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Ðàññìîòðåíû ðàçëè÷íûå èñïîëüçóåìûå â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìîäåëè êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ëèãàíäîâ ñ ÄÍÊ. C ïîìîùüþ ìîäåëè Ñêýò÷àðäà ïðîèçâåäåí ðàñ÷åò ïàðàìåòðîâ ñâÿçûâàíèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ ìîíîôåíèëèíäîëüíûõ, ìîíîôåíèëáåíçèìèäàçîëüíûõ è áèñáåíçèìèäàçîëüíûõ êðàñèòåëåé ñ ÄÍÊ òèìóñà òåëåíêà. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ãðàôè÷åñêîãî (íåïàðàìåòðè÷åñêîãî) è êîððåëÿöèîííîãî àíàëèçà ïðîâåäåíî ñîïîñòàâëåíèå ðàçëè÷íûõ ñïåêòðàëüíûõ è êîìïëåêñîîáðàçóþùèõ ñâîéñòâ óêàçàííûõ êðàñèòåëåé â ïðèñóòñòâèè ÄÍÊ .





Êëþ÷åâûå ñëîâà: ÄÍÊ;, êîìïëåêñîîáðàçîâàíèå; áåíçèìèäàçîëû; ôåíèëèíäîëû;


  


Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â áèîõèìèè è ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè èíòåíñèâíî èçó÷àþòñÿ ìåõàíèçìû âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ñóáñòðàòîì ðàçëè÷íûõ ÄÍÊ-ñïåöèôè÷íûõ ëèãàíäîâ, îáëàäàþùèõ ôëóîðåñöåíòíûìè ñâîéñòâàìè. Äàííûå èññëåäîâàíèÿ èìåþò íå òîëüêî òåîðåòè÷åñêîå, íî è áîëüøîå ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå, ïîñêîëüêó ñïåêòð ïðèìåíåíèÿ ïîäîáíûõ âåùåñòâ âåñüìà îáøèðåí. Îíè ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ â äèàãíîñòè÷åñêèõ öåëÿõ – äëÿ îöåíêè êîëè÷åñòâåííûõ è êà÷åñòâåííûõ èçìåíåíèé ñòðóêòóðû íóêëåèíîâûõ êèñëîò ïðè ðàçëè÷íûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ îðãàíèçìà [1, 2], äëÿ áèîòåñòèðîâàíèÿ êîìïîíåíòîâ îêðóæàþùåé ñðåäû [3], â êà÷åñòâå âåêòîðîâ, ñïåöèôè÷íûõ ê îïðåäåëåííûì ôðàãìåíòàì ÄÍÊ [4, 5], à òàêæå íåïîñðåäñòâåííî â êà÷åñòâå ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ [6-8]. 


Äëÿ èíòåãðàëüíîé õàðàêòåðèñòèêè âçàèìîäåéñòâèÿ â ñèñòåìàõ ÄÍÊ–ëèãàíä íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûì â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿâëÿåòñÿ ñëåäóþùèé ïîäõîä. Ïðåäïîëîæèì, íà ïîëèìåðå èìååòñÿ F ìåñò ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäà, è âñå îíè ñïåêòðîñêîïè÷åñêè ýêâèâàëåíòíû. Äîïóñòèì òàêæå, ÷òî ñâÿçûâàíèå ñ êàæäûì ìåñòîì è ïðîèñõîäÿùåå ïðè ýòîì èçìåíåíèå ñïåêòðàëüíûõ ïàðàìåòðîâ íå çàâèñÿò îò âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ñîñåäíèìè ìåñòàìè ñâÿçûâàíèÿ. Ïðèìåì ñëåäóþùèå îáîçíà÷åíèÿ: m = CLf  – ìîëÿðíàÿ êîíöåíòðàöèÿ ñâîáîäíîãî ëèãàíäà â ðàñòâîðå; r = CLb/CD – êîëè÷åñòâî ñâÿçàííîãî ëèãàíäà, ïðèõîäÿùååñÿ íà åäèíèöó êîíöåíòðàöèè ñóáñòðàòà (çäåñü CD – îáùàÿ ìîëÿðíàÿ êîíöåíòðàöèÿ íóêëåîòèäîâ â ñèñòåìå, à CLb– ìîëÿðíàÿ êîíöåíòðàöèÿ ñâÿçàííîãî ëèãàíäà â ðàñòâîðå);   n = rmax – ìàêñèìàëüíî âîçìîæíîå ÷èñëî ìîëåêóë ëèãàíäà, êîòîðîå ìîæåò áûòü ñâÿçàíî îäíîé ìîëåêóëîé ÄÍÊ, â ðàñ÷åòå íà îáùåå ÷èñëî ïàð íóêëåîòèäîâ â íåé (â ëèòåðàòóðå ýòà âåëè÷èíà íàçûâàåòñÿ òàêæå ÷èñëîì ìåñò ñâÿçûâàíèÿ, ïðèõîäÿùèìñÿ íà îäíó ïàðó îñíîâàíèé ïîëèíóêëåîòèäà). Ïðè ýòîì îñîáî ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî íå ñëåäóåò îòîæäåñòâëÿòü, êàê ýòî ñäåëàíî, íàïðèìåð, â ðàáîòå [9], âåëè÷èíû h = CDb/CLb (îòðàæàþùóþ ÷èñëî ïàð îñíîâàíèé ïîëèíóêëåîòèäà, ñîáñòâåííî ñâÿçûâàåìûõ îäíîé ìîëåêóëîé ëèãàíäà) è q = 1/n = [(CDb+CDf)/CLb]min (ãäå CDb è CDf – ìîëÿðíûå êîíöåíòðàöèè ñâÿçàííûõ ëèãàíäîì è ñâîáîäíûõ íóêëåîòèäîâ â ñèñòåìå; îòðàæàþùóþ ñðåäíåå ÷èñëî ïàð îñíîâàíèé íà ïîëèíóêëåîòèäå, êîòîðûå ïðè ñîðáöèè íà íèõ îäíîé èç ìîëåêóë ëèãàíäà ñòàíîâÿòñÿ íåäîñòóïíûìè äëÿ äðóãèõ  ìîëåêóë ëèãàíäà), ïîñêîëüêó â âåëè÷èíó q áóäóò âõîäèòü êàê h, ñîáñòâåííî ñâÿçûâàåìûõ îäíîé ìîëåêóëîé ëèãàíäà ïàð îñíîâàíèé, òàê è  íåêîòîðîå ÷èñëî ïàð îñíîâàíèé, ñ êîòîðûìè ëèãàíä â ñèëó ñïåöèôè÷åñêîãî õàðàêòåðà âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ïîëèíóêëåîòèäîì, â ïðèíöèïå, ñâÿçàòüñÿ íå ìîæåò. Òàê, íàïðèìåð, äëÿ òàêîãî õîðîøî èçâåñòíîãî èíòåðêàëÿòîðà, êàê áðîìèä ýòèäèÿ ïðè ñâÿçûâàíèè åãî ñ ðàçëè÷íûìè ïîëèíóêëåîòèäàìè h áóäåò âñåãäà ðàâíî 2 ï.î. (â ÷åì ìîæíî óáåäèòüñÿ ïðèìåíèâ, íàïðèìåð, ðåíòãåíîñòðóêòóðíûé àíàëèç), à q – áîëüøå èëè ðàâíî 2 ï.î. â çàâèñèìîñòè îò âèäà ïîëèíyêëåîòèäà (ïðè ýòîì, â ÷àñòíîñòè, ÷åì áîëüøå áóäåò ó ðàññìàòðèâàåìîãî ïîëèíóêëåîòèäà ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå ÀÒ-ïàð è ñòåïåíü ñóïåðñïèðàëèçàöèè, òåì ïðè ñâÿçûâàíèè ñ íèì áðîìèäà ýòèäèÿ q áóäåò áîëüøå [10]).


Ïðè n ðàâíîì 1 äëÿ ðàññìàòðèâàåìîé ñèñòåìû ñïðàâåäëèâî áóäåò óðàâíåíèå èçîòåðìû Ëýíã-


ìþðà [11]:                                                     K = r/(m-mr)                                               (1).


Äëÿ ñëó÷àÿ æå, êîãäà n<1 (÷òî èìååò ìåñòî â ðåàëüíûõ ñèñòåìàõ ÄÍÊ–ëèãàíä), Ñêýò÷àðäîì [12]


áûëî ïðåäëîæåíî ïðåîáðàçîâàòü óðàâíåíèå (1) ê âèäó:                   r/m = Kn-Kr                        (2). 


Ïðè ýòîì, r  è n-r ìîãóò áûòü èíòåðïðåòèðîâàíû, êàê äîëè çàíÿòûõ è ñâîáîäíûõ ìåñò ñâÿçûâàíèÿ (êàæäîå – äëèíîé â h ï.î.) íà ðàññìàòðèâàåìîì ïîëèìåðå; à Ê – êàê ýìïèðè÷åñêàÿ êîíñòàíòà, èìåþùàÿ âåëè÷èíó, îáðàòíóþ êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî ëèãàíäà â ñèñòåìå, êîãäà èì çàíÿòà ïîëîâèíà ïîòåíöèàëüíûõ ìåñò ñâÿçûâàíèÿ íà ñóáñòðàòå. Â ëèòåðàòóðå âåëè÷èíà Ê ÷àñòî íàçûâàåòñÿ êîíñòàíòîé ñâÿçûâàíèÿ, îäíàêî ìû â äàëüíåéøåì, ïî àíàëîãèè ñ ìîäåëüþ Ëýíãìþðà, áóäåì íàçûâàòü åå êîíñòàíòîé àäñîðáöèè, ÷òîáû íå ïóòàòü ñ òåðìîäèíàìè÷åñêîé êîíñòàíòîé óñòîé÷èâîñòè êîìïëåêñà, îáðàçóåìîãî ìîëåêóëîé ëèãàíäà ñ h ï.î. (îäíèì ìåñòîì ñâÿçûâàíèÿ) íà ïîëèíóêëåîòèäå, êàê ýòî èìåëî ìåñòî â ðàáîòàõ [9, 13]). Íåêîòîðûìè èññëåäîâàòåëÿìè [14, 15] ýòà âåëè÷èíà èíòåðïðåòèðîâàëàñü òàêæå êàê òåðìîäèíàìè÷åñêàÿ êîíñòàíòà óñòîé÷èâîñòè êîìïëåêñà, îáðàçóåìîãî åäèíè÷íîé ìîëåêóëîé êðàñèòåëÿ ñ ìîëåêóëîé ïîëèíóêëåîòèäà â öåëîì, à íå ñ îäíèì èç ìåñò ñâÿçûâàíèÿ íà íåé. Îäíàêî, òàêàÿ èíòåðïðåòàöèÿ áûëà áû äîñòàòî÷íî ïðàâîìåðíà ëèøü â òîì ñëó÷àå, êîãäà è ÑD â ôîðìóëå (2) îïðåäåëÿëàñü áû êàê êîíöåíòðàöèÿ â ðàñòâîðå ìîëåêóë ÄÍÊ, à íå íóêëåîòèäîâ, ÷òî äîñòàòî÷íî çàòðóäíèòåëüíî.


Ñóùåñòâóþò òàêæå äðóãèå ìîäåëè, ðàçâèâàþùèå äàííûé ïîäõîä. Òàê, åñëè ïðåäïîëîæèòü íàëè÷èå â ñèñòåìå G òèïîâ êîìïëåêñîâ ñ ðàçëè÷àþùèìèñÿ çíà÷åíèÿìè Ki è ni, òî, îáîáùàÿ  íà ýòîò ñëó÷àé âûâîäû, ñäåëàííûå äëÿ óðàâíåíèÿ (2), ìîæíî ïîëó÷èòü ñëåäóþùåå âûðàæåíèå [11]:                                


r  = S [ni Kim / (1+Kim)];      i = 1–G                                   (3) .


Îòìå÷åíî [16], ÷òî â ïðîöåññå ñâÿçûâàíèÿ ñ ÄÍÊ ïðîòÿæåííûõ ëèãàíäîâ (h>1) îáðàçóåòñÿ íåñêîëüêî ìèêðîôîðì, â îäíèõ èç êîòîðûõ ëèãàíäû ðàñïîëàãàþòñÿ òàêèì îáðàçîì, ÷òî ðåøåòêà óæå íå ìîæåò ñâÿçàòü íè îäíîãî äîïîëíèòåëüíîãî ëèãàíäà, òîãäà êàê â äðóãèõ, åùå îñòàåòñÿ ìåñòî äëÿ ïðèñîåäèíåíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ ìîëåêóë. Âñå ýòè ìèêðîôîðìû íàõîäÿòñÿ â ðàâíîâåñèè ñî ñâîáîäíûì ëèãàíäîì. Ïðè ñâÿçûâàíèè ëèãàíäà ñ ïîëèíóêëåîòèäîì ïðîèñõîäèò ïîñòîÿííîå åãî ïåðåðàñïðåäåëåíèå äî òåõ ïîð, ïîêà íå óñòàíàâëèâàåòñÿ íåêîòîðîå êîíå÷íîå ñîñòîÿíèå, êîòîðîå ìîæíî îõàðàêòåðèçîâàòü, êàê íàñûùåíèå ïîëèíóêëåîòèäà ëèãàíäîì. Äëÿ ðàñ÷åòà õàðàêòåðèñòèê ñâÿçûâàíèÿ â ýòîì ñëó÷àå ïðåäëîæåíî [17] ñëåäóþùåå óðàâíåíèå:     


                    r/m = KL õ [L/(L+r)]q–1,       ãäå L=1-rq                                      (4),


à â ñëó÷àå íàëè÷èÿ G òèïîâ êîìïëåêñîâ ñ ðàçëè÷íûìè çíà÷åíèÿìè Ki è  ni, ñîîòâåòñòâåííî, ñèñòåìà óðàâíåíèé âèäà:   


         ri/m =  KiLqi / (L+Sri)qi–1,    ãäå L=1-Sriqi,    i=1–G                      (5). 


Âçàèìîâëèÿíèå ëèãàíäîâ ìîæåò áûòü âûðàæåíî ÷åðåç ïàðàìåòð êîîïåðàòèâíîñòè – w, ââåäÿ êîòîðûé, ìîæíî çàïèñàòü óðàâíåíèå (4) ñ ó÷åòîì êîîïåðàòèâíûõ ýôôåêòîâ [18]: 





        æ Lrw+L+r-R öq–1  æ L-r+R ö2                              --------------------


       r/m =  KL õ  ï -------------------ú   õ   ï----------- ú ,        ãäå  R = Ö (L-r)2 + 4wrq                    (6),


        è    Lr (w-1)     ø       è    2L     ø





Ïðè w ðàâíîì 1 (âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ëèãàíäàìè îòñóòñòâóåò), óðàâíåíèå (6) ñâîäèòñÿ ê óðàâíåíèþ (4). Êîãäà w<1 (àíòèêîîïåðàòèâíîå ñâÿçûâàíèå), íàáëþäàåòñÿ àíòàãîíèçì ïðè ñâÿçûâàíèè ëèãàíäîâ ñ ïîëèíóêëåîòèäîì. Êîãäà æå w>1 (êîîïåðàòèâíîå ñâÿçûâàíèå), ñîðáöèÿ íà ñóáñòðàòå îäíîãî ëèãàíäà îáëåã÷àåò ïðèñîåäèíåíèå äðóãîãî. Ïðè ýòîì, ïîñêîëüêó óâåëè÷åíèå q ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ ïðèçíàêîâ àíòèêîîïåðàòèâíîñòè ïðè ñâÿçûâàíèè, òî ïðè w>1 è q>1 êðèâàÿ, îïèñûâàåìàÿ óðàâíåíèåì (6), î÷åâèäíî, ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðåçóëüòàò êîìïðîìèññà ìåæäó âëèÿíèåì ýòèõ äâóõ ôàêòîðîâ. 


Äàëüíåéøåå ðàçâèòèå âûøåîïèñàííûé ïîäõîä ïîëó÷èë â àëëîñòåðè÷åñêîé ìîäåëè Êðîçåðñà [7, 19, 20]. Â íåé ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî êàæäàÿ èç ïàð îñíîâàíèé ïîëèíóêëåîòèäà ñóùåñòâóåò â îäíîé èç äâóõ ôîðì (èëè êîíôîðìàöèé), ñïîñîáíûõ ê âçàèìíûì ïåðåõîäàì ñ ðàâíîâåñíîé êîíñòàíòîé s è ïàðàìåòðîì êîîïåðàòèâíîñòè s. Âåëè÷èíà ïîñëåäíåãî îòðàæàåò çàòðóäíåíèÿ ïðè ïåðåõîäå îäíîé ïàðû îñíîâàíèé èç ôîðìû 1 â ôîðìó 2, âîçíèêàþùèå â íåñâÿçàííîé ñ ëèãàíäîì ìîëåêóëå ñóáñòðàòà, íàõîäÿùåéñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â ôîðìå 1. Ëèãàíä ñïîñîáåí ñâÿçûâàòüñÿ ñ îáåèìè ôîðìàìè ñóáñòðàòà ñ êîíñòàíòàìè àäñîðáöèè K1 è K2 è ÷èñëîì ìåñò ñâÿçûâàíèÿ n1 è n2, ñîîòâåòñòâåííî. Ïåðâîíà÷àëüíî ñâÿçûâàÿñü ñ ñóáñòðàòîì â ôîðìå 1, ëèãàíä ñïîñîáåí ïåðåâîäèòü åãî â íåêîòîðîé ëîêàëüíîé îáëàñòè â ôîðìó 2. Âñëåäñòâèå ýòîãî, ñîîòíîøåíèå ìåæäó ôîðìàìè 2 è 1 â ìîëåêóëå ïîëèíóêëåîòèäà èçìåíÿåòñÿ îò s2s (â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè) äî s (ïðè ïîëíîì ñâÿçûâàíèè ëèãàíäîì ôîðìû 1). Ïîäîáíûé ïåðåõîä ÄÍÊ èç À- (èëè Z-) â Â-êîíôîðìàöèþ, èíäóöèðóåìûé òàêèìè êëàññè÷åñêèìè âíåøíåñâÿçûâàþùèìècÿ êðàñèòåëÿìè, êàê íåòðîïñèí, äèñòàìèöèí À, DAPI (4',6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë) è ò.ï., ðàññìàòðèâàåòñÿ â ðàáîòàõ [19, 21, 22]. 


Îäíîé èç îáùåïðèçíàííûõ ìîäåëåé äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíñòàíò àäñîðáöèè, ÷èñëà ìåñò ñâÿçûâàíèÿ, âûÿâëåíèÿ êîîïåðàòèâíîãî è àíòèêîîïåðàòèâíîãî õàðàêòåðà âçàèìîäåéñòâèÿ â ñèñòåìå ÄÍÊ–ëèãàíä ÿâëÿåòñÿ òàêæå ìîäåëü Çàñåäàòåëåâà–Ãóðñêîãî [11, 17, 23]. Êðîìå òîãî, äëÿ êîíêðåòíûõ ñèñòåì â âûøåóêàçàííûå ìîäåëè ìîãóò ââîäèòüñÿ äîïîëíèòåëüíûå óñëîâèÿ. Òàê, íàïðèìåð, â ðàáîòå [24] ðàññìàòðèâàåòñÿ ìîäåëü, ó÷èòûâàþùàÿ èíòåðêàëÿöèþ èññëåäóåìûõ êðàñèòåëåé, èõ âíåøíåå êîîïåðàòèâíîå ñâÿçûâàíèå ñ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûìè ôîñôàòíûìè ãðóïïàìè ÄÍÊ, à òàêæå âëèÿíèå èîíà íàòðèÿ, êîíêóðèðóþùåãî çà ìåñòà ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ ôîñôàòíûìè ãðóïïàìè ïîëèíóêëåîòèäà, è âîçìîæíóþ äèìåðèçàöèþ ñâîáîäíûõ ìîëåêóë ëèãàíäà.


Òàêèì îáðàçîì, ñîâðåìåííàÿ òåîðèÿ îõâàòûâàåò, ïî-âèäèìîìó, ïî÷òè âñå äîïóñòèìûå âàðèàíòû âçàèìîäåéñòâèÿ ìîëåêóë ëèãàíäà ìåæäó ñîáîé è ñ ìîëåêóëîé ïîëèíóêëåîòèäà. Îäíàêî, íà ïðàêòèêå, ïðèìåíåíèå òàêîãî ðîäà ìîäåëåé ñîïðÿæåíî ñ ðÿäîì òðóäíîñòåé, îáóñëîâëèâàåìûõ èõ çíà÷èòåëüíîé çàâèñèìîñòüþ îò êà÷åñòâà ïîëó÷åííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, à òàêæå íåîáõîäèìîñòüþ ïðèìåíåíèÿ äîñòàòî÷íî ñëîæíîãî ñïåöèàëüíîãî ìàòåìàòè÷åñêîãî è ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ. Â ðåçóëüòàòå, ÷ðåçìåðíîå óñëîæíåíèå ìîäåëè, íå ïîääåðæàííîå äîñòàòî÷íî íàäåæíûì è óñòîé÷èâûì ìåòîäîì ðàñ÷åòà åå ïàðàìåòðîâ, ìîæåò ïðèâåñòè, ê óõóäøåíèþ åå àäåêâàòíîñòè, ÷òî, íàïðèìåð, èìåëî ìåñòî â ðàáîòå [24]. Âìåñòå ñ òåì, îïèñûâàåìûå âûøåóêàçàííûìè ìîäåëÿìè ýôôåêòû (êîîïåðàòèâíûé, àëëîñòåðè÷åñêèé è ò.ï.) âíîñÿò çàìåòíûå èñêàæåíèÿ â óðàâíåíèå Ñêýò÷àðäà ëèøü ïðè äîñòàòî÷íî âûñîêîé îáùåé êîíöåíòðàöèè ëèãàíäà è íèçêèõ ñîîòíîøåíèÿõ êîíöåíòðàöèé ÄÍÊ/ëèãàíä â ñèñòåìå [9, 25]. Êðîìå òîãî, ñòàòèñòè÷åñêèå ýôôåêòû, îïèñûâàåìûå óðàâíåíèåì (4), ìîãóò èìåòü ìåñòî òîëüêî â ñèñòåìàõ ñ äîñòàòî÷íî ãîìîãåííûìè ñóáñòðàòàìè (íàïðèìåð, â ñëó÷àå ïîëè-ÀÒ, íî â ãîðàçäî ìåíüøåé ñòåïåíè ñ ÄÍÊ æèâûõ îðãàíèçìîâ) èëè ñ íèçêîñïåöèôè÷íûìè ëèãàíäàìè (â ÷àñòíîñòè, ñ èíòåðêàëÿòîðàìè, íî íå ñ âíåøíåñâÿçûâàþùèìèñÿ ñîåäèíåíèÿìè). Âñå âûøåñêàçàííîå ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî óðàâíåíèå Ñêýò÷àðäà (2) äî ñèõ ïîð îñòàåòñÿ îäíîé èç íàèáîëåå øèðîêîðàñïðîñòðàíåííûõ ìîäåëåé ïðè ðàñ÷åòàõ ïàðàìåòðîâ êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèõñÿ ñîåäèíåíèé [9, 10, 13, 25-27]. 





ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ


Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ íàìè áûëè âûáðàíû ïÿòü âíåøíåñâÿçûâàþùèõñÿ ôëóîðåñöåíòíûõ ÄÍÊ-ñïåöèôè÷íûõ êðàñèòåëåé ìîíîôåíèëáåíçèìèäàçîëüíîãî è ìîíîôåíèëèíäîëüíîãî ðÿäîâ, êîòîðûå ìû â äàëüíåéøåì áóäåì íàçûâàòü ìîíî-ïðîèçâîäíûìè, ïîñêîëüêó îíè ñîäåðæàò òîëüêî ïî îäíîìó ñïîñîáíîìó ê àêòèâíîé ôëóîðåñöåíöèè áåíçèìèäàçîëüíîìó ëèáî èíäîëüíîìó ôðàãìåíòó:


5(6)-àìèíî-2-(4-àìèíîôåíèë)áåíçèìèäàçîë  (I),


5(6)-àìèäèíî-2-(4-àìèíîôåíèë)áåíçèìèäàçîë  (II),


5(6)-àìèäèíî-2-(4-íèòðîôåíèë)áåíçèìèäàçîë  (III),


4',6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë   (DAPI) (IV),


6-(2-èìèäàçîëèí-2-èë)-2-[4-(2-èìèäàçîëèí-2-èë)ôåíèë]èíäîë     (DIPI) (V), 


à òàêæå ïÿòü ëèãàíäîâ áèñáåíçèìèäàçîëüíîãî ðÿäà, êîòîðûå ìû â äàëüíåéøåì áóäåì íàçûâàòü áèñ-ïðîèçâîäíûìè, ïîñêîëüêó îíè ñîäåðæàò ïî äâà ñïîñîáíûõ ê àêòèâíîé ôëóîðåñöåíöèè áåíçèìèäàçîëüíûõ ôðàãìåíòà:


2-[2-(4-ãèäðîêñèôåíèë)áåíçèìèäàçîë-5(6)-èë]-5(6)-(4-ìåòèëïèïåðàçèí-1-èë)áåíçèìèäàçîë   (Hoechst-33258) (VI), 


2-[2-(4-ãèäðîêñèôåíèë)áåíçèìèäàçîë-5(6)-èë]-5(6)-(ïèïåðàçèí-1-èë)áåíçèìèäàçîë   (VII), 


2-[2-(4-ýòîêñèôåíèë)áåíçèìèäàçîë-5(6)-èë]-5(6)-(4-ìåòèëïèïåðàçèí-1-èë)áåíçèìèäàçîë   (Hoechst-33342) (VIII), 


1,4-äè[5(6)-(4-ìåòèëïèïåðàçèí-1-èë)áåíçèìèäàçîë-2-èë]áåíçîë   (IX), 


1,4-äè[5(6)-(3-äèìåòèëàìèíîïðîïèëêàðáàìîèë)áåíçèìèäàçîë-2-èë]áåíçîë   (X). 


Äëÿ äàííûõ äåñÿòè ñîåäèíåíèé, ðàçëè÷àþùèõñÿ õàðàêòåðîì íå òîëüêî ñâîèõ òåðìèíàëüíûõ ãðóïï [27], íî è ñàìîãî ïîòåíöèàëüíî ñïîñîáíîãî ê àêòèâíîé ôëóîðåñöåíöèè “ÿäðà” ìîëåêóëû, ñ ïîìîùüþ ìîäåëè Ñêýò÷àðäà áûë îñóùåñòâëåí ðàñ÷åò ïàðàìåòðîâ êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ Ê è n ñ ÄÍÊ òèìóñà òåëåíêà. Îñîáåííîñòè ìåòîäà ðàñ÷åòà ïðèâåäåíû íèæå. 


1. Ôëóîðåñöåíòíîå òèòðîâàíèå èññëåäóåìîãî êðàñèòåëÿ ïðîâîäèëîñü ðàçëè÷íûìè êîëè÷åñòâàìè ïîëèíóêëåîòèäà. Äëÿ óñòðàíåíèÿ îñëîæíåíèé îáùàÿ êîíöåíòðàöèÿ êðàñèòåëÿ â ðàñòâîðå ïîääåðæèâàëàñü ïîñòîÿííîé è äîñòàòî÷íî íèçêîé (CL 6.42õ10–7 Ì), à ñîîòíîøåíèÿ ìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèé ÄÍÊ/êðàñèòåëü çàäàâàëèñü â  äèàïàçîíå CD/CL îò 100 äî 200.  Âî èçáåæàíèå ýôôåêòîâ ðàçáàâëåíèÿ, ê ðàñòâîðó, ñîäåðæàùåìó áóôåð, êðàñèòåëü è ÄÍÊ â êîíöåíòðàöèè, îáåñïå÷èâàþùåé ñîîòíîøåíèå CD/CL ðàâíîå 200, äîáàâëÿëè àëèêâîòû ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî áóôåð ñ êðàñèòåëåì â òîé æå êîíöåíòðàöèè (CL).


2. Ïî ïîëó÷åííûì çíà÷åíèÿì èíòåíñèâíîñòåé ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ â ïðèñóòñòâèè çàäàííîãî êîëè÷åñòâà ÄÍÊ (Ii), âû÷èñëÿëàñü âåëè÷èíà ìàêñèìàëüíî âîçìîæíîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè äàííîãî êðàñèòåëÿ â èññëåäóåìîé ñèñòåìå (Imax). Ýòà âåëè÷èíà îïðåäåëÿëàñü ýêñòðàïîëÿöèåé âåðõíåãî ëèíåéíîãî ó÷àñòêà êðèâîé çàâèñèìîñòè I îò ñîîòíîøåíèÿ êîíöåíòðàöèé CL/CD, ïîëó÷åííîé â õîäå ïðîâåäåíèÿ ôëóîðåñöåíòíîãî òèòðîâàíèÿ èññëåäóåìîãî êðàñèòåëÿ, ê íóëåâîìó çíà÷åíèþ CL/CD, êàê ýòî ïîêàçàíî íà ðèñ.1à. Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî óêàçàííûé ãðàôèê ñëóæèò ëèøü äëÿ èëëþñòðàöèè è âûáîðà êîëè÷åñòâà òî÷åê (â äàííîì ñëó÷àå Q=4) â âåðõíåé ÷àñòè êðèâîé Y=f(X) (ãäå Y=I, a X=CL/CD) äëÿ äàëüíåéøåé èõ àïïðîêñèìàöèè ïî ìåòîäó íàèìåíüøèõ êâàäðàòîâ çàâèñèìîñòüþ:                                                       Y = a0+a1X                                                   (7),


 


  SXi SYi  –  Q S(XiYi)


ãäå       a1 =  ---------------------------------- ,       a0 = (1/Q)õ(SYi – a1 SXi),     i=1–Q           (8).


   (SXi)2 –  Q SXi2


Òî÷íîñòü âåëè÷èíû Imax ïðè ýòîì ïîëó÷àåòñÿ çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì ïðè ÷èñòî ãðàôè÷åñêîì åå îïðåäåëåíèè, ÷òî, â ñâîþ î÷åðåäü, ñêàçûâàåòñÿ è íà òî÷íîñòè îïðåäåëÿåìûõ ñ åå ïîìîùüþ ïàðàìåòðîâ êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ. 


3. Âûáðàâ íóæíîå ÷èñëî òî÷åê àïïðîêñèìàöèè, äëÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ çíà÷åíèé  CD,i  âû÷èñëÿëè:                                                CbL,i = CL õ (Imax–Ii) / (Imax–Io)                                              (9), 


ãäå Io – èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ â îòñóòñòâèå ÄÍÊ.  


Çàòåì, ïðèíÿâ Xi = ri = CbL,i / CD,i  ïðè  Yi = ri/mi = Xi / [CL–CbL,i]   è âû÷èñëèâ ïî ôîðìóëàì (8)  a0 è a1,  îïðåäåëÿëè   K = -a1  è  n = -a0/a1.


Èç ðèñ.1á âèäíî, ÷òî äëÿ ñîåäèíåíèé (IV) è (VI), âûáðàííûõ â êà÷åñòâå òèïè÷íûõ ïðåäñòàâèòåëåé êëàññà ìîíî- è áèñ-ïðîèçâîäíûõ, ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå äîñòàòî÷íî õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ ðàñ÷åòíûìè. Ýòî æå ïîäòâåðæäàåò è òîò ôàêò, ÷òî âåëè÷èíà îòíîñèòåëüíîé îøèáêè àïïðîêñèìàöèè, âû÷èñëÿâøåéñÿ ïî ôîðìóëå:                   e = (100/Q) õ S|(Yò,i–Yý,i)/Yý,i|                     (10) 


(ãäå Yò,i è Yý,i – òåîðåòè÷åñêèå, âû÷èñëÿåìûå ïî óðàâíåíèþ 7, è ýêñïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ ïàðàìåòðà Y [28]), íå ïðåâûøàëà 3% äëÿ âñåõ èññëåäîâàííûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå êðàñèòåëåé.





Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ðàñ÷åòîâ ïîëó÷åííûå äàííûå, à òàêæå äðóãèå êîìïëåêñîîáðàçóþùèå è ñïåêòðàëüíûå ñâîéñòâà ñîåäèíåíèé (I)–(X), îïèñàííûå íàìè ðàíåå â ðàáîòàõ [27, 29, 30], áûëè ñîáðàíû â òàáëèöó è ñîïîñòàâëåíû ñ õèìè÷åñêîé ñòðóêòóðîé èññëåäóåìûõ êðàñèòåëåé. Ïðè ýòîì, êàê ìîæíî âèäåòü, ñàìè ïî ñåáå çíà÷åíèÿ ïðåäñòàâëåííûõ ïàðàìåòðîâ íå ðàçëè÷àëèñü ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíî äëÿ ìîíî- è áèñ-ïðîèçâîäíûõ, èññëåäîâàííûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå. 


Çàâèñèìîñòü ìåæäó ðàññ÷èòàííûìè ïî ìîäåëè Ñêýò÷àðäà ïàðàìåòðàìè Ê è n òàêæå îêàçàëàñü îäíîçíà÷íî îïðåäåëåííîé äëÿ âñåõ èññëåäîâàííûõ ñîåäèíåíèé (ñì. ðèñ.2à). Ïðè ýòîì ñ óâåëè÷åíèåì ñïåöèôè÷íîñòè èññëåäîâàííûõ ñîåäèíåíèé ïî îòíîøåíèþ ê ñóáñòðàòó (êîòîðàÿ ìîæåò áûòü âûðàæåíà â îòíîñèòåëüíîì âèäå âåëè÷èíîé q = 1/n) ñðîäñòâî êðàñèòåëåé ê ÄÍÊ (âûðàæàåìîå âåëè÷èíîé Ê) óâåëè÷èâàëîñü òåì áîëüøå, ÷åì ìåíüøå áûëà âåëè÷èíà n. 


Â îòíîøåíèè âåëè÷èíû q ñëåäóåò åùå ðàç îòìåòèòü, ÷òî, ïî-îïðåäåëåíèþ, îíà îòðàæàåò ëèøü îáùåå êîëè÷åñòâî  ïàð îñíîâàíèé, ïðèõîäÿùååñÿ, â ñðåäíåì, íà îäíó ìîëåêóëó êðàñèòåëÿ ïðè ìàêñèìàëüíîì çàïîëíåíèè èì ïîëèíóêëåîòèäà, âêëþ÷àÿ êàê ñâÿçûâàþùèåñÿ, òàê è íåñâÿçûâàþùèåñÿ ñ ëèãàíäîì ó÷àñòêè [11, 13]. Ñîáñòâåííî æå âåëè÷èíà h (÷èñëî ïàð îñíîâàíèé, ñâÿçûâàåìûõ îäíîé ìîëåêóëîé ëèãàíäà), îïðåäåëÿåìàÿ èç äàííûõ ðåíòãåíîñòðóêòóðíîãî àíàëèçà, ñîñòàâëÿåò äëÿ ñîåäèíåíèÿ (IV) – 3 [26], à äëÿ ñîåäèíåíèÿ (VI) – 4 ï.î. [6]. Êðîìå òîãî, íåêîòîðîå íåäîóìåíèå ìîæåò âûçûâàòü òîò ôàêò, ÷òî åñëè â ðàáîòå [26] äëÿ ñîåäèíåíèÿ (IV) áûëè ïîëó÷åíû çíà÷åíèÿ Ê è n, ñõîäíûå ñ ïðåäñòàâëåííûìè â íàñòîÿùåé ñòàòüå, òî â ðàáîòàõ [9, 25]çíà÷åíèÿ òåõ æå âåëè÷èí äëÿ ðÿäà ðàññìàòðèâàåìûõ ñîåäèíåíèé ïîëó÷èëèñü ñóùåñòâåííî èíûìè. Ýòî ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî òåì, ÷òî â ïîñëåäíåì ñëó÷àå èñïîëüçîâàëèñü äàííûå íå ôëóîðåñöåíòíîãî, à ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîãî òèòðîâàíèÿ, íà êîòîðûå îêàçûâàë âëèÿíèå ïîìèìî ñèëüíîãî ñïåöèôè÷åñêîãî, òàêæå ñëàáûé íåñïåöèôè÷åñêèé òèï ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäîâ ñ ÄÍÊ.   


Â òî æå âðåìÿ, íà ïðèìåðå çàâèñèìîñòè âåëè÷èí Ê è n îò ñîîòíîøåíèÿ âêëàäîâ â îáðàçîâàíèå ñïåöèôè÷åñêîãî ôëóîðåñöåíòíîãî êîìïëåêñà ÄÍÊ–ëèãàíä âîäîðîäíûõ è èîííûõ ñâÿçåé (Í/Õ) (ðèñ.2á,â) ëåãêî îòìåòèòü ðàçëè÷èÿ â õàðàêòåðå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ñóáñòðàòîì ìîíî- è áèñ-ïðîèçâîäíûõ áåíçèìèäàçîëà è ôåíèëèíäîëà. Òàê, åñëè äëÿ ìîíî-ïðîèçâîäíûõ (I)–(IV) çíà÷åíèå K ñ óâåëè÷åíèåì Í (îòíîñèòåëüíûé âêëàä âîäîðîäíûõ ñâÿçåé â îáðàçîâàíèå ñïåöèôè÷åñêîãî ôëóîðåñöåíòíîãî êîìïëåêñà ÄÍÊ–ëèãàíä) äîñòîâåðíî óìåíüøàëîñü, à çíà÷åíèå n – óâåëè÷èâàëîñü, òî äëÿ áèñ-ïðîèçâîäíûõ (VI)–(X) è êðàñèòåëÿ (V) ïîäîáíîãî íå îòìå÷àëîñü.


Êðîìå òîãî, äëÿ ìîíî-ïðîèçâîäíûõ (I)–(IV) áûëî îòìå÷åíî ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíîå ñíèæåíèå âåëè÷èíû îòíîøåíèÿ êâàíòîâûõ âûõîäîâ (Ô=jmax/jo) c óâåëè÷åíèåì ñîîòíîøåíèÿ K/n (R –0.982,  p<0.05,  ãäå R – êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè, à p – åãî äîñòîâåðíîñòü) êàê â ïðèñóòñòâèè íàñûùàþùåãî êîëè÷åñòâà ÄÍÊ, òàê è â îòñóòñòâèå ïîëèíóêëåîòèäà. Â òî æå âðåìÿ, äëÿ áèñ-ïðîèçâîäíûõ (VI)–(X) è ñîåäèíåíèÿ (V) âçàèìîñâÿçü ìåæäó äàííûìè ïàðàìåòðàìè (Ô è K/n) îòñóòñòâîâàëà äàæå ïî êðèòåðèþ ðàíãîâîé êîððåëÿöèè Ñïèðìåíà (ñì. ðèñ.3à). Íà ðèñ.3á, èëëþñòðèðóþùåì çàâèñèìîñòü Ô îò Í/Õ, ðàçëè÷èÿ ìåæäó âûøåóêàçàííûìè ãðóïïàìè ñîåäèíåíèé (I)–(IV) è (V)–(X) õîòÿ è çàìåòíû, îäíàêî ãîðàçäî ìåíåå îò÷åòëèâû, ÷åì â ïðåäûäóùåì ñëó÷àå. Íàêîíåö, äëÿ ñëó÷àÿ çàâèñèìîñòè Ô îò êîýôôèöèåíòîâ ôëóîðåñöåíòíîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè h10 è h100 (îòðàæàþùèõ âåëè÷èíó ïðèðàùåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ðàññìàòðèâàåìîãî êðàñèòåëÿ ïðè óâåëè÷åíèè CD íà 1Ì è ñîîòíîøåíèÿõ ìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèé CD/CL ðàâíûõ 10 è 100, ñîîòâåòñòâåííî) äàííûå äëÿ âñåõ èññëåäîâàííûõ ñîåäèíåíèé ëîæàòñÿ íà îäíó êðèâóþ (ñì. ðèñ.3â,ã). Ñîîòíîøåíèÿ êîíöåíòðàöèé ÄÍÊ/êðàñèòåëü – 10 è 100 áûëè âûáðàíû, èñõîäÿ èç õàðàêòåðà çàâèñèìîñòåé h îò CD/CL (ïðèâåäåííûõ íàìè äëÿ èññëåäîâàííûõ ñîåäèíåíèé â ðàáîòàõ [27, 30]), êàê íàèáîëåå ïîäõîäÿùèå äëÿ îòðàæåíèÿ òèïè÷íûõ âåëè÷èí êîýôôèöèåíòîâ ôëóîðåñöåíöèè ðàññìàòðèâàåìûõ êðàñèòåëåé â îáëàñòè ìàëûõ è áîëüøèõ CD/CL.   


Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïðè ðàññìîòðåíèè çàâèñèìîñòè êîýôôèöèåíòîâ ôëóîðåñöåíòíîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè h10 è h100 îò ïàðàìåòðîâ êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ Í/Õ, K è n (ðèñ.4), ðàçëè÷èÿ ìåæäó èõ õàðàêòåðîì äëÿ ìîíî- è áèñ-ïðîèçâîäíûõ (ê êîòîðûì ïî ñîâîêóïíîñòè ñâîèõ ñïåêòðàëüíûõ è êîìïëåêñîîáðàçóþùèõ ñâîéñòâ ïðèìûêàåò è ñîåäèíåíèå V) âíîâü âèäíû âåñüìà îò÷åòëèâî. Òàê, äëÿ ìîíî-ïðîèçâîäíûõ (I)–(IV) èìåþò ìåñòî ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíàÿ êîððåëÿöèÿ h10 îò Í/Õ (R 0.969, p<0.05);  1/K (R 0.994, p<0.01)  è ln(n) (R 0.992, p<0.01).  Êðîìå òîãî, äëÿ ñîåäèíåíèé (I)–(V) áûëà îòìå÷åíà çàâèñèìîñòü h100 îò ln(Í/Õ) (R 0.966, p<0.05);  K2 (R –0.911, p<0.05)  è å–n (R –0.949, p<0.05).  Â òîæå âðåìÿ, äëÿ áèñ-ïðîèçâîäíûõ (VI)–(X) è ñîåäèíåíèÿ (V)  óäàëîñü îòìåòèòü ëèøü íàëè÷èå äîñòîâåðíîé êîððåëÿöèè h10 îò K (R –0.815, p<0.05)  è å–n (R –0.854, p<0.05);  êðîìå òîãî, äëÿ ñîåäèíåíèé (VI)–(X) èìåëà ìåñòî çàâèñèìîñòü h100 îò å–n (R –0.883, p<0.05) (ñì. ðèñ.4â,ã). 





Òàêèì îáðàçîì, ñîïîñòàâëåííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðÿäû ñîåäèíåíèé, ñîäåðæàùèõ ïî îäíîìó (ìîíî-ïðîèçâîäíûå) èëè äâà (áèñ-ïðîèçâîäíûå) ñïîñîáíûõ ê àêòèâíîé ôëóîðåñöåíöèè áåíçèìèäàçîëüíûõ ëèáî èíäîëüíûõ ôðàãìåíòà, ðàçëè÷àëèñü íå ñòîëüêî ñàìèìè çíà÷åíèÿìè ñïåêòðàëüíûõ è êîìïëåêñîîáðàçóþùèõ ïàðàìåòðîâ (Ô, h, Í/Õ, K, n), ñêîëüêî èõ ñîâîêóïíîñòüþ è õàðàêòåðîì èõ âçàèìîçàâèñèìîñòåé. Íàèáîëåå ïîêàçàòåëüíûìè â ýòîì îòíîøåíèè îêàçàëèñü çàâèñèìîñòè ìåæäó âåëè÷èíîé êîýôôèöèåíòîâ ôëóîðåñöåíòíîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè (h) ñîåäèíåíèé (I)–(X) ïî îòíîøåíèþ ê ÄÍÊ è çíà÷åíèÿìè ïàðàìåòðîâ êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ Ê è n, ðàññ÷èòàííûìè ïî ìîäåëè Ñêýò÷àðäà (ñì. ðèñ.4ã,ä). 


Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñîåäèíåíèå (V) ìîíîôåíèëèíäîëüíîãî ðÿäà ïî ñîâîêóïíîñòè ðÿäà ñâîèõ ñïåêòðàëüíûõ è êîìïëåêñîîáðàçóþùèõ õàðàêòåðèñòèê çàíèìàåò ïðîìåæóòî÷íîå ïîëîæåíèå ìåæäó ãðóïïàìè ìîíî- è áèñ-ïðîèçâîäíûõ, î÷åâèäíî âñëåäñòâèå íàëè÷èÿ â ñîñòàâå åãî ìîëåêóëû òðåõ ãåòåðîöèêëîâ, âõîäÿùèõ â åäèíóþ ñîïðÿæåííóþ ñèñòåìó. Ýòî âåñüìà îò÷åòëèâî ïðîñëåæèâàåòñÿ íà ðèñ.4â-å. Òàê, åñëè ïðè ñîîòíîøåíèè ìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèé â ñèñòåìå CD/CL ðàâíîì 10 çíà÷åíèÿ h, Ê è n  ñîåäèíåíèÿ (V) áûëè áëèæå ê êðèâîé, õàðàêòåðíîé äëÿ áèñ-ïðîèçâîäíûõ (VI)–(X), òî ïðè CD/CL ðàâíîì 100 çíà÷åíèÿ äàííûõ ïàðàìåòðîâ áûëè áëèæå ê êðèâîé, õàðàêòåðíîé äëÿ ìîíî-ïðîèçâîäíûõ (I)–(IV).


Êðîìå òîãî, îñîáî ñëåäóåò îòìåòèòü íàëè÷èå îäíîçíà÷íîé äëÿ âñåõ äåñÿòè èññëåäîâàííûõ ñîåäèíåíèé ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíîé çàâèñèìîñòè ìåæäó âåëè÷èíîé êîíñòàíòû Ñêýò÷àðäà (K) è ÷èñëîì ïîòåíöèàëüíûõ ìåñò ñâÿçûâàíèÿ â ðàñ÷åòå íà îäèí íóêëåîòèä (n): Ê = a/n èëè (áîëåå äîñòîâåðíî) Ê = b+c/n2 (ãäå a, b è c – ñîîòâåòñòâóþùèå ýìïèðè÷åñêèå êîíñòàíòû) (ñì. ðèñ.2à).





ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀËÜÍÀß ×ÀÑÒÜ


Êîììåð÷åñêèå ôëóîðîôîðû (IV)–(VII) (DAPI, DIPI, Hoåchst-33258 è Hoåñhst-33342, ñîîòâåòñòâåííî) áûëè ïîëó÷åíû îò ôèðìû Serva (Ãåðìàíèÿ). Ñîåäèíåíèÿ (I)–(III) è (VIII)–(X) áûëè ñèíòåçèðîâàíû íà êàôåäðàõ îðãàíè÷åñêîé õèìèè è ìîëåêóëÿðíîé áèîòåõíîëîãèè Ñàíêò-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî òåõíîëîãè÷åñêîãî èíñòèòóòà ïî ìåòîäèêàì, îïèñàííûì â ðàáîòàõ [31-33]. 


Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà èñïîëüçîâàëàñü ÄÍÊ òèìóñà òåëåíêà (58% ÀÒ-ïàð; ñðåäíÿÿ ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà íà îäèí íóêëåîòèä 326 Äà, ìîëÿðíûé êîýôôèöèåíò ïîãëîùåíèÿ e260 6600 Ì–1ñì–1), ïðèãîòàâëèâàåìàÿ ïóòåì ðàñòâîðåíèÿ ñóõîãî ïðåïàðàòà, ïîëó÷åííîãî îò ôèðìû Serva (Ãåðìàíèÿ), â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå è îáðàáàòûâàåìàÿ çàòåì (äëÿ ãîìîãåíèçàöèè è óìåíüøåíèÿ ñâåòîðàññåÿíèÿ) óëüòðàçâóêîì íà àïïàðàòå ÓÇÄÍ-2 (Ðîññèÿ)  â òå÷åíèå 15 ñ ïðè ñèëå òîêà 0.3 A íà ðåçîíàíñíîé ÷àñòîòå 22 êÃö. 


Òèòðîâàíèå ïðîâîäèëè ïðè ïîñòîÿííîé êîíöåíòðàöèè êðàñèòåëÿ CL 6.42õ10–7 Ì  è ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ ïîëèíóêëåîòèäà (â äèàïàçîíå ñîîòíîøåíèé CD/CL 100–200) ïðè òåìïåðàòóðå 20–25ÎÑ   â áóôåðå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà:  0.01Ì NaCl,  0.01M Na2EDTA  è 0.01M Òðèñ  (pH 7.4). 


Ôëóîðåñöåíöèþ ïðîá àíàëèçèðîâàëè íà ñïåêòðîôëóîðèìåòðå ôèðìû Hitachi (ßïîíèÿ), model 850 (ïðè ýòîì óñòàíàâëèâàëè ùåëè ìîíîõðîìàòîðîâ âîçáóæäåíèÿ è ýìèññèè ïî 5 íì, âðåìÿ îòêëèêà – 2 ñ, óñèëåíèå ÔÝÓ – íîðìàëüíîå). Çàïèñü ñïåêòðîâ âîçáóæäåíèÿ ïðîâîäèëè ïðè äëèíå âîëíû, ñîîòâåòñòâóþùåé íàèáîëüøåìó ìàêñèìóìó ýìèññèè, à ñïåêòðîâ ýìèññèè – ïðè äëèíå âîëíû, ñîîòâåòñòâóþùåé ìàêñèìóìó âîçáóæäåíèÿ èññëåäóåìîãî ñîåäèíåíèÿ â âèäèìîé îáëàñòè ñïåêòðà (ñì. òàáëèöó).


Êâàíòîâûå âûõîäû ôëóîðåñöåíöèè (j) êðàñèòåëåé îïðåäåëÿëè îòíîñèòåëüíûì ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà ðàñòâîðà ñóëüôàòà õèíèíà â 1Ì ñåðíîé êèñëîòå (j 0.55).   Êîýôôèöèåíòû ÷óâñòâèòåëüíîñòè (hS) âû÷èñëÿëèñü ïî ôîðìóëå:     


hS = (Ik+1 – Ik–1) / 2CL                                    (11),


ãäå Ik+1 è Ik–1 – èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ (â îòí.åä.) ïðè ñîîòíîøåíèÿõ ìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèé CD/CL ðàâíûõ k+1 è k–1.  Âåëè÷èíû Í è Õ ñîåäèíåíèé (I)–(X) îïðåäåëÿëèñü, êàê îïèñàíî â ðàáîòå [30]. 


Êîýôôèöèåíò ïàðíîé êîððåëÿöèè äëÿ ôóíêöèé âèäà   Y = a0+a1 f(X)  ðàññ÷èòûâàëñÿ  ïî ôîð-


S(yiz i)  –  (Sy iSz i)/Q


ìóëå [28]:                      R =     --------------------------------------------------------------                     (12),


 --------------------------         --------------------------


Ö Sy i2  – (Sy i)2/Q    õ  Ö Sz i2  – (Sz i)2/Q


ãäå Z = f(X), à Q – êîëè÷åñòâî ñîåäèíåíèé â âûáîðêå.   Çàòåì, îí ïðîâåðÿëñÿ íà äîñòîâåðíîñòü ïî 


   -----------


êðèòåðèþ:  |r| > ta/Öta2+Q–2,  ãäå ta – òàáëè÷íîå çíà÷åíèå êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà äëÿ óðîâíÿ çíà÷èìîñòè “a” è ÷èñëà ñòåïåíåé ñâîáîäû “Q–2”,


Ïðîöåäóðà ïîðÿäêîâîé êîððåëÿöèè ïî Ñïèðìåíó [34] ñîñòîÿëà â ñëåäóþùåì: ïóñòü èçâåñòíî, ÷òî â èññëåäóåìîé âûáîðêå âåëè÷èíà Xi çàíèìàåò Bi,  à âåëè÷èíà Yi – Di  ìåñòî,  òîãäà åñëè


 ------


Ö Q-1  õ [1 - 6/(Q3-Q)] õ S(Bi - Di)2  > ua,  ãäå ua – òàáëè÷íîå çíà÷åíèå ôóíêöèè Ëàïëàñà (u0.1 0.2533,  u0.05 0.125,  u0.01 0.025,   u0.001 0.0025),  òî ãèïîòåçà î íåçàâèñèìîñòè ïàðàìåòðîâ Y è X îòâåðãàåòñÿ ñ óðîâíåì çíà÷èìîñòè “a”.


Äëÿ ïîñòðîåíèÿ êðèâûõ íà ðèñ.1-4, â ñëó÷àå îòñóòñòâèÿ ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûõ ôóíêöèîíàëüíûõ çàâèñèìîñòåé ìåæäó èññëåäóåìûìè ïàðàìåòðàìè, èñïîëüçîâàëàñü, ñ íåêîòîðûìè ìîäèôèêàöèÿìè, ïðîöåäóðà ñãëàæèâàíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ ãëîáàëüíûìè êóáè÷åñêèìè b-ñïëàéíàìè, îïèñàííàÿ â ðàáîòàõ [35, 36].
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Òàáëèöà.  Ñïåêòðàëüíûå è êîìïëåêñîîáðàçóþùèå ñâîéñòâà èññëåäîâàííûõ êðàñèòåëåé*


Êðàñèòåëü�
(I)�
(II)�
(III)�
(IV)�
(V)�
(VI)�
(VII)�
(VIII)�
(IX)�
(X)�
�
 K õ10–6, Ì–1�
13.60�
7.76�
7.88�
4.90�
8.42�
8.90�
10.90�
9.03�
16.30�
8.44�
�
 n õ103�
4.06�
6.48�
6.62�
26.00�
6.85�
4.55�
4.61�
4.57�
4.15�
 7.18�
�
 K/n õ10–9, Ì–1�
3.35�
 1.20�
1.19�
0.19�
1.23�
1.96�
2.36�
1.98�
3.93�
1.18�
�
 H, %�
0�
8�
15�
37�
90�
51�
57�
48�
44�
29�
�
 X, %�
 94�
86�
79 �
56�
6�
43�
37�
45�
50�
65 �
�
 H/X�
 0�
 0.09�
 0.19�
0.66�
15.00�
1.19�
1.07�
1.54�
0.88�
0.45�
�
Ô�
0.55�
21.60�
23.40�
27.10�
35.40�
41.60�
39.10�
39.60�
38.80�
13.80�
�
h10 õ10–6, o.e. Ì–1�
-1.56�
0.72�
0.43�
4.67�
3.59�
4.07�
3.57�
2.45�
1.34 �
4.31�
�
h100 õ10–6, o.e. Ì–1�
-0.39�
0.39�
0.23�
0.50�
0.59�
1.69�
2.85�
1.18�
0.44�
3.52�
�
lex, íì�
330�
340�
340�
350�
367�
353�
350�
355�
370�
350�
�
lem, íì�
450�
455�
455�
455�
452�
455�
455�
455�
500�
400�
�






*   K – êîíñòàíòà Ñêýò÷àðäà, èìåþùàÿ âåëè÷èíó, îáðàòíóþ êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî êðàñèòåëÿ â ñèñòåìå, êîãäà èì çàíÿòà ïîëîâèíà ïîòåíöèàëüíûõ ìåñò ñâÿçûâàíèÿ íà ÄÍÊ;  n – ìàêñèìàëüíî âîçìîæíîå ÷èñëî ìîëåêóë ëèãàíäà, êîòîðîå ìîæåò áûòü ñâÿçàíî îäíîé ìîëåêóëîé ÄÍÊ, â ðàñ÷åòå íà îáùåå ÷èñëî ïàð íóêëåîòèäîâ â íåé;  Í è Õ – îòíîñèòåëüíûå âêëàäû âîäîðîäíûõ è èîííûõ ñâÿçåé, ñîîòâåòñòâåííî, â îáðàçîâàíèå ñïåöèôè÷åñêîãî àêòèâíî ôëóîðåñöèðóþùåãî êîìïëåêñà ÄÍÊ–êðàñèòåëü;  h10 è h100 –  êîýôôèöèåíòû ôëóîðåñöåíòíîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè, îòðàæàþùèå âåëè÷èíó ïðèðàùåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ÄÍÊ (CD) íà 1 ìîëü/ë è ñîîòíîøåíèÿõ ìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèé ÄÍÊ/êðàñèòåëü (CD/CL) ðàâíûõ 10 è 100, ñîîòâåòñòâåííî;  Ô = jmax/jo – îòíîøåíèå êâàíòîâûõ âûõîäîâ êðàñèòåëÿ â ïðèñóòñòâèè íàñûùàþùåãî êîëè÷åñòâà ÄÍÊ è â îòñóòñòâèå ïîëèíóêëåîòèäà;  lex è lem – äëèíû âîëíû ìàêñèìóìîâ ëþìèíåñöåíòíîãî âîçáóæäåíèÿ  è ýìèññèè êðàñèòåëÿ â âèäèìîé îáëàñòè ñïåêòðà 








( Àâòîð äëÿ ïåðåïèñêè  (òåë. 7-812-596-67-03; 7-812-599-55-73).
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