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BARWNIKI SKWARYLIOWE
JAKO SONDY FLUORESCENCYIJE
DO OZNACZANIA BIOCZASTECZEK

STRESZCZENIE Chemiczna modyfikacja struktury barwnikow
skwaryliowych daje nowe uklady chromoforowe o szerokim zakresie wlasci-
wosci optycznych, takich jak absorpcja Swiatla i emisja fluorescencyi,
z zakresu swiatta od widzialnego do bliskiej podczerwieni. Otrzymano nowe
funkcjonalne barwniki, w ktorych pod wplywem bodzica zewnetrznego Ilub
oddzialywan chemicznych, zachodzq zmiany w rozmieszczeniu tadunku elektro-
nowego w chromoforze skwaryliowym. Z uwagi na wyrazne zmiany ich wiasci-
wosci spektroskopowych pod wplywem polqczenia z substancjiq analizo-
wanq, mogq zalez¢ praktyczne zastosowanie, jako markery fluorescencyjne
do oznaczania bioczqsteczek.

Stowa Kkluczowe: sondy fluorescencyjne, barwniki skwaryliowe, serum
albuminy wolowej

1. WSTEP

Barwniki skwaryliowe, zsyntezowane po raz pierwszy przez Jacoba w 1965 r.
to obszerna grupa zwiazkow o szczegdlnych wiasciwosciach fotofizycznych i fotoche-
micznych [1]. Zaliczane sa do barwnikéw polimetinowych, ktore maja w strukturze
czteroczlonowy pierscien kwasu kwadratowego. Zwiazki te absorbuja promieniowanie
elektromagnetyczne z zakresu $wiatta widzialnego i bliskiej podczerwieni. Charakte-
ryzuja si¢ rowniez wysoka wydajnoscia kwantowa fluorescencji. Z tego wzgledu
znalazly szerokie zastosowanie do oznaczania bioczasteczek w chemii, naukach przy-
rodniczych i medycynie kliniczne;j.
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Albuminy to gtowne biatka krazace w osoczu krwioobiegu. Produkowane w watrobie,
odgrywaja znaczaca rol¢ w utrzymaniu cisnienia koloidalnego i osmotycznego. Odpo-
wiadaja za wiazanie dtugotancuchowych kwasoéw thuszczowych, bilirubiny, kwasow
z6lciowych, wapnia i magnezu. Dziataja one rowniez, jako nosnik dla odzywczych
czynnikoéw 1 lekow. Poniewaz albumina surowicy jest wiarygodnym wskaznikiem zacho-
rowalno$ci 1 $miertelnosci, choréb watroby, nerek i niedozywienia, zatem konieczne
jest opracowanie metod analitycznych ich badania. Z uwagi na wykorzystywanie barw-
nikéw skwaryliowych w réznych technologiach z zakresu NIR oraz duzg czutos¢, se-
lektywnos¢ i prostote metody spektroflurymetrycznej, wydaja si¢ one obiecujace, jako
potencjalne sondy fluorescencyjne do wykrywania i oznaczania albumin z zakresu NIR [2-4].

2. WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

W badaniach jako potencjalne sondy do wykrywania i oznaczania serum
albuminy wotowej (BSA), zastosowano zsyntezowane barwniki skwaryliowe o nastepu-
jacej budowie:
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W celu okreélenia wiasciwosci spektroskopowych nowych barwnikdéw zarejestro-
wano elektronowe widma absorpcyjne w 6 rozpuszczalnikach o réznej polarnosci takich
jak: tetrahydrofuran (THF), metanol, nitrometan, acetonitryl, sulfotlenek dimetylowy
(DMSO0), woda.
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Okreslono réwniez wplyw stgzenia serum albuminy wolowej na absorbcje
barwnikow skwaryliowych. W tym celu przygotowano roztwory Stocka barwnika
i albuminy o stezeniu 4-10° mol-dm™ oraz bufor TRIS-HCI. Nastepnie do roztworu
barwnika dodawano roztwor albuminy o stgzeniach: 2:10° mol-dm™, 3-10°® mol-dm>,
7:10° mol-dm™, 13:10°° mol-dm>, 16:10° mol-dm™, 20-10° mol-dm™, 27-10° mol-dm>,
30-10"° mol-dm™, 40-10°® mol-dm™. Ponizej przestawiono elektronowe widma absorpcji
barwnika 1,3-bis(NV-etylo-2-metylobenzoksazolo)skwaryliowego. Wzrost stgzenia albuminy
w roztworze barwnikéw powoduje zmiang intensywnos$ci absorpcji barwnika oraz bato-
chromowe przesunigcie pasma absorpcji, spowodowane tworzeniem asocjatu barwnik — biatko.
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Rys. 1. Elektronowe widma absorpcji barwnika 1,3-bis (N-etylo-2-metylobenzo-
ksazolo) skwaryliowego w obecnos$ci serum albuminy wolowej o réznych stezeniach
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Rys. 2. Widma fluorescencji barwnika 1,3-bis (N-etylo-2-metylobenzoksa-zolo)
skwaryliowego w obecnoS$ci serum albuminy wolowej o réznych stezeniach
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Dla takich samych stgzen barwnika i serum albuminy wolowej zarejestrowano
widma fluorescencji (rys. 2). Wraz ze wzrostem stezenia serum albuminy wolowe;j
W roztworze obserwujemy intensywny wzrost fluorescencji barwnika. Wzrost stg¢zenia
tworzacego si¢ kompleksu biatko — barwnik powoduje zmiang potozenia pasma emisji
w kierunku bardziej dlugofalowego zakresu widma co w pelni odpowiada zastoso-
waniom barwnikow jako sond spektroskopowych do oznaczania bioczasteczek, gdyz
redukuje wptyw autofluorescencji samej albuminy.

Badano rowniez proces asocjacji barwnika skwaryliowego z serum albuminy
wotowej dla roztworow barwnika o stezeniu 2:10° mol-dm™ oraz 1,5-10* mol-dm™
w roztworze buforowym TRIS-HCI o pH = 8 i badano zmiany fluorescencji w czasie.
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Rys. 3. Zalezno$¢ zmian fluorescencji barwnika w obecno$ci serum albuminy wolowej
w funkcji czasu

Na podstawie  otrzymanych  wynikdw, wyznaczono czasy  asocjacji
barwnik/bioczasteczka. Wynosity one odpowiednio: 30 minut dla 1,3-bis(N-etylo-2-
metylenobenzoksazolo)skwaryny, 10 minut dla 1,3-bis(1,1,3-trimetylo-2-metylenoindo-
lenino)skwaryny i 1,3-bis(N-metylo-2-metylenobenzotiazolo)skwaryny. Dla powyzszych
uktadow barwnik — BSA wyznaczono zaleznosci Benesi’ego-Hildebranda zgodnie
z rGwnaniem:

SQ+BSA <> SQ: BSA
«_ _[SQ:BSA]
[SQI[BSA]
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Gdzie K jest to stata tworzenia w M, natomiast stezenia kazdego sktadnika
bedzie odpowiadato w tym przypadku fluorescencji danego sktadnika. W zwiazku z tym
zaleznos$¢ ta mozna przedstawié nastepujaco:

1 1

1 p—
0-1)  (i-I) = (I-1)K[BSA]

Na rysunku 4 przedstawiono zaleznosci 1/( I — Iy ) od odwrotnosci st¢zenia BSA
oraz zaleznos¢ od odwrotnosci kwadratu stgzenia BSA. We wszystkich przypadkach
obserwujemy lepsze dopasowanie kwadratowej zalezno$ci co moze $wiadczy¢ o kom-
pleksowaniu w stosunku 1:2 pomigdzy fluoroforem barwnika a proteing (BSA).
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Rys. 4. Zalezno$é¢ Benesi—Hildebrand dla barwnika 1,3-bis (N-etylo-2-metylobenzo-
ksazolo) skwaryliowego zwiazanego z BSA ( 1/( I -1, ) vs. 1/[BSA] wykres a, 1/(1 -1, )

vs. 1/[BSA]* wykres b)

Na postawie zmodyfikowanego réwnania Sterna-Volmera [4] wyznaczono stale
tworzenia i liczbg miejsc wiazania zgodnie z nastgpujaca zaleznoscia:

log (FingO) = logKsy + nlog[Q]
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Rys. 5. Zalezno$¢ zmodyfikowanego réwnania Sterna-Volmera dla badanych barwni-
kow skwaryliowych zwigzanych z serum albuminy wolowej

Na podstawie powyzszych zaleznosci dla barwnikow: 1,3-bis (N-etylo-2-
metylenobenzoksazolo) skwaryny, 1,3-bis (1,1,3-trimetylo-2-metylenoindolenino) skwaryny
i 1,3-bis (N-metylo-2-metylenobenzotiazolo) skwaryny wyznaczono state tworzenia
Ksy oraz liczbe miejsc wigzania n. Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli 1.

TABELA 1
Zestawienie otrzymanych wartosci K, i n dla uktadow barwnik skwaryliowy — BSA
Barwnik Ksv n

1,3-bis(N-etylo-2-
metylenobenzoksazolo) 1,35 0,54
squarina
1,3-bis(1 ,.1,3-tr1nlietylo—2— . 1.46 0.60
metylenoindolenino) squarina
1,3-bis(N-metylo-2-
metylenobenzotiazolo) 1,08 0,12

squarina

Dla wszystkich kompleksow barwnik: albumina otrzymaliSmy zblizone
i niezbyt wysokie wartosci statych tworzenia Kgy oraz mata liczbe miejsc wiazacych.
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3. WNIOSKI

Z prezentowanych badan wynika, ze 1,3-bis (N-etylo-2-metylenobenzoksazolo)
skwaryna, 1,3-bis(1,1,3-trimetylo-2-metylenoindolenino)skwaryna i 1,3-bis (N-metylo-
2-metylenobenzotiazolo) skwaryna moga by¢ stosowane jako potencjalne sondy
fluorescencyjne do oznaczania protein. Na podstawie badan spektroskopowych mozna
stwierdzi¢, ze pomigdzy zastosowanymi barwnikami skwaryliowymi a BSA tworza si¢
asocjaty, czemu towarzyszy intensywny wzrost zaré6wno absorpcji jak i emisji sondy
fluorescencyjnej.
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SKWARYLIUM DYES AS FLUORESCENCE PROBES
FOR BIOMOLECULES DETERMINATION

Katarzyna JUREK, Janina KABATC

ABSTRACT  Chemical modification of the structure of squarylium dyes
gives a new chromophoric systems that have a wide range of optical
properties, such as the light absorption and fluorescence emission in the
range from the visible light to the near infrared one. The new functional dyes
in which the changes of the electron charge distribution in chromophore
under the influence of an external stimulus or chemical undergo have been
obtained. The interaction between dye and analyte leads to the significant
changes of their spectroscopic properties. It can give the possibility of
practical application of these new dyes as the fluorescent markers for
biomolecules labeling.
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