PAGE  

· Для заказа доставки данной работы воспользуйтесь поиском на сайте по ссылке:  http://www.mydisser.com/search.html
МИНИСТЕРСТВО ОБРАЗОВАНИЯ И НАУКИ УКРАИНЫ

ОДЕССКИЙ НАЦИОНАЛЬНЫЙ УНИВЕРСИТЕТ ИМ. И.И. МЕЧНИКОВА

На правах рукописи

Скрипинец Юлия Владимировна
УДК 543.426: 541.49: 546.66: 547.831.9

ЛЮМИНЕСЦЕНТНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ НЕКОТОРЫХ БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ С ПОМОЩЬЮ КОМПЛЕКСОВ ЛАНТАНИДОВ С ПРОИЗВОДНЫМИ ОКСОХИНОЛИН-3-КАРБОНОВОЙ КИСЛОТЫ
02.00.02 – Аналитическая химия

Диссертация

на соискание ученой степени

кандидата химических наук

Научный руководитель:

кандидат химических наук, 

доцент Егорова А.В.
Одесса-2007
СОДЕРЖАНИЕ

стр.

Список используемых сокращений и обозначений…………………………….4
ВВЕДЕНИЕ…………………………………………………………………….....6

РАЗДЕЛ I. ПРИМЕНЕНИЕ СЕНСИБИЛИЗИРОВАННОЙ ЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ ИОНОВ ЛАНТАНИДОВ В БИОАНАЛИЗЕ (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)………………………………………………11

1.1. Спектрально-люминесцентные характеристики ионов лантанидов и их комплексных соединений ……...…………………………………...11

1.2. Факторы, влияющие на интенсивность сенсибилизированной люминесценции лантанидов. …………………………………….........14

1.3. Применение люминесцентных зондов для определения биологически активных соединений…………………………………………………..17

1.4. Определение нуклеиновых кислот…………………………………….26

1.5. Лантанидный иммунофлуоресцентный анализ……………………….31

ВЫВОДЫ К РАЗДЕЛУ I ……………………………………………………….40

РАЗДЕЛ II. РЕАКТИВЫ И АППАРАТУРА……...…………………..……….42

2.1. Исходные вещества, приготовление растворов……………………...42

2.2. Аппаратура и оборудование ………………………………………….44

РАЗДЕЛ III. СВОЙСТВА ПРОИЗВОДНЫХ 2-ОКСО-4-ГИДРОКСИХИНОЛИН-3-КАРБОНОВОЙ КИСЛОТЫ…............46

3.1. Спектральные характеристики реагентов…………………………..46

3.2. Определение констант ионизации реагентов………………………50

ВЫВОДЫ К РАЗДЕЛУ IIІ ………………………………...…………………...55
РАЗДЕЛ IV. ИЗУЧЕНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ИОНОВ ЛАНТАНИДОВ С ПРОИЗВОДНЫМИ ОКСОХИНОЛИН-3-КАРБОНОВОЙ КИСЛОТЫ В ДВОЙНЫХ И ТРОЙНЫХ СИСТЕМАХ……………………………………………………..…..56
4.1. Люминесцентные свойства двойных комплексов европия (III) и тербия (III) с производными 2-оксо-4-гидроксихинолин-3-карбоновой кислоты………………………………………………….56

4.2. Взаимодействие в системе Tb(III) – L – ДНК……….……………...73

4.3. Взаимодействие в системе Tb(III) – L – фосфат – ион……….……92
4.4. Взаимодействие в системе Eu(III) – L – H2O2…………..…………101

4.5. Взаимодействие в системе Tb(III) – L – Cu(II)……………………107

ВЫВОДЫ К РАЗДЕЛУ IV…………………………………………………….111

РАЗДЕЛ V. ИСПОЛЬЗОВАНИЕ НОВЫХ АНАЛИТИЧЕСКИХ ФОРМ 
В БИОАНАЛИЗЕ............................................................................113
5.1. Определение хиноксикаина в плазме крови человека …………...113

5.2. Определение новых противотуберкулезных БАС в плазме крови человека…….......................................................................................115
5.3. Определение пероксида водорода в воде………………………….117
5.4. Люминесцентное определение щелочной фосфатазы……………119
5.5. Проявляющий раствор для многократного мечения в иммунофлуоресцентном анализе…………………………………..123

5.6. Определение ДНК в модельных растворах……………………….130
ВЫВОДЫ К РАЗДЕЛУ V…………………………………………………......141
ВЫВОДЫ………………………………............................................................143

СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ЛИТЕРАТУРНЫХ ИСТОЧНИКОВ........145
Список условных сокращений

АТФ – аденозинтрифосфат

AcN - ацетонитрил
БАС – биологически активное соединение

БР – буферный раствор

БСА – бычий сывороточный альбумин

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография

ДАВ – донорно-активные вещества

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота

ссДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота спермы сельди

ттДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота тимуса теленка

слДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота спермы лосося

осДНК – односпиральная дезоксирибонуклеиновая кислота

ДДС- додецилсульфат натрия

ДТПА – диэтилентриаминпентауксусная кислота

ДФ – дифлоксацин

ε– молярный коэффициент поглощения

Iлюм – интенсивность люминесценции
Ln – лантанид

КМ – кинетический метод

КЭ – капиллярный электрофорез

ЛИФА - лантанидный иммунофлуоресцентный анализ 

МОПС - 3-(N-морфолино) пропансульфоновая кислота
MeOH – метиловый спирт
Нор – норфлоксацин

НТА – нафтоилтрифторацетон

ОТс- окситетрациклин

ПАВ – поверхностно-активные вещества

ПостКД- постколоночное детектирование

ПДК – пиридин-2,6-дикарбоновая кислота 
ПредКД- предколоночное детектирование

ПТА – пивалоилтрифторацетон

ПФ – подвижная фаза
ПЦР – полимеразная цепная реакция
РЗЭ – редкоземельные элементы 

САЧ – сывороточный альбумин человека 
СЛ – сенсибилизированная люминесценция

СЧП – сверхчувствительный переход

ТОФО – триоктилфосфиноксид 
ТС - тетрациклин
Трис – основание – (гидроксиметил)аминометан
ТТА – теноилтрифторацетон

ТБАБ – тетрабутиламмоний бромид
ТФФО – трифенилфосфиноксид

τ – время жизни возбужденного состояния 
Ф – квантовый выход люминесценции 
Фен – 1,10 - фенантролин
ФФ – фенилфосфат натрия
ХС – хинина сульфат
ЦТАБ - цетилтриметиламмоний бромид

ТБАБ - тетрабутиламмоний бромид

ЦТАХ – цетилтриметиламмоний хлорид
ЩФ – щелочная фосфатаза

ЭБ – этидий бромид

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота

ВВЕДЕНИЕ

Развитие биоаналитической химии на современном этапе в значительной степени обусловлено поиском новых возможностей высокочувствительного определения широкого круга биологически активных веществ. Это связано с необходимостью совершенствования химико - аналитического обеспечения исследования фармакокинетики лекарственных препаратов, изучения их биодоступности и биоэквивалентности, процессов связывания в организме с белками и нуклеиновыми кислотами. Решают такие и подобные задачи в настоящее время преимущественно с помощью радиоиммунологических методов и высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), которые трудоемки, продолжительны и требуют применения сложной и дорогостоящей аппаратуры. 

Актуальность проблемы. В последние годы для определения низких концентраций лекарственных препаратов и их метаболитов, белков, ферментов, ДНК предложено использовать различные варианты флуоресцентного метода, в том числе основанного на характеристической 
4f – люминесценции ионов лантанидов (Ln).
 В случае диссоционно-усиленного лантанидного иммунофлуоресцентного анализа одним из основных направлений является разработка новых проявляющих растворов, позволяющих проводить высокочувствительное определение ионов лантанидов, что открывает возможность определения меченых ими антител.
В единичных работах показаны возможности люминесцентного определения соединений, выступающих в качестве «вторых» лигандов разнолигандных комплексов Ln(III), либо оказывающих влияние (усиливающее или тушащее) на спектрально – люминесцентные свойства таких комплексов. В плане развития этого перспективного и актуального направления, которое связано с применением сенсибилизированной люминесценции комплексов ионов лантанидов в биоаналитической химии, выполнена данная работа.

Связь работы с научными темами: Работа выполнена на кафедре фармацевтической химии Одесского национального университета
 им. И.И. Мечникова и в отделе аналитической химии и физико-химии координационных соединений Физико-химического института 
им. А.В. Богатского НАН Украины в соответствии с госбюджетной темой 
№ 0103V001124 «Использование сенсибилизированной люминесценции лантанидов для определения биологически активных веществ» (2002-2004) и № 0102U001630 (шифр III -12.02.260) “Новые люминесцентные соединения лантанидов” (2002-2006 рр.).
Цель работы: поиск новых аналитических форм на основе комплексных соединений ионов лантанидов (ІІІ) с производными оксохинолин-3-карбоновой кислоты (L) для определения некоторых биологически активных веществ.

Для достижения поставленной цели было необходимо:

1. Установить кислотно – основные свойства и некоторые оптические характеристики производных 2-оксо-4-гидроксихинолин-3-карбоновой кислоты;
2. Изучить взаимодействие ионов Ln(III) с производными оксохинолин-3-карбоновой кислоты в двойных (Ln- L) и тройных 
(Ln- L-ДНК, Ln- L-фосфат – ионы, Ln- L-Сu(II), Ln- L-Н2О2) системах;
3. Показать возможности использования изученных систем в качестве аналитических форм для определения биологически активных лигандов (L), ДНК, пероксида водорода и щелочной фосфатазы.
Объект исследования – комплексы Ln (ІІІ) с производными оксохинолин-3-карбоновой кислоты.

Предмет исследования - комплексы Ln (ІІІ) с производными оксохинолин-3-карбоновой кислоты в качестве аналитических форм для люминесцентных определения некоторых биологически активных веществ.
Методы исследования – спектрофотометрия, люминесцентная спектроскопия.
Научная новизна. Обнаружена возможность образования интенсивно люминесцирующих комплексов на основе производных 2-оксо-4-гидроксихинолин-3-карбоновой кислоты с ионами лантанидов как цериевой (Eu(III), Sm(III)), так и итриевой (Tb(III), Dy(III)) подгрупп, что позволило предложить новый проявляющий раствор для многократного мечения в иммунофлуоресцентном анализе.

Показано, что максимальные значения квантовых виходов (Ф) и времени жизни возбужденного состояния (() изученных комплексов могут быть получены в водной среде без применения органических растворителей, поверхностно-активных веществ (ПАВ) и донорно-активных добавок (ДАВ), что упрощает использование этих аналитических форм в биоанализе.

Показано, что для люминесцентного определения компонентов, не образующих разнолигандные комплексы в системах ион Tb(Eu) – L – ДНК (фосфат – ионы, Cu (II), H2O2), но усиливающих (ДНК) или тушащих (фосфат – ионы, Cu (II), H2O2) люминесценцию Ln(ІІІ), необходимо использовать соотношение концентраций Ln(ІІІ) : сенсибилизатор = 1 : 1 или 2 : 1. Для определения тушителей наиболее эффективны двойные комплексы 
Ln(ІІІ) - сенсибилизатор с высоким квантовым выходом (Ф>0.4 для ионов Tb и Ф>0.1 для ионов Eu), а для определения ДНК – слаболюминесцирующие комплексы.
Предложены новые аналитические формы на основе комплексов Tb(ІІІ) для высокочувствительного люминесцентного определения ДНК, а также для изучения интеркаляционного взаимодействия противовирусных лекарственных соединений с молекулами ДНК. 
Практическое значение полученных результатов. На основе новых аналитических форм – комплексных соединений Ln(ІІІ) с производными оксохинолин-3-карбоновой кислоты разработаны методики люминесцентного определения хиноксикаина (анестетик) и противотуберкулезных биологически активных соединений в плазме крови с пределами обнаружения 1.0 мкг/мл и 0.25 мкг/мл, соответственно; ДНК в модельных растворах с пределами обнаружения 0.5-10 нг/мл; пероксида водорода в воде с пределом обнаружения 0.06 мкг/мл; щелочной фосфатазы в модельных растворах с пределом обнаружения 0.05 мU/мл. Показана возможность совместного определения ионов Tb(III), Eu(III), Dy(III), Sm(III) с использованием в качестве органического сенсибилизатора производного 2-оксо-4-гидроксихинолин-3-карбоновой кислоты для целей многократного мечения в иммунофлуоресцентном анализе.
Методика определения пероксида водорода апробирована и внедрена в практику работы фармацевтического предприятия ОАО «ИнтерХим». 
Личный вклад соискателя. Анализ литературных данных, основной объем экспериментальных исследований и обработка экспериментальных данных выполнены непосредственно автором. Постановка цели и задач исследования, а также анализ полученных результатов производились совместно с научным руководителем.

Апробация работы. Материалы диссертационной работы доложены и обсуждены на Международной конференции студентов и аспирантов „Сучасні напрямки розвитку хімії” (Одесса, 19-23 апреля 2004г.), V и VI Всеукраинских научных конференциях студентов и аспирантов "Сучасні проблеми хімії" (Киев, 20-21 мая 2004 г. и 16-18 мая 2005 г.), XVI Украинской конференции по неорганической химии (Ужгород, 20-24 сентября 2004 г.), Всероссийской конференции "Аналитика Росии 2004" (Москва, 27 сентября - 1 октября 2004 г.), IX International Conference on Methods and Applications of Fluorescence (Lisbon – Portugal, September 4-7, 2005), International Conference «Analytical chemistry and chemical analysis” (AC& CA – 05) (Kyiv, September 12-18, 2005), VIII и ХI конференциях молодых ученых и студентов –химиков южного региона Украины (Одесса, 22-23 ноября 2005 г. и 16-17 октября 2006 г), Euroоpt(R)ode VIII (Tubingen - Germany, April 2-5, 2006), сессии научного совета НАН Украины по проблеме "Аналитическая химия" (Одесса, 22-26 мая, 2006 г.), International Congress on Analytical Sciences (Moscow, Russia, June 25-30, 2006).

Публикации. Материалы диссертационной работы опубликованы в 
6 статьях, 13 тезисах докладов, 3 декларационных патентах Украины на полезные модели.
ВЫВОДЫ 

Предложены новые аналитические реагенты – производные 2-оксо-4-гидроксихинолин-3-карбоновой кислоты, которые позволяют получать комплексы Tb(III), Eu(III), Dy(III), Sm(III) с высокими люминесцентными характеристиками без использования органических растворителей, поверхностно – активных веществ и дополнительных донорно – активных лигандов.
1. Для всех изученных реагентов определены их константы ионизации и установлено, что лиганды с наиболее сильными кислотными свойствами образуют в более кислой области комплексные соединения с ионами лантанидов с наиболее высокими значениями квантовых выходов и времен жизни возбужденных состояний Ln(III).
2. Люминесцентным методом изучено образование двойных комплексов европия (III) и тербия (III) с производными оксохинолин-3-карбоновой кислоты. Показано, что ионы лантанидов образуют с исследованным классом соединений комплексы в недостатке лиганда или при эквимолярном соотношении Ln:L1-17 с соотношением компонентов 
Ln:L1-17 = 1:1, а в избытке лигандов комплексы с соотношением компонентов Ln : L1-17 = 1:2. Установлено, что в координации участвуют карбонильная и гидроксильная группы лигандов.
3. Показано, что для люминесцентного определения компонентов, не образующих разнолигандные комплексы в системах 
ион Tb(Eu) – производные оксохинолин-3-карбоновой кислоты – ДНК (фосфат – ионы, ионы Cu(II), H2O2), но усиливающие (ДНК) или тушащие (фосфат – ионы, ионы Cu(II), H2O2), люминесценцию Ln(ІІІ), необходимо использовать соотношение концентраций Ln(ІІІ):сенсибилизатор = 1:1 или 2:1. Для определения тушителей наиболее эффективны двойные комплексы Ln(ІІІ):сенсибилизатор с высоким квантовым выходом (Ф>0.4 для ионов Tb и Ф>0.1 для
 ионов Eu), а для определения ДНК – слаболюминесцирующие комплексы.

СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ЛИТЕРАТУРНЫХ ИСТОЧНИКОВ

4. Показана возможность эффективного использования новых люминесцентных зондов на основе комплексов Tb(III) для высокочувствительного определения ДНК и изучения интеркаляционного взаимодействия противовирусных биологически активных веществ с молекулами ДНК.
5. На основе новых аналитических форм – комплексных соединений 
Ln (ІІІ) с производными оксохинолин-3-карбоновой кислоты разработаны методики люминесцентного определения 
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