrared range (700–900 nm), making them particularly suitable for biomedical applications due to 
reduced tissue autofluorescence in this spectral region. The fluorescence intensity of cyanine dyes typically increases upon 
conjugation with biomolecules such as nucleic acids. Furthermore, their fluorescence can be significantly modulated through 
duplex formation between dye-modified single-stranded DNA and its complementary sequence. In this study, we investigated 
physicochemical properties of a series of Cy5 and Cy7 derivatives with substituents of varying lengths at distinct molecular 
positions in both single- and double-stranded DNA conjugates.
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Введение. Цианиновые красители широко используются для флуоресцентного мечения био-
молекул, изучения структуры нуклеиновых кислот [1–5], изучения взаимодействия между бел-
ками и ДНК [6–8], в составе ДНК-зондов [9], для визуализации внутри организма [10–12] и в дру
гих приложениях.
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Молекулы индоцианиновых красителей состоят из двух соединенных сопряженным полиме-
тиновым мостиком фрагментов индола, которые могут содержать заместители. Распространен-
ными индоцианиновыми красителями являются триметилцианины (Cy3), пентаметилцианины 
(Cy5) и гептаметилцианины (Cy7). Длины волн поглощения и флуоресценции цианиновых кра-
сителей зависят от длины полиметиновой цепи. С увеличением сопряженной системы увеличи-
вается область делокализованных электронов, что приводит к уменьшению разницы энергий 
между основным и возбужденным состояниями. Как правило, при увеличении длины полиме- 
тиновой цепи на одну сопряженную углерод-углеродную двойную связь спектры поглощения  
и флуоресценции сдвигаются в (инфра)красную область более чем на 100 нм. Длины волн спек-
тров поглощения и флуоресценции Cy3 расположены в диапазоне 540–560 нм, у Cy5 – 645–665 нм. 
Производные Cy7 имеют широкий диапазон длин волн поглощения и флуоресценции в зависи-
мости от заместителей: максимум поглощения обычно находится в диапазоне 760–790 нм, а флу-
оресценции ‒ в диапазоне 780–900 нм.

Помимо зависимости максимума поглощения и флуоресценции от длины полиметиновой 
цепи также от нее сильно зависит эффективность (квантовый выход) флуоресценции, так как 
красители подвергаются цис-транс-изомеризации в возбужденном состоянии, а цис-изомер не 
флуоресцирует. Таким образом, цис-транс-изомеризация конкурирует с эмиссией флуоресцен-
ции, что снижает ее интенсивность флуоресценции [13–15]. Энергия активации цис-транс-изо-
меризации, а также время жизни возбужденного состояния красителя увеличиваются с ростом 
длины полиметиновой цепи [16]. 

Было показано, что конъюгация цианиновых красителей с макромолекулами увеличивает 
энергию активации изомеризации, что приводит к усилению флуоресценции [17, 18]. M. E. Sanborn 
и другие исследовали изменение флуоресценции после конъюгации Cy3 с одно- и двухцепочеч-
ной ДНК и пришли к выводу, что интенсивность флуоресценции Cy3, конъюгированного с одно-
цепочечной ДНК (оцДНК), возрастает вследствие взаимодействия между Cy3 и олигонуклеотид-
ной цепочкой, которое нарушается после отжига с образованием двухцепочечной ДНК (дцДНК),  
в результате чего интенсивность флуоресценции конъюгата Cy3 двухцепочечной ДНК суще-
ственно снижается [19]. Известен также эффект увеличения интенсивности флуоресценции 
Protein-induced fluorescence enhancement (PIFE), который объясняют увеличением локальной вяз-
кости [7] и который может также наблюдаться для нуклеиновых кислот.

Красители Cy5 и Cy7 флуоресцируют в дальнем красном и ближнем инфракрасном диапазо-
не, что позволяет использовать их для визуализации биологических объектов в in vivo экспери-
ментах, так как в этом диапазоне отсутствует фоновая флуоресценция биоматериалов [20]. Мы 
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Рис.1. Структуры исследованных производных Cy5 (слева) и Cy7 (справа)

Fig. 1. Structures of the studied derivatives of Cy5 (left) and Cy7 (right)

Экспериментальная часть. Функциональные производные исследованных соединений предо-
ставлены ОДО «Праймтех» (Минск, Беларусь). ДНК-олигонуклеотиды для конъюгации с красителями
синтезированы на приборе BiosSet ASM-2000 по протоколу производителя.

Исследование физико-химических свойств полученных соединений проводилось в фосфатно-со-
левом буфере pH 7,4 при температуре 20 °C; спектры поглощения регистрировались на спектрофото-
метре Shimadzu UV 3600 Plus; стационарные спектры флуоресценции – на флуориметре Horiba
Scientific Fluorolog 3 при возбуждении непрерывным излучением ксеноновой лампы. Спектральная ши-
рина входной и выходной щелей монохроматора составляла 5 нм. Измерения проводились в кварцевой
кювете 5 × 10 мм. Для сравнения эффективности флуоресценции были использованы относительные 
квантовые выходы флуоресценции красителей, рассчитанные по уравнению:
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где I и Iref ‒ интегральные интенсивности флуоресценции, D и Dref ‒ оптические плотности, n и nref –
показатели преломления растворителя образца и стандарта сравнения соответственно.

Результаты и их обсуждение. Структуры и последовательности исследованных ДНК-олигонук-
леотидов представлены на рис. 2.

Рис. 2. Структуры и последовательности двух комплементарных олигонуклеотидов

Fig. 2. Structures and sequences of two complementary oligonucleotides

Один из одноцепочечных олигонуклеотидов имел терминальную алкиновую группу в 5'-положе-
нии для последующей конъюгации с азидным производным красителя, которую проводили с помощью
медь-катализируемого азид-алкинового циклоприсоединения (CuAAC) [24, 25], как показано на рис. 3.

Рис.1. Структуры исследованных производных Cy5 (слева) и Cy7 (справа)

Fig. 1. Structures of the studied derivatives of Cy5 (left) and Cy7 (right)
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исследовали зависимость флуоресценции от структуры нескольких новых производных краси-
телей Cy5 и Cy7, связанных с одно/двухцепочечной ДНК различными линкерами в различных 
сайтах красителя.

Фотостабильность Cy7 становится проблемой из-за его длинной полиметиновой цепи. Мно-
гие исследования показали, что введение жесткого циклического фрагмента в полиметиновую 
цепь может значительно улучшить стабильность и квантовый выход флуоресценции этого флуо-
рофора [21–23], поэтому в данной работе мы исследовали производные Cy7, содержащие цикло-
гексенильный фрагмент. Структуры исследуемых красителей представлены на рис. 1.

Экспериментальная часть. Функциональные производные исследованных соединений пре-
доставлены ОДО «Праймтех» (Минск, Беларусь). ДНК-олигонуклеотиды для конъюгации с кра-
сителями синтезированы на приборе BiosSet ASM-2000 по протоколу производителя.

Исследование физико-химических свойств полученных соединений проводилось в фосфат-
но-солевом буфере pH 7,4 при температуре 20 °C; спектры поглощения регистрировались на 
спектрофотометре Shimadzu UV 3600 Plus; стационарные спектры флуоресценции – на флуори-
метре Horiba Scientific Fluorolog 3 при возбуждении непрерывным излучением ксеноновой лам-
пы. Спектральная ширина входной и выходной щелей монохроматора составляла 5 нм. Измере-
ния проводились в кварцевой кювете 5 × 10 мм. Для сравнения эффективности флуоресценции 
были использованы относительные квантовые выходы флуоресценции красителей, рассчитан-
ные по уравнению:

где I и Iref ‒ интегральные интенсивности флуоресценции, D и Dref ‒ оптические плотности,  
n и nref  – показатели преломления растворителя образца и стандарта сравнения соответственно.

Результаты и их обсуждение. Структуры и последовательности исследованных ДНК-олиго-
нуклеотидов представлены на рис. 2.

Рис. 2. Структуры и последовательности двух комплементарных олигонуклеотидов

Fig. 2. Structures and sequences of two complementary oligonucleotides

Один из одноцепочечных олигонуклеотидов имел терминальную алкиновую группу в 5′-по-
ложении для последующей конъюгации с азидным производным красителя, которую проводили 
с помощью медь-катализируемого азид-алкинового циклоприсоединения (CuAAC) [24, 25], как 
показано на рис. 3.
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Рис. 3. Конъюгация красителей и ДНК с помощью реакции азид-алкинового циклоприсоединения

Fig. 3. Conjugation of dyes and DNA using azide-alkyne cycloaddition reaction

В результате регистрации спектров поглощения исследованных красителей, имеющих одинако-
вую структуру флуорофора, но разные заместители, установлено, что все Cy5 имеют максимумы по-
глощения при длине волны около 640 нм, тогда как максимумы Cy7 с заместителем, присоединенным
к азоту индольной структуры (Cy7-a и Cy7-b) составляют 756–757 нм, а электронодонорный замести-
тель, расположенный на полиметиновом мостике и содержащий атом серы (Cy7-c и Cy7-d), приводит
к сдвигу максимума поглощения в длинноволновую область примерно на 20 нм (около 776 нм). В табл.
1 приведены максимальные длины волн поглощения/флуоресценции шести исследованных красителей
в водных растворах.

Таблица 1 . Спектральные свойства красителей Cy5 и Cy7 в водных растворах

Table  1 . Spectral properties of Cy5 and Cy7 dyes in aqueous solutions

Краситель λab/λfluo (нм) Сдвиг Стокса (нм)

Cy7-a 757/779 22

Cy7-b 756/779 23

Cy7-c 775/800 25

Cy7-d 777/800 23

Cy5-a 641/656 15

Cy5-b 639/655 16

Cy5-c 638/655 17

После конъюгации с ДНК максимумы поглощения всех исследованных красителей в разной сте-
пени смещались в красную область. Максимум спектра поглощения Cy7-a после конъюгации с оцДНК
(767 нм) смещался на 10 нм и только на 5 нм – после конъюгации с дцДНК (762 нм). Максимумы спек-
тров поглощения Cy7-b, соответствующие конъюгатам с оцДНК и дцДНК, смещались на 10 нм и 5 нм
(766 нм и 761 нм соответственно). В то же время максимумы спектров поглощения Cy7-c после конъюга-
ции с оцДНК и дцДНК смещались в красную сторону на 12 нм и 8 нм (787 нм и 783 нм соответственно). 
Для Cy7-d после конъюгации с оцДНК и дцДНК, как и в случае Cy7-c, смещение составило 12 нм (789 
нм) и 8 нм (785 нм).

Сдвиги максимумов спектров поглощения трех красителей Cy5 после конъюгации не столь зна-
чительны, как для Cy7. Максимумы поглощения Cy5-a в составе конъюгатов с оцДНК и дцДНК нахо-
дятся на длине волны 649 и 647 нм, то есть смещены на 8 н и 6 нм. Максимумы спектра поглощения
Cy5-b, соответствующие конъюгации с оцДНК и дцДНК, сдвинуты в длинноволновую сторону на 7 нм 
(646 нм) и 3 нм (642 нм). Максимумы спектра поглощения Cy5-c, соответствующие конъюгации с 
оцДНК и дцДНК, смещены в длинноволновую сторону на 8 нм (646 нм) и 5 нм (643 нм).

Установлено, что спектры поглощения Cy7-c, d имеют волну длиннее примерно на 20 нм, чем
Cy7-a, b. Полиметиновая цепь цианиновых красителей сама по себе оказывает сильное влияние на
длины волн как поглощения, так и флуоресценции. Заместители в полиметиновой цепи также оказы-
вают значительное влияние на спектры. Полученные результаты согласуются с выводами L. Stackova

Рис. 3. Конъюгация красителей и ДНК с помощью реакции азид-алкинового циклоприсоединения

Fig. 3. Conjugation of dyes and DNA using azide-alkyne cycloaddition reaction

В результате регистрации спектров поглощения исследованных красителей, имеющих оди-
наковую структуру флуорофора, но разные заместители, установлено, что все Cy5 имеют макси-
мумы поглощения при длине волны около 640 нм, тогда как максимумы Cy7 с заместителем, 
присоединенным к азоту индольной структуры (Cy7-a и Cy7-b), составляют 756–757 нм, а элек-
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тронодонорный заместитель, расположенный на полиметиновом мостике и содержащий атом 
серы (Cy7-c и Cy7-d), приводит к сдвигу максимума поглощения в длинноволновую область при-
мерно на 20 нм (около 776 нм). В табл. 1 приведены максимальные длины волн поглощения/флу-
оресценции шести исследованных красителей в водных растворах.

Табл и ца  1.  Спектральные свойства красителей Cy5 и Cy7 в водных растворах

Table  1.  Spectral properties of Cy5 and Cy7 dyes in aqueous solutions

Краситель λab/λfluo (нм) Сдвиг Стокса (нм)

Cy7-a 757/779 22
Cy7-b 756/779 23
Cy7-c 775/800 25
Cy7-d 777/800 23
Cy5-a 641/656 15
Cy5-b 639/655 16
Cy5-c 638/655 17

После конъюгации с ДНК максимумы поглощения всех исследованных красителей в разной 
степени смещались в красную область. Максимум спектра поглощения Cy7-a после конъюгации 
с оцДНК (767 нм) смещался на 10 нм и только на 5 нм – после конъюгации с дцДНК (762 нм). 
Максимумы спектров поглощения Cy7-b, соответствующие конъюгатам с оцДНК и дцДНК, сме-
щались на 10 нм и 5 нм (766 и 761 нм соответственно). В то же время максимумы спектров погло- 
щения Cy7-c после конъюгации с оцДНК и дцДНК смещались в красную сторону на 12 и 8 нм 
(787 и 783 нм соответственно). Для Cy7-d после конъюгации с оцДНК и дцДНК, как и в случае 
Cy7-c, смещение составило 12 (789) и 8 нм (785 нм).

Сдвиги максимумов спектров поглощения трех красителей Cy5 после конъюгации не столь 
значительны, как для Cy7. Максимумы поглощения Cy5-a в составе конъюгатов с оцДНК и дцДНК  
находятся на длине волны 649 и 647 нм, то есть смещены на 8 и 6 нм. Максимумы спектра погло-
щения Cy5-b, соответствующие конъюгации с оцДНК и дцДНК, сдвинуты в длинноволновую 
сторону на 7 (646) и 3 нм (642 нм). Максимумы спектра поглощения Cy5-c, соответствующие 
конъюгации с оцДНК и дцДНК, смещены в длинноволновую сторону на 8 (646) и 5 нм (643 нм).

Установлено, что спектры поглощения Cy7-c, d длинноволновее примерно на 20 нм, чем 
Cy7-a, b. Полиметиновая цепь цианиновых красителей сама по себе оказывает сильное влияние 
на длины волн как поглощения, так и флуоресценции. Заместители в полиметиновой цепи также 
оказывают значительное влияние на спектры. Полученные результаты согласуются с выводами 
L. Stackova о том, что введение электронодонорной группы в полиметиновый мостик приводит  
к красному сдвигу поглощения [26]. Из четырех производных Cy7, изученных в данной работе, 
заместители Cy7-c, d соединены с полиметиновой цепью через атом серы, в то время как Cy7-a, b 
имеют одну метоксильную группу. Меньшая электроотрицательность атома серы по сравнению 
с кислородом приводит к большей длине волны для максимумов поглощения Cy7-c, d. Сравне-
ние спектров поглощения конъюгатов красителей с ДНК показывает, что смещение спектров по-
глощения в длинноволновую сторону всех видов красителей после конъюгации с оцДНК боль-
ше, чем с дцДНК.

Для подтверждения степени влияния выявленного фактора для разных производных краси-
теля Cy7 проведены измерения интенсивности флуоресценции, результаты которых после нор-
мирования представлены на рис. 4.

В отличие от спектров поглощения максимумы спектров флуоресценции красителя Cy7  
и его конъюгатов отличаются всего на 3–4 нм: 776 нм для Cy7-a, b и Cy7-c для 805 нм. Получен-
ные данные по эффективности флуоресценции всех изученных веществ показаны на рис. 4, а более 
точные значения получены путем расчета суммарного излучения по спектрам флуоресценции: 
конъюгация Cy7-a с дцДНК и оцДНК приводила к повышению эффективности флуоресцен- 
ции примерно в 2,13 и 2,60 раза соответственно; Cy7-b с дцДНК и оцДНК ‒ 1,69 и 1,63 раза соот-
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ветственно; Cy7-c с  дцДНК и  оцДНК ‒ 1,45 и 1,54 раза соответственно; Cy7-d с дцДНК  
и оцДНК ‒ эффективность флуоресценции остается почти неизменной. 

Сравнение четырех красителей между собой показало, что интенсивность флуоресценции 
Cy7-a, b с заместителями при атоме азота индольного кольца выше, чем у Cy7-c, d с заместителя-
ми в полиметиновой цепи. Следует учесть разную длину волны возбуждающего света двух ти-
пов красителей (745 нм для Cy7-a, b и 765 нм Cy7-c, d). В общем интенсивность флуоресценции 
красителей с длинными заместителями выше, чем у красителей с короткими заместителями. 

Обобщая полученные результаты, можно сделать вывод, что конъюгация красителей Cy7  
с ДНК действительно усиливает их флуоресценцию вне зависимости от того, является ДНК двух- 
или одноцепочечной. Добавление дополнительного фрагмента триэтиленгликоля в заместитель 
значительно увеличивает флуоресценцию красителя, возможно, за счет снижения склонности 
красителя к агрегации в присутствии фрагмента триэтиленгликоля.

Для того чтобы проверить, отличаются ли выявленные закономерности для Cy5 и Cy7, мы 
провели те же измерения флуоресценции для трех красителей Cy5 (длина волны возбуждения ‒ 
648 нм), результаты которых представлены на рис. 5.

Сравнение эффективности флуоресценции исследуемых веществ путем расчета интеграла по 
спектрам флуоресценции дало следующие результаты: конъюгация Cy5-a с дцДНК и оцДНК 
приводила к повышению интенсивности флуоресценции примерно в 1,74 и 2,15 раза; Cy5-b  
с дцДНК и оцДНК ‒ 1,77 и 2,60 раза соответственно; Cy5-c с дцДНК и оцДНК ‒ 1,26 и 1,78 раза 
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соответственно. Видно, что в отличие от красителей Cy7 эффективность флуоресценции конъю-
гата оцДНК с Cy5 значительно выше по сравнению с конъюгатом дцДНК с Cy5. Краситель Cy5-b 
имеет лишь немного меньшую эффективность флуоресценции по сравнению с коммерчески до-
ступным Cy5-a.

Установлен неожиданный факт, что эффективность флуоресценции Cy5-c с более длинным 
заместителем немного выше, чем у Cy5-b, но после конъюгации Cy5-c с ДНК его флуоресценция 
уменьшается примерно на 20 % и становится ниже, чем у конъюгата Cy5-b с ДНК. Мы предполо-
жили, что длинный заместитель делает краситель и цепь ДНК более удаленными друг от друга,  
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Табл и ца  2 .  Нормализованные интенсивности флуоресценции различных производных Cy5 и Cy7  
и их конъюгатов

Table  2 .  Normalized fluorescence intensity of different derivatives of Cy5 and Cy7 and their conjugates

Краситель
Интенсивность флуоресценции

Краситель Краситель-оцДНК Краситель-дцДНК

Cy7-a 1 2,60 2,13
Cy7-b 1 1,63 1,69
Cy7-c 1 1,54 1,45
Cy7-d 1 1,01 1,01
Cy5-a 1 2,15 1,74
Cy5-b 1 2,60 1,77
Cy5-c 1 1,78 1,26
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в результате чего взаимодействие между красителем и ДНК ослабевает. Согласно теории  
M. E. Sanborn цианиновый краситель взаимодействует с оцДНК, что приводит к усилению излу-
чаемой им флуоресценции [19]. Что касается дцДНК, то согласно теории D. G. Norman Cy5 укла-
дывается на конце дцДНК подобно дополнительной паре оснований [27]. По этой причине, воз-
можно, длина линкеров также имеет существенное значение. Результаты измерений представле-
ны в табл. 2.

Заключение. Таким образом, исследованы физико-химические свойства двух типов красите-
лей Cy7 с заместителями, присоединенными к азоту индольного кольца или полиметиновому 
мостику. Каждый тип красителя, в свою очередь, получен в двух модификациях с разными дли-
нами линкера. Мы ввели красители в ДНК по реакции азид-алкинового присоединения (клик-хи-
мия) и сравнили эффективность флуоресценции конъюгата одноцепочечной ДНК с таковой для 
двухцепочечной. Установлено, что заместитель, присоединенный к полиметиновой цепи через 
атом серы, в незначительной степени снижает флуоресценцию красителя и приводил к сдвигу 
максимума поглощения и  флуоресценции в длинноволновую область. Красители с длинными 
заместителями имели более высокую эффективность флуоресценции, чем красители с обычны-
ми заместителями, что может быть связано с присутствием фрагмента триэтиленгликоля в длин-
ном заместителе, который в определенной степени препятствовал агрегации красителей. Конъю-
гация красителей с ДНК делала флуоресценцию более интенсивной вне зависимости от того, 
одноцепочечная это ДНК или двухцепочечная.

Исследованы физико-химические свойства двух красителей Cy5 с заместителями разной 
длины, расположенными в положении 1 индольного кольца. Установлено, что Cy5-b с коротким 
линкером в составе конъюгата с ДНК обладал интенсивностью флуоресценции, сопоставимой  
с описанным ранее и коммерчески доступным Cy5-a. Cy5-c, имеющий длинный линкер, обладал 
более сильной флуоресценцией, чем Cy5-b (аналогично результатам для Cy7), но краситель 
Cy5-c с длинным заместителем в  составе конъюгата флуоресцировал немного хуже, чем два 
других красителя Cy5. Разница между дцДНК и оцДНК была подтверждена на всех типах кра-
сителей Cy5: красители в составе конъюгатов с оцДНК флуоресцировали сильнее, чем с дцДНК.
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