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Анотація 

Кузів Я.Б. Ковалентне мічення біомолекул 3-гетарилкумаринами. – 

Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата хімічних наук (доктора 

філософії) за спеціальністю 02.00.10 «Біоорганічна хімія». ‒ Інститут 

біоорганічної хімії та нафтохімії ім. В.П. Кухаря НАН України, Київ, 2021. 

Дисертацію присвячено синтезу нових флуоресцентних міток для біомолекул 

на основі 7-заміщених 3-гетарилкумаринів, отриманню їх біокон’югатів і 

вивченню спектрально-флуоресцентних властивостей синтезованих барвників та 

кон’югатів. 

Отримано й досліджено похідні кумарину з трьома різними 

гетероциклічними системами у положенні С-3. Нові реагенти включають 7-

гідрокси-, 7-метокси- та 7-ацетоксипохідні 3-тіазоліл-, 3-(4-фенілтіазоліл)- і 3-

фурилкумарину. До кожного гетероциклу приєднано карбоксиалкільний лінкер 

для кон’югації з біомолекулами. 

Ключовими інтермедіатами синтезу були 7-гідроксипохідні відповідних 3-

гетарилкумаринів, які отримано конденсацією 2,4-дигідроксибензальдегіду з 2-

ціанометильними похідними естерів карбокси-модифікованих гетероциклів.  

Синтезовано дві серії нових водорозчинних похідних цих барвників як 

реагентів для мічення біомолекул у водному середовищі. Висока розчинність у 

воді досягнута введенням сульфоалкільної групи в ядро барвника та залишку 

цистеїнової кислоти в лінкерну групу.  

Синтезовані похідні ковалентно приєднували до аміно- та гідроксил-вмісних 

біомолекул, а також низькомолекулярних сполук, з використанням методу 

активованих естерів. Ефективність реагентів підтверджено успішним синтезом 

мічених біомолекул різних класів, у т.ч. нуклеозидів, олігонуклеотидів, пептиду 

L-трилейцину, D-глюкозаміну, отриманих з хорошими виходами. Зокрема, 

вперше отримано флуоресцентно мічений “коровий” (2'-5')-триаденілат, ключовий 

медіатор багатьох клітинних процесів. Проведене пряме (без попередньої 



3 

функціоналізації) мічення нуклеозидів через екзоциклічну аміногрупу та 

вуглеводну OH- групу.  

Досліджено спектрально-флуоресцентні властивості барвників та кон’югатів 

у метанолі, фосфатному буфері в інтервалі рН 1,9-10,5, а частини також у ДМСО 

та бензолі. Проаналізовано вплив структурних факторів, розчинника та рН на 

фотофізичні параметри сполук. Похідні тіазольної та фуранової серій 

демонструють яскраву блакитну чи зеленкувато-блакитну флуоресценцію з 

максимумом у межах 455-485 нм, залежно від барвника та розчинника. Вони 

мають досить великі коефіцієнти екстинкції, високі значення квантового виходу 

флуоресценції (до 0,85) та Стоксового зсуву (до 100 нм). В той же час, 3-

(фенілтіазоліл)кумарини мають переважно лимонно-жовту флуоресценцію. Для 

похідних 7-гідроксикумарину визначено основність у фосфатному буфері (pKa 

7,2-7,7). 

Вперше показано, що водорозчинні кон’югати D-глюкозаміну з 7-гідрокси-3-

тіазолілкумаринами з яскравою блакитною емісією добре проникають через 

клітинну мембрану й можуть використовуватися як реагенти для візуалізації 

живих клітин у флуоресцентній мікроскопії. 

Ключові слова: 3-гетарилкумарини, флуоресцентні барвники, активовані 

естери, біомолекули, мічення, кон’югати 
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Summary 

Kuziv Ia.B. Covalent labeling of biomolecules with 3-hetarylcoumarins. – 

Qualification scientific work as a manuscript.  

Thesis for the Candidate of Chemical Sciences (Doctor of Philosophy) degree by 

specialty 02.00.10 «Bioorganic chemistry». ‒ V.P. Kukhar Institute of Bioorganic 

Chemistry and Petrochemistry of the NAS of Ukraine, Kyiv, 2021. 

The thesis is devoted to the synthesis of new biomolecular fluorescent labels based 

on 7-substituted 3-hetarylcoumarins, the preparation of their bioconjugates and the 

study of spectral-fluorescent properties of the synthesized dyes and conjugates. 

Coumarin derivatives with three different heterocyclic systems at C-3 position 

have been developed and fully characterized. New reagents include 7-hydroxy-, 7-

methoxy and 7-acetoxy derivatives of 3-thiazolyl-, 3-((4-phenylthiazolyl)- and 3-

furylcoumarins. Each heterocycle contains the carboxyalkyl linker for the conjugation 

with biomolecules. The key intermediates in their synthesis were 7-hydroxy derivatives 

of corresponding 3-hetarylcoumarins. They were obtained by condensing 2,4-

dihydroxybenzaldehyde with 2-cyanomethyl derivatives of heterocycles containing the 

esterified carboxyalkyl group.  

Two series of new water-soluble derivatives of these carboxy-functionalized dyes 

as reagents for the fluorescent labeling of biomolecules in aqueous medium were 

developed. High water solubiity was achieved by the introduction of sulfoalkyl group. 

This group was introduced at the coumarin core via the reaction of 7-hydroxy 

derivatives with 1,3-propane sultone, and by the attachment of cysteic acid residue to 

the linker group. 

The synthesized derivatives can be covalently attached to a variety of amine- or 

hydroxyl-containing biomolecules, as well as low-molecular compounds, via the active 

ester approach. The efficiency of new reagents in bioconjugation reactions was 

confirmed by the successful preparation of labeled biomolecules of various classes, 

including the nucleosides, oligonucleotides, peptide L-trileucine, and D-glucosamine, in 

good yields. In particular, we have demonstrated the first example of the fluorescent 
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labeling of “core” (2'-5')-triadenylate, a key mediator of many biological processes. 

Direct labeling of nucleosides (without their preliminary functionalization) was 

performed under mild reaction conditions at either exocyclic amine or sugar 5'-hydroxyl 

group of rather low nucleophilicity (the yields of N- and O-acylation were in the range 

65-72% and 50-62%, respectively). 

The spectral-fluorescent properties of new dyes and their conjugates were studied 

using the absorption and fluorescence spectroscopy in methanol and phosphate buffers 

of various pH (1.9-10.6); some of them were also studied in DMSO and benzene. The 

effect of structural factors, solvent and pH on photophysical parameters of compounds 

was analyzed. Thiazolyl and furyl derivatives exhibit bright blue or greenish-blue 

fluorescence with emission maxima observed in the range 455-485 nm, depending on 

the dye structure and solvent. These dyes demonstrate quite high molar absorption 

coefficients, high fluorescence quantum yields (up to 0.85) and large Stokes shifts (up 

to 100 nm). At the same time, 3-(phenylthiazolyl)coumarin derivatives usually exhibit 

lemon-yellow fluorescence. The basicity of 7-hydroxycoumarin derivatives, including 

the dyes and their conjugates, was determined in phosphate buffer (pKa 7.2-7.7). 

It was shown for the first time that water-soluble conjugates of D-glucosamine and 

7-hydroxy-3-thiazolylcoumarins with bright blue emission penetrate efficiently the cell 

membrane and could be promising agents for living cell imaging using the fluorescent 

microscopy. 

Keywords: 3-hetarylcoumarins, fluorescent dyes, active esters, biomolecules, 

labeling, conjugates  
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Список скорочень 

(2′-5′)A3 – (2′-5′)-триаденілат 
Abs – оптичне поглинання 

А=f(С) – залежність оптичного поглинання від концентрації 

DIPEA – N,N-ди-ізо-пропілетиламін 

(dT)15 ‒ пентадекатимідилат 

Em – спектр емісії 

Ex – спектр збудження флуоресценції 

GlcN – D-Глюкозамін 

GLUT ‒ глюкозний транспортер (glucose transporter) 

HOBt – N-гідроксибензотриазол 

LC-MS ‒ хроматомасспектрометрія 

NHS – N-гідроксисукцинімід 

рКа ‒ показник константи кислотності 

TEAB – триетиламоній бікарбонатний буфер 

Φ – квантовий вихід флуоресценції 

ГМК ‒ Гідрохлорид метилового ефіру ɛ-амінокапронової кислоти  

ДЦК, DCC – N,Nʹ-дициклогексикарбодиімід 

к.т. ‒ кімнатна температура 

розкл. ‒ розкладається 

Tпл ‒ температура плавлення 

ФБ – фостфатний буфер (100 мМ) 
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Вступ 

Актуальність теми. Останні успіхи наук про життя, медицини та 

біотехнології, значною мірою зумовлені розвитком новітніх флуоресцентних 

технологій. На них ґрунтуються найбільш чутливі та інформативні методи 

детекції та кількісного визначення біомолекул, вивчення їхньої структури, 

функцій, метаболізму та взаємодій з іншими біологічними та синтетичними 

молекулами. Особливий інтерес становлять кон’югати біомолекул із 

флуоресцентними мітками. Сьогодні вони широко застосовуються в дослідженнях 

біомолекулярних взаємодій, секвенуванні нуклеїнових кислот, полімеразній 

ланцюговій реакції (ПЛР), флуоресцентній мікроскопії, імунофлуоресцентному 

аналізі, в технологіях сенсорів і мікромасивів, тощо. Флуоресцентні мітки 

забезпечують чутливість детекції, співставиму з радіоактивними (10-18 моль і 

менше), і при цьому цілком безпечні та зручні в роботі. 

Серед широкого різноманіття органічних барвників частка флуорофорів, із 

блакитним світінням досить мала. При цьому блакитні флуорофори незамінні в 

багатьох біоаналітичних методах, особливо в багатоколірному флуоресцентному 

аналізі, що використовує набір міток з різними максимумами емісії (секвенування 

нуклеїнових кислот, мікромасиви, флуоресцентна гібридизація in situ, візуалізація 

компонентів клітини, тощо). 

Кумарини належать до найважливіших класів флуоресцентних барвників. 

При цьому значна частина відомих інтенсивних фіолетових і блакитних 

флуорофорів є представниками саме цього класу. Перевагою кумаринів як 

флуоресцентних міток є відносно невеликий розмір молекул, що спричиняє 

менший вплив на структуру та міжмолекулярні взаємодії мічених біомолекул. 

Найкращими спектральними характеристиками володіють кумарини, що містять 

вільну чи алкільовану 7-гідроксильну або 7-аміногрупу, а також 

електроноакцепторний замісник у положенні С-3. Ефективними флуорофорами є 

кумарини, що містять у цьому положенні гетероароматичний фрагмент. Їхніми 

перевагами є інтенсивна емісія в діапазоні, в якому випромінює обмежене число 
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барвників інших класів, хімічна та фотостабільність, розширені можливості 

хімічної модифікації. Однак мічення біомолекул 3-гетарилкумаринами до цього 

часу практично не описане в літературі. 

Для ковалентного приєднання флуорофорів необхідно отримати їхні похідні, 

які містять функціональні групи, здатні специфічно реагувати з біомолекулами. 

Дуже поширеним способом кон’югації є реакція аліфатичних аміногруп у складі 

біомолекул із карбокси-модифікованим барвником із утворенням амідного 

зв’язку. Ефективність реакції кон’югації зростає, а вплив приєднаної мітки на 

біологічні властивості біомолекули зменшується, якщо СООН-групу приєднано 

через лінкер оптимальної будови. 

Виходячи з цього, актуальною є розробка способів синтезу карбоксиалкіл-

функціоналізованих 3-гетарилкумаринів, їхньої кон’югації з біомолекулами 

різних класів і дослідження фотофізичних властивостей барвників і кон’югатів. 

Важливим завданням є підвищення водорозчинності флуоресцентних реагентів з 

огляду на те, що більшість біомолекул розчинні у воді і їхню кон’югацію 

проводять у водному чи водно-органічному середовищі.  

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна 

робота виконувалась у відділі синтетичних біорегуляторів Інституту 

молекулярної біології і генетики НАН України в рамках бюджетних тем 

“Вивчення механізму взаємодії 2',5'-олігоаденілатів з кальцій-зв’язуючими 

білками” (2009-2013, № держреєстрації 0108U008528), “Конструювання 

гетероциклічних конденсованих сполук – регуляторів ферментів системи 

біосинтезу нуклеїнових кислот” (2008-2012, № держреєстрації 0110U000978), 

“Дизайн і синтез специфічних лігандів G-квадруплексів та вивчення їхньої 

взаємодії з квадруплексними структурами ДНК” (2013-2017, № держреєстрації 

0112U004217) та “Полімерні кон’югати інгібіторів теломерази прямої та непрямої 

дії: дизайн, синтез і дослідження біологічної активності” (2018-2022, № 

держреєстрації 0117U005081), конкурсних НДР “Нові похідні конденсованих 

гетероциклічних сполук як інгібітори топоізомерази І, протипухлинні засоби та 

реагенти для детекції нуклеїнових кислот” (Програма НАН України 
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“Фундаментальні проблеми створення нових речовин і матеріалів хімічного 

виробництва”, 2014-2016, № держреєстрації 0114U001822) та “Розробка 

технології одержання рекомбінантних біокон’югатів для потреб регенеративної 

медицини та вивчення їхніх властивостей” (Програма НАН України “Геномні, 

молекулярні та клітинні основи розвитку інноваційних біотехнологій”, 2020-2024, 

№ держреєстрації  0120U103332).  

Мета і завдання дослідження. Метою роботи є синтез функціоналізованих 

похідних 3-гетарилкумаринів як потенційних реагентів для ковалентного мічення 

біомолекул, отримання флуоресцентних кон’югатів біомолекул різних класів та 

дослідження спектрально-флуоресцентних властивостей синтезованих барвників і 

кон’югатів. 

Відповідно до мети роботи було поставлено наступні завдання: 

1. Розробити методи синтезу й отримати карбоксиалкіл-функціоналізовані 

похідні кумарину, що містять у положенні С-3 кумаринового ядра фрагмент 

фурану, тіазолу та 4-фенілтіазолу, а також різні замісники у положенні С-7 

барвника.  

2. Синтезувати водорозчинні похідні реагентів, що містять сульфогрупу, із 

збереженням здатної до кон’югації карбоксильної групи.   

3. Отримати флуоресцентні кон’югати 3-гетарилкумаринів з біомолекулами 

різних класів (нуклеозиди, олігонуклеотиди, пептиди, вуглеводи).  

4. Дослідити фотофізичні властивості синтезованих барвників та біокон’югатів. 

Вивчити вплив розчинника та рН на спектральні параметри сполук.   

5. Оцінити можливість використання гетарилкумарин-мічених глюкозамінів 

для візуалізації живих клітин за допомогою флуоресцентної мікроскопії.   

Об’єкт дослідження: карбокси-функціоналізовані 3-гетарилкумарини та 

їхні кон’югати з біомолекулами. 

Предмет дослідження: синтез нових похідних 3-гетарилкумаринів, їхня 

кон’югація з біомолекулами різних класів і спектрально-флуоресцентні 

властивості отриманих сполук. 
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Методи дослідження: органічний синтез, елементний аналіз, адсорбційна, 

іонообмінна та обернено-фазова колонкова хроматографія, гель-фільтрація, 

тонкошарова хроматографія, ЯМР-спектрометрія на ядрах 1Н та 13С, хромато-мас-

спектрометрія, абсорбційна та флуоресцентна спектроскопія, флуоресцентна 

конфокальна мікроскопія.  

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше синтезовано серію 

карбоксиалкіл-модифікованих похідних 3-(2-тіазоліл)-, 3-(2-(4-феніл)тіазоліл)- та 

3-фурил-заміщених кумаринів – зручних реагентів для отримання 

флуоресцентних біокон’югатів шляхом утворення амідного чи естерного зв’язку 

між барвником та біомолекулою. 

З використанням методу активованих естерів вперше отримано мічені 3-

гетарилкумаринами біомолекули різних класів – нуклеозиди, олігонуклеотиди, 

пептид L-трилейцин, D-глюкозамін. Показана можливість прямого (без 

попередньої трудомісткої функціоналізації) мічення нуклеозидів через їхні аміно- 

та ОН-групи розробленими реагентами. Вперше отримано флуоресцентно 

мічений “коровий” (нефосфорильований) (2'-5')-триаденілат – важливий медіатор 

клітинних процесів. 

Вперше отримано водорозчинні похідні 3-(2-тіазоліл), 3-(2-(4-феніл)тіазоліл)- 

та 3-фурилкумаринів для біокон’югації, які містять сульфоалкільну групу. 

Реалізовано два варіанти введення сульфогрупи – в гетероароматичне ядро 

барвника з використанням реакції 7-гідрокси групи з 1,3-пропансультоном та в 

лінкерну групу реагента шляхом приєднання залишку цистеїнової кислоти. 

Досліджено спектрально-флуоресцентні властивості нових реагентів та 

біокон’югатів у метанолі та у водних буферах у широкому діапазоні рН. 

Показано, що спектри поглинання та флуоресценції сполук, що містять фрагмент 

7-гідроксикумарину, є рН-залежними, що дало можливість визначити рКа 

численних барвників і кон’югатів. В нуклеозидних кон’югатах виявлено 

взаємодію хромофору барвника з нуклеозидною основою. 

Вперше досліджено транспорт у клітину кон’югатів 3-тіазолілкумаринів із D-

глюкозаміном з використанням конфокальної флуоресцентної мікроскопії. 
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Практичне значення одержаних результатів. Розроблено препаративні 

методи синтезу нових флуоресцентних реагентів для мічення біомолекул на 

основі 3-гетарилкумаринів, у т.ч. водорозчинних, Барвники збуджуються УФ-

світлом і володіють інтенсивною емісією в блакитному спектральному діапазоні з 

високими квантовими виходами флуоресценції (до 0,85) та значними величинами 

Стоксового зсуву (до 100 нм), що робить їх ефективними мітками біомолекул для 

використання в біологічних дослідженнях та медичній діагностиці. Розроблено 

зручні методи мічення біомолекул різних класів вказаними реагентами, що 

дозволяє отримувати важливі інструменти біологічних досліджень і медичної 

діагностики. Мічені 3-тіазолілкумаринами глюкозаміни є перспективними 

реагентами для флуоресцентної візуалізації живих клітин. 

Особистий внесок здобувача. Пошук і систематизація літературних даних 

за темою дисертації, основна частина експериментальної роботи (синтез та 

встановлення структури сполук, спектроскопічні дослідження), обробка і аналіз 

отриманих результатів, формулювання висновків дисертації зроблені особисто 

здобувачем. Постановку завдань, планування роботи і обговорення результатів 

дослідження та підготовку публікацій здійснено спільно з науковим керівником 

д.х.н. І.Я. Дубеєм. Синтез флуоресцентно мічених олігонуклеотидів проведено 

разом з м.н.с. Л.В. Дубей, дослідження візуалізації клітин методом конфокальної 

флуоресцентної мікроскопії здійснено у співпраці з к.б.н. О.В. Новосильною. 

Апробація результатів дисертації. Матеріали роботи було представлено на 

ІI Всеукраїнській науково-практичній конференції студентів, аспірантів та 

молодих вчених з хімії та хімічної технології (Київ, 2007), 4th International 

Chemistry Conference Toulouse-Kiev (Toulouse, France, 2007), IV Українській 

конференції “Домбровські хімічні читання” (Львів, 2010), III International 

Symposium “Intracellular Signalling and Bioactive Molecules Design” (Львів, 2012), 

International Conference on Advances in Cell Biology and Biotechnology (Львів, 

2015), I International (XI Ukrainian) Conference for Young Scientists “Current 

Chemical Problems” (Вінниця, 2018), XXV ювілейній Українській конференції з 
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органічної та біоорганічної хімії (Луцьк, 2019), ХХXV Науковій конференції з 

біоорганічної хімії та нафтохімії (Київ, 2020). 

Публікації. За темою дисертації опубліковано 14 наукових праць, у т.ч. 5 

статей у фахових виданнях, що індексуються у міжнародних наукометричних 

базах даних (зокрема, 3 статті в журналах що індексуються Scopus), 1 стаття у 

збірнику наукових праць та тези 7 доповідей на наукових конференціях.  

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається зі вступу, 

літературного огляду (розділ 1), трьох розділів із викладом та обговоренням 

експериментальних даних (розділи 2-4), висновків, списку літератури (232 

посилання) та двох додатків. Дисертаційна робота налічує 176 сторінок 

друкованого тексту та містить 69 схем, 5 таблиць та 71 рисунок.  
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Розділ 1. Синтез та спектрально-флуоресцентні 

властивості кумаринів (літературний огляд) 

Вступ 

Мітки для біомолекул це ‒ речовини, які звʼязуються із біомолекулами та 

володіють специфічнии властивостями, що дозволяють їх детектувати. 

Звʼязування може відбуватися як із утворенням ковалентних звʼязків так і за 

рахунок інших видів взаємодії. Часом методи звʼязування міток та біомолекул 

поділяють на біоконʼюгаційні та генноінженерні. В найширшому значенні, під 

«зв’язуванням методами біокон’югації» розуміють звʼязування двох молекул 

разом, одна з яких є біомолекулою, таким чином, щоб утворився стабільний 

комплекс [1]. Переважно це досягається утворенням ковалентних зв’язків 

методами органічної хімії [2]. Прикладами введення мітки методами генної 

інженерії є отримання рекомбінантних білків, складовою частиною яких є зелений 

флуоресцентний білок [3] чи генетично закодований тег із яким селективно 

взаємодіють органічні барвники [2, 4]. «Специфічні властивості», які затребувані 

в сфері наук про життя, це ‒ флуоресценція, фосфоресценція, хемілюмінісценція, 

афінність, радіоактивність, та ін. Носіями цих властивостей можуть виступати 

низькомолекулярні органічні речовини, металокомплекси, полімери, колоїдні 

частинки. Очевидно, що як мітка так і біомолекула не повинні втрачати чи 

суттєво змінювати свої ключові властивості.  

Довгий час найбільш використовуваною «специфічною властивістю» в сфері 

наук про життя була радіоактивність. Але зараз переважаючими стали так звані не 

радіоактивні мітки, як то флуоресцентні, хемілюмісцентні, афінні та ін. З-поміж 

них найпопулярнішими є флуоресцентні [5]. Вони використовуються для якісного 

та кількісного аналізу біомолекул, дослідження їх структури, функцій та 

міжмолекулярних взаємодій у різних областях біомедичних досліджень. У науках 

про життя використовуються, як барвники спектральні властивості яких не 

залежать від параметрів системи, так і барвники у яких вони залежні. Перші іноді 
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називають «постійними мітками», а останні зондами [6]. Зонди можуть реагувати 

на зміну полярності середовища, рН, концентрації певних іонів, та ін.  

Загальними вимогами до флуоресцентних міток є водорозчинність, висока 

інтенсивність випромінювання, фотостабільність, низький ступіннь агрегації 

барвника із біомолекулами, низька токсичність, вузькі смуги поглинання та емісії. 

Іноді важливо, щоб мітки мали малі лінійні розміри, наприклад, у випадку 

проникнення у клітину через білки-транспортери, такі як GLUT [7]. 

Хромофорами на основі яких створено багато флуоресцентних міток є 

кумарини (1), флуоресцеїни (2), родаміни (3), пірени (4), ціаніни (5), феноксазини 

(6), акридини (7), карбопіроніни (8), BODIPY (9), та ін. (Рисунок 1.1). 

 

Рисунок 1.1 Деякі поширені класи флуоресцентних барвників. 

Флуоресцентні барвники, які використовують для ковалентного мічення 

біомолекул, функціоналізують групами, які придатні для реакцій біоконʼюгації [2, 

8]. Переважно між цими групами та барвником є алкільний лінкер невеликої 

довжини. Його введення покращує протікання реакції біоконʼюгації та зменшує 

вплив мітки на біомолекулу. Поширеними функціональними групами є 
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карбоксильна (1), аміно (2), малеімідна (3), йодацетамідна (4), азидна (5), 

алкінільна (6) триарилфосфінова (7) та ін. (Рисунок 1.2).  

 
Рисунок 1.2 Деякі поширені реакції біоконʼюгації. 

Останніх два десятиліття, у біоконʼюгаційній хімії, розвиваєються напрямок 

біоортогональних реакцій [9]. До них належать реакції між двома 

функціональними групами яких немає у живих організмах, наприклад клік реакції 

[10]. Їх перевагою є те, що вони дають можливість селективно мітити мішень у 

живому організмі.  
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1.1. Оптичні властивості кумаринів та флуоресцентні мітки для біомолекул 

1.1.1. Спектральні властивості кумаринів. 

Незаміщений кумарин має слабку флуоресценію [11]. Але його похідні із π-

донорними групами у положенні С-7 мають високий квантовий вихід. Серед них 

найяскравішим є похідні із вільними чи алкілованими 7-NH2 чи 7-OH групами. З 

поміж них, добре відомою ковалентною міткою є АМСА (1.1) та його 6-

сульфохідне 1.2 [12] (Рисунок 1.3), а також 7-гідроксикумарин 1.3 та його дифтор 

похідне 1.4 [13]. Сполуки 1.1 та 1.2 мають λmax поглинання та емісії 345 нм (ε = 

15,5 та 19×10-3 М-1×см-1) та 430 нм відповідно, а у фенолятної форми сполук 1.3 та 

1.4 ці значення 360 нм (17 та 18,7×10-3 М-1×см-1) та 450-459 нм відповідно. Висока 

інтенсивність емісії та батохромний зсув усіх максимумів спостерігається у моно- 

та диалкіаміно похідних 7-амінокумарину. Найбільші зміни мають похідні із 

юлолідоновим фрагментом [14, 15].  

 

Рисунок 1.3. Структури сполук 1.1, 1.2, 1.3 та 1.4. 

Для 7-гідроксикумарину та його похідних, у водному середовищі, 

харктерний внутрішньомолекулярний перенос протону у збудженому стані. Після 

поглинання фотону протон 7-ОН групи переміщується на карбонільний атом 

кисню (С-2). Це явище спричинене сильним підвищення основності С-2 

карбонільної групи [16] та, наймовірніше, протікає завдяки естафетному руху 

протну через молекули води [17–19]. Уведення π-донорних замісників у інші 

положення кумаринового ядра також призводить до батохромного зсуву 

максимумів поглинання та півищення коефіцієнтів екстинкції та інтенсивності 

емісії, але ці зміни дещо нижчі ніж у 7-гідрокси похідних [20, 21]. 7-Меркато-4-

метилкумарин, навідміну від його 7-гідроксианалога, має низьку інтенсивність 

флуоресценції, але вона суттєво підвищується, якщо тіогрупа алкілована [22]. 
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Електроноакцепторні замісники введені у положення С-3 спричиняють 

батохромний зсув макимумів поглинання та емісії, а також підвищення 

квантового виходу. У літературі описано досліження таких функціональних груп 

як карбоксильна, естерна, амідна, ацетильна, альдегідна, ціано [23, 24]. 

Популярними флуоресцентними мітками серед цих похідних кумарину (Рисунок 

1.4) є 7-гідрокси-3-карбокси кумарин (1.5) та його 6,8-дифторпохідне 1.6 [13].  

 

Рисунок 1.4. Структури сполук 1.5 та 1.6. 

У літературі описано вивчення також гетероароматичних циклів із π-

акцепторними властивостями. Переважна більшість із них є похідними 7-аміно- та 

7-гідроксикумарину [25–29]. Найпоширенішими є публікації із бензанельованими 

пʼятичленними гетероциклами такими як бензотриазол [30], бензотіазол [31], 

бензоксазол [32], бензімідазол [33], селеноімідазол [33].  

Розширення хромофору кумаринів має декілька основних напрямкі, а саме 

анелювання із бензольними та гетарильними циклами, введення π-конʼюгованих 

замісників у положення С-3. Декілька останніх десятилітть анельовані похідні 

кумарину привертають все більше уваги. Прості бензо похідні мають суттєво 

більші Стоксові зсуви, але нижчі квантові виходи флуоресценції [34]. Сполуки, 

які містять анельовані по звʼязку “с” два ядра кумарину (1.7) (Рисунок 1.5), чи 

бензкумарину описані у статті [35]. Найвищий коефіцієнт екстинкції та квантовий 

вихід має структура 1.8. Бензо-[f]-кумарини із НО-групою у положеннях С-6, С-8 

та гетероароматичними циклами у С-3 вивчалися у роботі [36]. Загалом у них 

батохромно зміщені максимуми поглинання та флуоресценції відносно їх не 

бензанельованих аналогів. Бензо-[d]-кумарини із оксадиазоловим циклом та без π-

донорних замісників описані у роботі [37]. Ці сполуки поглинають біля 400 нм та 

випромінюють при ~455 нм із квантовим виходом до 0,95. 
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Рисунок 1.5. Структури сполук 1.7 та 1.8. 

Другим методом досягнення великих батохромних зсувів максимумів 

поглинання є введення одного [38, 39] чи кількох [39, 40] подвійних звʼязків у 3-

гетарилкумарини (Рисунок 1.6).  

 

Рисунок 1.6. Структури сполук 1.9 та 1.10. 

Описані також борні комплекси похідних 4-гідрокси-3-кетокумарину [41]. 

Описані імінопохідні 3-форміл та 3-кетопохідникумаинів [42]. Розширення 

хромофору також досягають введеденням подвіних [43] та потрійних звязків [35] 

із ароматичними циклами у положення С-7. 

1.1.2. Загальна характеристика кумаринових флуоресцентних міток. 

Цей клас речовин використовується для флуоресценного мічення біомолекул 

більше 50 років. Переважно це сполуки, які поглинають світло в ультрафіолетовій 

та синій області, а випромінюють у синій та синьо-зеленій. Кумарини входять у 

всі комерційні серії флуоресцентних міток (Aleksa Fluor, Atto dyes, DY light, та 

ін.), як реагенти для вказаного спектрального діапазону. 

Найбільш яскраве світіння мають 7-аміно та 7-гідрокси похідні із алкільними 

замісниками у гідрокси та аміногрупах. Найпоширенішим підходом для 

батохромного зсуву максимкмів поглинання та випромінювання є введення 

електроноакцепторного π-спряженого замісника у положення С-3. Серед 
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флуоресцентних міток для біомолекул до найбільш ранніх груп у цьому 

положенні належать карбоксильна та фенільна. Також описані похідні із ядрами 

бензтіазолу, піридину та гетероцикли, які звʼязані через транс-подвійний звʼязок. 

Хемосенсори для якісного та кількісного визначення низькомолекулярних 

сполук на основі кумаринів, не будуть тут розглядатися в цій роботі [44, 45]. 

1.1.3. Похідні 7-амінокумарину.  

7-Амінокумарини належать до найбільш інтенисвних флуорофорів, які 

випромінюють у синьо-зеленій області спектру. Вони входять у комерційні серії 

барвників такі як: Alexa Fluor® (Ivitrogen, США) [46], ATTO dyes (ATTO-TEC 

GmbH, Німеччина) [47], Janelia Fluor® (Janelia research campus (Медичний інститут 

Говарда Г'юза (Howard Hughes medical institute), США) [48] та їх дейтеровані 

аналоги [49], DyLight Fluor® (Diomics GmbH, Німеччина та Thermo Scientific, 

США), CF® (Biotium, США). Структура барвників серії CF точно невідома, але 

судячи з патенту [50] це пегильовані похідні 7-аміно та 7гідроксикумарину 

(наприклад барвник 1.11, Рисунок 1.7).  

 

Рисунок 1.7. Структури сполук 1.11 та 1.12. 

Найпростішим представником цього класу сполук, що широко 

використовувався для флуоресцентного мічення біомолекул, є 7-аміно-4-

метилкумарин ацетат (АМСА, (1.1), Рисунок 1.3). Його комерційними аналогами 

є Alexa Fluor™ 350 (1.2, Рисунок 1.3) та DY-350 (1.12), Рисунок 1.7). Ці сполуки 

поглинають в УФ-області (ε 19000 см-1М-1), а випромінюють у синій: АМСА (350 / 

433 нм), Alexa Fluor™ 350 (346 / 455 нм), DY-350 (353 / 432 нм). 
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Моноалкіламіно похідні 7-амінокумарину рідше використовують для 

флуоресцентного мічення біомолекул. Так, фірмою ATTO-TEC запатентовано 

кілька сульфованих похідних кумарину, які мають високу водорозчинність та 

понижену здатність до агрегації [51] (Рисунок 1.8). Їх максимуми поглинання 

знаходяться в УФ-області а емісії у синій: 1.13 (354/453 нм) та 1.14 (348/449 нм).  

 

Рисунок 1.8. Структури сполук 1.13 та 1.14. 

Найчисельнішою групою кумаринових міток є 7-диалкіламіно похідні. Вони 

представлені сполуками із н-алкільними замісниками (Ме, Et), циклічними 

алкіламінами (азетидин) та барниками у яких π-спряження аміногрупи із 

кумариновим циклом стабілізоване одним або двома шестичленними циклами.   

7-Детиламінокумарин використали для одержання аналогів амінокислот (1.15), 

які можна придатніи для мічення пептидів та природніх сполук [52] (Рисунок 1.9). 

У літературі описано використання 7-диетиламіно-3-карбокси кумарину. Фірма 

Diomics пропонує його сульфофане похідне із карбоксигрупою введеною у н-

алкільний замісник аміногрупи (1.16) (Рисунок 1.9).  

 

Рисунок 1.9. Структури сполук 1.15 та 1.16. 

У літературі, також, описано 3-гетарильні похідні 7-диалкіламінокумарнів. 

Так, похідне 3-[бензтіазол-2-іл]-7-диалкіламінокумарину  запропоновано для 

мічення амінофукціоналізованих нуклеозидтрифосфатів [53]. Карбоксиалкільна 
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група введена у 7-аміногрупу, а для конденсації із NH2-групою синтезували NHS 

та сульфо-N-оксисукцинімідний (1.17) активовані ефіри (Рисунок 1.10). Фірма 

Dyomics пропонує 7-аміно похідні із піридинієвою групою у положенні С-3 (1.18, 

Рисунок 1.10). Особливістю цієї сполуки є вузькі смуги поглинання (λmax 488 нм) 

та емісії (λmax 559 нм), а також великий Стоксі зсув (71 нм). Також, вона пропонує 

аналоги барвника 1.18, які містить подвійні зв'язок між ядрами кумарину та 

піридину. Їх ε становить 50000 см-1М-1, а λmax поглинання та емісії знаходяться в 

діапазоні 497-526 нм та 631-666 нм відповідно. Аналог 1.18 із алкіл-азидною 

групою використаний для мічення нуклеозидів функціоналізованих алкінільною 

групою [54]. 

 

Рисунок 1.10. Структури сполук 1.17 та 1.18. 

Барвники серії Janelia Fluor це зокрема похідні кумарну, у яких аміно групою 

є аліфатичний циклічний амін азетидин [55] (1.19, Рисунок 1.11). Медичний 

інститут Говарда Г'юза також запатентував барвники із пердейтерованими 

циклічними амінами, які мають вищу фотостабільність та квантовий вихід [49] 

(наприклад 1.20, Рисунок 1.11).  

 

Рисунок 1.11. Структури сполук 1.19 та 1.20. 

Мітки із одним шестичленним циклом, який стабілізує π-спряження 

аміногрупи із кумариновим циклом входять у такі комерційні серії барвників, як 

Alexa Fluor® (1.21), ATTO (1.22, 1.23) та DyLight Fluor® (1.24, 1.25, 1.26, 1.27) 
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(Рисунок 1.12). Максимуми поглинання та емісії цих барвників маю такі 

значення: 1.21 (430 / 540 нм), 1.22 (390 / 456 нм), 1.23 (439 / 485 нм), 1.24 (444 / 

487 нм), 1.25 (442 / 496 нм), 1.26 (512 / 590 нм), 1.27 (510 / 595 нм).  

 

Рисунок 1.12. Структури сполук 1.21, 1.22, 1.23, 1.24, 1.25, 1.26, та 1.27. 

Серед 7-диалкіламінокумаринів зустрічається використання похідних із 

юлолідоновим фрагменттом. Так у статті [56] описано синтез сполуки 1.28, яка 

містить азидну групу та її конʼюгацію із пептидом функціоналізованим 

алкінільною групою (Рисунок 1.13). Також, запропоновано кумаринову мітку 

(1.29, Рисунок 1.13), яку звʼязують із біомолекулами реакцією Штаудінгера 

(реакція 7, Рисунок 1.2). Вона не флуоресцентна, але після конʼюгації зʼявляється 

інтенсивне світіння [57].  

 

Рисунок 1.13. Структури сполук 1.28, та 1.29. 
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1.1.4. Похідні 7-гідроксикумарину. 
З поміж 7-гідроксикумаринів, найбільш короткохвильове поглинання та 

випромінювання мають похідні із алкільними замісниками в ядрі, наприклад 7-

гідрокси-4-метил-3-метилкарбоксикумарин (1.3) та його 6,8-дифторпохідне (1.4) 

відоме під назвою	 Marina Blue™ (Рисунок 1.3). Для флуоресцентної детекції 

нейроменідази грипу одержали конʼюгати сіалових кислот із 7-гідрокси-4-

метилкумарином утворенням глікозидного звʼязку із фенольним гідроксилом 

барвника [58] (1.30, Рисунок 1.14)). Гельм та співавтори запропонували похідне 7-

гідрокси-4-бромометилкумарину для селективного мічення тіоуридину у т-РНК 

[59] (1.31, Рисунок 1.14). Флуоресцентні аналоги амінокислот, які містять 

фрагмент 7-метоксикумарину, синтезували для мічення пептидів та природніх 

сполук [52]. 

 

Рисунок 1.14. Структури сполук 1.30, та 1.31. 

Популярним барвником цієї групи кумаринів є 7-гідрокси-3-

карбоксикумарин (1.5) та його 6,8-дифторпохідне 1.6) відоме під назвою	Pacific 

Blue™ (Рисунок 1.4). Барвник (1.5) використаний у FRET-системі як донор для 

флуоресцеїну [60], а для зменшення утворення контактної пари між двома 

барниками ковалентно приєднали бета-циклодекстрин, який утворює комплек 

включення із похідним кумарину. Також, запропоновані конʼюгати амінокислоти 

із похідним 7-гідрокси-3-карбокси кумарину, які придатні для звʼязування із 

пептидами та пептидоміметиків та наступного їх біоортогонального мічення [61]. 

Фірма Dyomics пропонує у своєму каталозі похідне 7-гідрокси-3-карбокси 

кумарину (1.32, Рисунок 1.15). Його фенолятна форма має такі оптичні 

характеристики: ε = 35000 см-1М-1, а λmax поглинання та емісії 405 та 460 нм.  

Рубінет та спів. ав. опублікували кілька (1.33, 1.34, Рисунок 1.15) похідих 7-
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гідрокси кумарину із бензімідазольним циклом у положенні С-3 та 

сульфогруапами для підвищення водорозчинності [33]. Але більшість із цих 

сполук не були отримані в кількостях достатніх для визначення коефіцієнту 

екстинкції.  

 

Рисунок 1.15. Структури сполук 1.32, 1.33, та 1.34. 

3-Азидо-7-гідроксикумарин є нефлуоресцентним, але реагуючи із 

алкінільною групою утворюється π-акцепторний триазиновий, що призводить до 

появи інтентенсивної флуоресценції (Схема 1.30). Цю сполуку використали для 

мічення білків у живих клітинах [62], алкін-функціоналізованих ліпідів in vitro 

[63] та ін.  

1.1.5. Інші похідні кумарину. 

У статті [64] описано мічення білків in vitro та in vivo 6,7-диметокси-4-

хлорометилкумарином (1.35) та його радіоактивним 3-І125-похідним (1.36) 

(Рисунок 1.16). Реакція протікає між «активним хлором» міток та HS-групами 

білків.  

 

Рисунок 1.16. Структури сполук 1.35, 1.36, та 1.37. 

Лебланк та спів. ав. синтезували флуоресцентний аналог триптофану 1.37 

(Рисунок 1.16) використавши 6,7-диметоксикумарин, як хромофор [65]. Конʼюгат 

глюкозаміну із 8-диметиламіно-3-карбокси-бензо[h]кумарином використали для 
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вичення β-клітин підшлункової залози [66]. У статті [61] описані конʼюгати 

похідних 6-гідрокси-3-карбокси кумарину (1.38, Рисунок 1.17) із амінокислотами, 

які придатні для звʼязування з пептидами і пептидоміметиками, а також придатні 

для подальшого біоортогонального мічення. Фірма Dyomics пропонує похідне 

кумарину із метоксигрупами у положеннях С-7 і С-5 та гідрокси у С-4 (1.39, 

Рисунок 1.17). Його ε = 90000 см-1М-1, а λmax поглинання та емісії становлять 494 

та 512 нм відповідно. 

 

Рисунок 1.17. Структури сполук 1.38, та 1.39. 

Похідні бензо[f]кумарину (1.40) та 5,7-диметокси кумарнну (1.41) 

функціоналізовані алкінільною групою, а також конʼюгатии із азидонуклеозидами 

описані у статті [67] (Рисунок 1.18). Максимуми поглинання та емісії останніх 

становлять 350 і 419 нм (1.40) та 323 і 427 нм (1.41) відповідно.  

 

Рисунок 1.18. Структури сполук 1.40, та 1.41. 

1.2. Методи синтезу кумаринів та реакція розкриття лактонового циклу у 
сильно лужному середовищі 

1.2.1. Огляди літератури присвячені синтезу кумаринів.  

Кумарини, як клас речовин відомий близько 200-т років [68]. Причиною 

постійного інтересу до цього класу сполук є їх оптичні властивості та широка 

біологічна активність. Як наслідок, методам синтезу кумаринів присвячено багато 
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літературних оглядів, або вони є частною оглядів літератури зосереджених на 

певному їх використанні.  

Найновіший із них містить розділ зосереджений на реакції Пехмана [69]. 

Другий, хоча й присвячений переважно біологічній активності, але містить 

невеликий розділ із рідкісними реакціями та методами синтезу [70]. Тут описано 

використання проточних реакторів, специфічних фотохімічних реакцій, 

мікрохвильового опромінення, та ін. Огляд [71] зосереджений на різноманітних 

методах, які відносяться до зеленої хімії. Він описує використання іонних рідин, 

глибоко евтектичних розчинників, мікрохвильового та ультразвукого 

випромінювання, синтез без рочннників, механосинтез, багатокомпонентні 

реакції, та ін. у реакціях Кневенагеля, Пехмана, Віттіга та ін. Ці ж автори 

опублікували інший огляд літератури, у якому методи синтезу кумарнів розділені 

на три групи у залежності від використаних вихідних сполук: із альдегідів, із 

фенолів та із кетонів [72]. Синтезу 4-арилкумаринів методами цикізації, 

ариилювання активованих та не активованих у положенні С-4 кумаринів, та 

іншими методами розглянуто в огляді [73]. Салем та спів. авт. описує різноманітні 

реакції використані для утворення кумаринового циклу [74]. Тут розглянуто такі 

реакцій як: Пехмана, Кневенагеля, Перкіна, Байліса-Хілмана, Хорнера-Водсворта-

Еммонса та ін. Ментесе та Кахвесі підсумували використання мікрохвильового 

випромінювання за період 2007-2018 рр. [75]. Синтез кумаринів із анельованими, 

π-конʼюгованими та безпосередньо не звʼязаними із ядром кумарну гетарильними 

циклами розлянуто у роботах [76, 77]. Огляд [78] присвячений різним методам 

отримання кумаринів опублікованих у період 2008-2018 років. Робота [79] 

зосереджена на реакції Кневенагеля. Вона описує використання таких каталіторів 

цієї реакції, як органічні основи (піперидин, етанольний розчин аміаку, DBU, L-

лізину та L-проліну), іонні рідини, гетерогенні тверофазні та неорганічні 

каталізатори та ін. Публікація [80] описує одержання простих та різноманітних 

гетарилзаміщених кумаринів використовуючи не традиційні методики та джерела 

енергії. Використання каталізу перехідними металами зібрано у роботі [81]. Огляд 

літератури [82] хоча й переважно присвячений біологічній активності похідних 
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кумарину, але містить розділ, що підсумовує літературу за період 2015-2018 рр, де 

описано використання реакції Пехмана, рідкісних методів синтезу та ін. Робота 

[83] аналізує літературу за період 1990-2003 рр. де описано синтез та біологічну 

активність простих кумаринів. Використання похідних кумарину як реактантів у 

реакціях Стілле, Хека, Сузукі, Соногашіри та подібних за період 2001-2020 років 

описану у статті [84]. Реакції каталізовані такими металами, як палладій, золото, 

нікель, мідь та ін. для отримання похідних кумарину за перод 1998-2018 рр. 

розглянуто у роботі [85]. Оптичні властивості та методи синтезу кумаринів 

анельованих із бензольними та гетероароматичними циклами розлянуті у [34].  

1.2.2 Методи утворення кумаринового циклу. 

 

Рисунок 1.19. 
Нумерація атомів 

кумаринового циклу. 

Усі методи утворення кумаринової системи 

грунтуються на добудові до фенільного фрагменту (цикл А, 

Рисунок 1.19) лактонового циклу (цикл В). Переважно це 

досягається реакціями, які утворюють звʼязки між 

атомамами С-4 та С-10, а також між атомами С-3 та С-4. 

Методів утворення звʼязку С-2–С-3 є дуже мало. У цьому 

пункті розглянуто підходи до утворення кумаринового 

ядра, які систематизовані відповідно до утворення зазначених вище вʼязків. 

Утворення звʼязку С-4–С-10, досягають взаємодією фенолів із карбонільними 

сполуками, коричними кислотами чи їх нітрилами, пропіоловими кислотами, а 

також взаємодію о-галогенфенолів із ненасиченими сполуками при каталізі 

перехідними еталами. 

Один із найстаріших методів синтезу кумаринів є конденсація Пехмана [86] 

(Схема 1.20). Ця реакція переважно використовується для одержання похідних 

заміщених у четвертому положенні.  

 

Схема 1.20. Утворення кумаринового циклу конденсацією Пехмана. 
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У реакцію конденсції із фенолами вступають також α-ціаноацетофенони при 

каталізі AlCl3 із утворенням імінокумаринів (Схема 1.21) [87]. 

 

Схема 1.21. Синтез кумаринів взаємодією фенолів та α-ціаноацетофенонів. 

Пропіолові кислоти можуть алкілувати феноли із утворенням кумаринів. Ця 

реакція може відбуватися, як внутрішньомолекулярно, так і міжмолекулярно 

(Схема 1.22). У першому випадку спочатку отримують естер фенолу та 

пропіолової кислоти, який циклізують у наступній стадії. Цей підхід 

використовують для отримання 4-арилкумаринів [73, 88]. 

 

Схема 1.22. Утворення кумаринового циклу взаємодією фенолів та пропіолових кислот. 

Другим прикладом реакції С-алкілування для утворення кумарнового циклу є 

взаємодія із акриловими чи коричними кислотами в умовах кислотного каталізу із 

наступним окисненням утворених дигідрокумаринів дихлородиціанохіноном 

(Схема 1.23). Продуктами тут також є 4-арилкумарини [73]. 

 

Схема 1.23. Утворення кумаринового циклу взаємодією фенолів та коричних кислот. 

У роботі [89] запропоновано одержання 3,4-арилкумаринів взаємодією 

арилтіокарбаматів із диарилалкінами в умовах каталізу сполуками родію (Схема 

1.24). У подібних умовах можливе одержання імінокумаринів, якщо її проводити 

у присутності сульфонамідів [90]. 
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Схема 1.24. Синтез кумаринів взаємодією арилтіокарбаматів із диарилалкінами. 

Взаємодія о-галогенфенолів із алкінами у присутності монооксидувуглецю 

протікає при каталізі перехідними металами [91] (Схема 1.25). СО 

використовують як у газоподібному стані так і у звʼязаному (Мо(СО)6) [92]. 

 

Схема 1.25. Синтез кумаринів взаємодією о-галогенфенолів, алкінів та СО. 

Використання реакції Хека із одночасною циклізацією у кумарин описано у 

сттатті [93] (Схема 1.26). 

 

Схема 1.26. Утворення кумаринового циклу реакцією Хека. 

Для утворення звʼязку С-3–С-4 вихідними речовинами переважно є похідні 

о-гідроксибензальдегідів та о-гідроксиацетофенонів, які конденсують із 

активованими метиленовими група в умовах таких реакцій як Кневенагеля [94], 

Перкіна [95] та Констанецього-Робінсона. Також використовуть взаємодію цих 

вихідних сполук із ілідами фософру у реакції Віттіга [96] та акриловими ефірами 

в реакції Байліса-Хілмана. 

Прикладом реакції Костанецького є одержання 4-фенілкумарину та його 3-

алкілзаміщених похідних [97]. 

Взаємодія похідних саліцилового алдегіду із ілідами фосфору може 

протікати як із утворенням Е-ізомерів коричних кислот [98] так із утворенням 

одразу кумаринів [99]. Яка із сполук буде кінцевим продуктом конденсації, 
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ймовірно залежить від температури протікання реакції. У роботі [100] описано 

внутрішньомолекулярну реацію Віттіга.  

Похідні саліцилового алдегіду у присутності трет-амінів реагують із 

акриловими кислотами із утворенням адуктів Байліса-Хілмана [101, 102], які далі 

можна перетворити на кумарини, наприклад у 3-хлорометильні похідні дією HCl 

та Ас2О у НОАс (Схема 1.27) [103]. 

 

Схема 1.27. Утворення кумаринового циклу реакцією Байліса-Хілмана. 

Утворення звʼязку С-2–С-3 для формування кумаринової системи 

зустрічається рідко. Основною причиною, ймовірно, є велика кількість доступних 

методів синтезу із використанням дешевих синтонів для інших реакції. 

Прикладом утворення цього звʼязку є ацилювання диетилкарбонатом о-

гідроксиацетофенонів у присутності трет-бутоксиду калію (Схема 1.28) [104].  

 

Схема 1.28. Синтез кумаринів із утворення звʼязку С-2–С-3. 

Другим прикладом є взаємодія алкінів та монооксидувуглецю із о-

галогенфенолами в умовах каталізу перехідними металами, яка описана вище 

(Схема 1.25). 

1.2.3 Синтез 3-гетарилкумаринів. 

Методи одержання кумаринів із гетероароматичними циклами у положенні 

С-3 умовно можна розділити на два основних піходи: у першому вони 

утворюються піч-час формування кумаринової системи, а у другому гетарильй 

фрагмент вводиться модифікацією замісника у положенні С-3.  

Реакція, яка часто використовується в межах першого підходу це 

Конденсація Кневенагеля (Схема 1.29). Вона особливо ефективна якщо 
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гетероцикл має сильні електроноакцепторні властивості і як наслідок підвищену 

рухливість протонів метиленової групи. Цією реакцією синтезували похідні із 

циклами 2-тіазолу [105], 2-бензотіазолу [31, 36, 106–110], 1- та 2-бензотриазолу 

[30], 2-хінолільним [111], 2-фурильним [111], 2-бензімідазольним [36, 108], та 

заміщеним 2-бензімідазольним [112], п-арилоксифенільним [113], 

феноксиалкільним [114].  

 

Схема 1.29. Утворення кумаринового циклу конденсацією Кневенагеля. 

3-Гетарилкумарини у рамках друго підходу можна одержати, як методами 

синтезу цільового гетероциклу, використавши як синтон кумарини із придатною 

функціоналною групою у положенні С-3, так і безпосерееднім утворенням С–С 

звʼязку між похідними кумарину та цільового гетероциклу.  

Добудова гетарильного фрагменту до С-3 заміщеного кумарину широко 

використовується на практиці. У літературі описано перетоврення багатьох 

функціональних груп. 

Нітрильна група, реагуючи із азид-аніоном по механізму [3+2]-

циклоприєднання, утворює тетразоловийо цикл [115]. 

Альдегідна група 7-диетиламіно-3-формілкумарину реагуюючи із 

тозилметилізоціанідом утворює незаміщений оксазоловий цикл [27]. А при 

взаємодії 3-форміл-7-гідроксикумарину із похідними о-фенілендиаміну у 

присутності Na2S2O5 утворюється бензімідазоловий цикл [33]. 

Алкінільна група у положенні С-3, також, реагує із азидною із утворенням 

триазиново циклу [116].  

Азидна група при взаємодії із алкінами та каталізі Cu1+ утворює триазиновий 

цикл [117] (Схема 1.30). Особливісю цієї реакції є те, що 3-азидокуарини не 

флуорецентні, а продукт реації «3-тризинокумарини» інтенсивно флуоресціюють. 

Ця властивість використовується для мічення біомолекул, а також є як прикладом 

«клік-реакції» так і «біоортогогональної реакції» у біоконʼюгаційній хімії. 
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Схема 1.30. Синтез похідних 3-[триазин-1-іл]кумарину. 

Галогенацетильна група взаємодіє із тіоамідами утворюючи тіазоловий цикл. 

Останній звʼязаний своїм С-4 положенням із кумариновим ядром (Схема 1.31) [27, 

118–120].  

 

Схема 1.31. Приклад синтезу похідних 3-(тіазол-4-іл)кумарину. 

α-Бромметилкетони, які звʼязані із кумарновим циклом своїм α-положенням 

при взаємодії із тіоамідами утворюють 5-коумаринілтіазоли [121] (Схема 1.32). 

 

Схема 1.32. Приклад синтезу похідного 3-(тіазол-5-іл)кумарину.  

α-Азидокетони реагуючи із трифенілфосфіном та ацилхлоридами утворюють 

2-заміщеніоксазоли звʼязані своїм С-5 положенням із кумариновим ядром [27, 29]. 

Фенілгідразони та семікарбазони похідних 3-ацетилкумарину циклізуються у 

піразоли в умовах реакції Вільсмаєра. Ці сполуки далі можна перетворити на 

похідні індолу дією поліфосфорної кислоти [122]. 

Карбоксигрупа реагує із о-фенілендиаміном із утворенням бенімідазольного 

циклу [123]. Естерна група взаємодіє із 2-тіоаніліном із утворення бензтіазолового 

циклу [124]. Амідна та заміщена аміднагрупи утворюють оксазоли звʼязані 

положенням С-2 із кумариновим ядром при взаємодії із α-галогенметилкетонами 

[27]. Тіоамідна реагуючи із галогенметилкетонами утворює тіазоловий цикл [27]. 
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Карбогідразиднагрупа при взаємодіїї із карбоновими кислотами у присутності 

РОСl3 [37] або орто-ефірами [27] утворює оксадіазоловий цикл. ЇЇ взаємодія із 

монооксидом азоту утворює оксатриазоловий цикл, але ця реакція описана для 

використання у аналітичних цілях, а не препаративних [125]. Ортоефіри рагуючи 

із карботіогідразидами утворюють тіодіазоловий цикл [27]. А якщо NH2-фрагмент 

карбогідразидноїгрупи ацильований, то взаємодія із естерами ціаноцтовихкислот 

чи малонодиефірами утворює діазоловий цикл (Схема 1.33) [126]. 

 

Схема 1.33. Приклад утворення діазолового циклу у положенні С-3 кумарину.  

У 4-гідроксикумарну СН фрагмент циклу у положенні С-3 поводиться як 

активована метиленова група, вступаючи у реакції альдольної конденсації. Цю 

властивість використали у чотирьохкомпонентній реакції продуктом якої є 4-

гідроксикумарин із пентазаміщеним пірольним циклом [127] (Схема 1.34). 

 

Схема 1.34. Приклад утворення пірольного циклу у положенні С-3 кумарину.  

Кумарини, які у положенні С-3 містять фрагмент халкону із арильним 

замісником можуть циклізуватися у 3-((3,4-феніл)фур-1-іл)кумарини [128] в 

умовах реакції приєднання Міхаеля (Схема 1.35). А при взаємодії із 

фенілгідразином чи його похідними утворюються відповідні піразоліни [129]. 

 

Схема 1.35. Приклад утворення фуранового циклу у положенні С-3 кумарину. 
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Халконовий фрагмент реагує у присутності ацетату аммонію із 

малонодинітрилом із утворенням заміщеного піридинієвого циклу (Схема 1.36), а 

із ефіром ціаноцтової кислоти із утворенням заміщеного 2-піридону (Схема 1.36). 

Ці перетворення були реалізовані у чотирьохкомпонентних реакціях у яких 

халконовий фрагмент генерувався in situ [130].  

 

Схема 1.36. Приклад утворення піридинового циклу у положенні С-3 кумарину.  

Прикладами безпосереднього утворення С–С звʼязку між похідним кумарину 

та гетероциклу є заміщення галогену в умовах реакції Сузукі, Стілле та 

фотохімічне арилювання. Реакцію Сузукі використали для отримання 

флуоресцентних похідних кумарину із фурильним, тієнільним та бензфурильними 

циклами [131], а також із заміщеним арильним [88]. А заміна галогену на 2-

тієнільний та 4-піридинієвий фрагменти в умовах реакції Стілле описана у роботі 

[38]. 3-Бромкумарин реагує із бензтіазолом та бензоксазолом у присутності CuI та 

каталітичних кількостей Pd(PPh3)4 [132]. Фотохімічна реакція між 3-

бромокумарином та різними ароматичними сполуками, такими як тіазол, фуран, 

піррол, бензол та ін. із утворенням відповідних 3-гетарилзаміщених кумаринів 

вивчалася у роботі [133]. 

Введення гетарильного фрагменту у положення С-3 кумарину може 

відбуватися до формування кумаринового циклу. Так похідні 2-

гідроксиацетофенону які містили у ацетильній групі заміщене ядро фурану 

реагують із диетилкарбонатом у присутності трет-бутоксиду калію із 

утворенням похідних 4-гідрокси-3-фурилкумарину (Схема 1.37) [104]. Іншим 

прикладом є ацилюванням похідних 2-гідроксибензальдегіду чи 2-

гідроксиацетофенону фенілоцтовими кислотами із наступною циклізацією 

утворених естерів дією КОН [134–136] чи інших основ [137] (Схема 1.37) . 
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Схема 1.37. Утворення 3-арилкумаринів внутрішньомолекулярною реакцією Кневенагеля. 

1.2.4. Розкриття кумаринового ядра. 

Реакція розкриття кумаринового циклу дією лугів була відома ще у 19 

столітті [138], але систематично не вивчина досі. У літературі знайдено близко 

десятка статей фундаментального спрямування та кілька десятків практичного 

застосування зворотньої реакції (циклізації із утворенням кумаринів). Розкриття 

циклу починається атакою гідроксид іону на карбонільний атом вуглецю С-2. 

Процес протікає по механізму типовому для лужного гідролізу складних ефірів із 

утворенням похідних цис-о-гідроксикоричних кислот (кумаринові кислоти 

(Coumarinic acid)) [139]. Останні існують, переваєжно, тільки у формі солей, а 

після підкислення вони одразу циклізуються у відповідні кумарини. За звичайних 

умов, виділити із лужного розчину м’яким підкисленням вдалося тільки цис-о-

гідроксикоричні кислоти, у положенні С-3 яких є функціональні групи здатні до 

утворення внутрішньомолекулярного водневого зв’язку із о-гідроксилом [140, 

141], такими як, наприклад, нітро та карбонільна (Рисунок 1.20).  

 

Рисунок 1.20. Структури сполук 1.42, та 1.43. 

Циклізація цис-о-гідроксикоричних кислот, також, унеможливлюється при 

блокуванні о-гідрокслу ацильною чи алкільною групами. о-О-ацильні похідні 

кумаринових кислот із вільною карбокси групою стабільні за кімнатної 

температури, а їх естери чи аміди із вільною о-гідрокси групою спонтанно 

циклізуються. Використовуючи ці властивості запропоновані продраг препарати 

для доставки пептидів у клітини [142–144], одержання яких схематично 
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забражено на (Схемі 1.38). Вони активуються естеразами, які гідролізують 

естерний зв'язок між амінокислотою та о-фенольним гідроксилом кумаринової 

кислоти. Далі вивільняється пептид, як наслідок спонтанної циклізації у кумарин. 

 
Схема 1.38. Приклад використання кумаринових кислот для доставки пептидів у клітину. 

о-О-алкокси похідні кумаринових кислот, можна отримати у лужних водних 

чи водно-органічних розчинах кумаринів дією метилйодиду [145]. Синтез цих 

похідних, також, описаний у ДМФ під дією алкоглятів літію із наступним 

алкілуванням бромалканами [113, 146], та дією гідриду натрію та алкілгалідів у 

ТГФ [147]. Стереохімія подвійного зв’язку у першому випадку не вивчалася, а у 

другому утворювалися переважно цис-похідні. 

Цис-о-гідроксикоричні кислоти досить леко ізомеризуються у транс-похідні 

(о-кумарові кислоти (o-Coumaric acid)) у лужному середовищі [148]. Останні 

досить стабільні сполуки, а транс-о-гідроксикорична кислота комерційно 

доступна. Ізомеризація транс-зв’язку протікає при нагріванні, у кислому 

середовищі, чи опроміненні ближнім ультрафіолетом із наступною швидкою 

циклізацію. Завдяки швидкій фотоізомеризації та моментальній циклізації в 

кумарини, на основі о-кумарових кислот описано фотолабільні захисні групи для 

захисту гідрокси- [98, 149] та аміно-групп [150], методи фотогенерації лугів 

(амінів) [151, 152] та інгібування-активації ферментів [153].  

Специфічною властивістю похідних кумарину із галогеном у положенні С-3 є 

утворення кумрилових кислот (Coumarilic acid) у лужному середовищі [154, 155]. 

Ця перетворення протікає через розкриття кумаринового циклу із наступним 

внутрішньомолекулярним заміщенням галогену о-гідрокси групою (Схема 1.39). 

 

Схема 1.39. Схема утворення кумрилових кислот. 
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Потенційно можливим є також дещо інший механізм розкриття 

кумаринового циклу у лужному середовищі. Він починається із атаки гідроксид 

іону у положення С-4 із утворенням 4-гідрокси-3,4-дигірокумаринів та наступним 

розкриттям лактонового циклу. Але у літературі немає даних про можливість 

протікання першої стадії із жорсткими основами, хоча взаємодія із поженням С-4 

описана для мяких основ, таких як ціанід іон у ДМФ [156] та бісульфіт іон [157]. 

Непрямим аргументом на користь можливості взаємодії ОН‒ із С-4 у випадку 

сильних електроноакцепторних замісників у цьому положенні є стабільність 

речовин 1.44 наведених на Схемі 1.40 [158]. Але варто зазначити, що найбільш 

ймовірно вони утворилися внаслідок не повного протікання реакції конденсації, 

хоча не варто виключати гідроліз на стадії підлужнення під час виділення. 

 

Схема 1.40. Структура сполуки 1.44 та схема реакції у які вона утворилася. 
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Розділ 2. Синтез функціоналізованих барвників 

Вступ 

Проаналізувавши інтенсивність флуоресценції невеликого набору 7-гідрокси-

3-гетарилкумаринів, ми відібрали три корових сполуки, які перспективні як 

флуоресцентні мітки для біомолекул (Рисунок 2.1). Їхні структури містять 

тіазоловий (I), фенілтіазоловий (II) та фурановий (III) фрагменти. Барвники 

демонструють яскраву блакитну (I і II) та жовту (III) флуоресценцію фенольної 

форми, а фенолят-аніонна форма усіх сполук характеризується емісією зеленого 

кольору. 

 

Рисунок 2.1 Барвники відібрані для введення карбокси-алкільного фрагменту. 

Для перетворення корових барвників на ковалентні флуоресцентні мітки 

потрібно ввести конʼюгабельну функціональну групу. Для ефективної кон’югації 

важливо, щоб вона була приєднана до репортерної молекули через лінкер 

оптимальної структури. Звичайно, що їх потрібно ввести таким чином, щоб 

мінімально змінити спектральні властивості барвників. Важливою вимогою, 

також, є простота та дешевизна синтезу майбутніх міток. Представляло інтерес 

функціоналізувати їх карбоксигрупами, оскільки найбільш поширеним медом 

кон’югації є взаємодія активованої карбоксильної групи мітки із аміногрупою 

біомолекул. А також, часто, розширення набору реакцій біокон’югації досягають 

взаємодією карбокси-функціоналізованих міток із аміногрупою речовин, що 

містять інші конʼюгабельні групи.  

Виходячи з цього, для функціоналізації барвника I логічним було 

продовження метильної групи в ядрі тіазолу. Ми отримали дві серії реагентів, що 

містять метиленовий та пропіленовий лінкер між барвником і СООН-групою 
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(Схема 2.1). Такий вибір пояснюється легкодоступністю відповідних α-

бромкетонів. Останні легко синтезуються із ацетооцтового ефіру та 

ацетилглутарату.  

 

Схема 2.1. Ретросинтетична схема синтезу карбокси-алкіл функціоналізованої сполуки I. 

У випадку барвника II логічним видається продовження метоксигрупи у 

фенільному заміснику. Такий вибір забезпечує синтез кінцевих реагентів із 

легкодоступних реактивів без суттєвої зміни методики синтезу корової сполуки 

(Схема 2.2).  

 

Схема 2.2. Ретросинтетична схема синтезу карбокси-алкіл функціоналізованої сполуки II. 

У випадку фурилкумарину III легко реалізується подовження лінкеру через 

карбоксигрупу фуранового циклу, наприклад, взаємодією з амінокарбоновими 

кислоами. Такий вибір не вимагає зміни методики синтезу відповідного корового 

кумарину.  

Електронні спектри поглинання та флуоресценції можуть відрізнятися для 

кумаринів із вільною карбоксильною групою та барвників, зв’язаних з іншою 

молекулою через амідний чи естерний зв’язок, оскільки в останньому випадку 

залишок кумарину вже не містить рухливого кислотного протона. Тому для 
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контролю бажано було одержати й похідні кумаринів нейтрального характеру ‒ в 

нашому випадку це були естери, оскільки їх отримання технічно простіше, ніж 

синтез амідів. 7-Метокси похідні отримували, оскільки, їх спектральні властивості 

не залежать від рН, на відміну від 7-гідрокси кумаринів. 7-Ацетокси похідні 

синтезували, як захищені 7-гідрокси та для вивчення їх спектральних 

властивостей. Аналоги з сульфопропільною групою та фрагментом цистеїнової 

кислоти синтезували з метою отримання придатних для проведення біоконʼюгації 

водорозчинних реагентів. На Рисунку 2.2 наведено усі синетзовані барвники та 

присвоєні їм позначення.  

 

Рисунок 2.2. Синтезовані барники та їх позначення. 

Загальні методи синтезу кумаринових систем із 3-гетарильними замісниками 

розглянуто в роботах [76, 77, 159, 160]. Для утворення кумаринового циклу, ми 

використали реакцією Кневенагеля, конденсувавши 2,4-дигідроксибензальдегід з 

відповідними гетарил заміщеними метиленнітрилами. Вибір обумовлений 

простотою синтезу та доступністю реагентів. А у випадку фурильних похідних d 

у літературі було знайдено використання тільки цього підходу для отримання 

ключового кумарину (5d) [111, 161].  
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2.1. 7-Заміщені 3-тіазоліл та 3-фурилкумарини 

2.1.1. Синтез ціанметилентіазолів. 

Вихідні метилкетони, які потрібні для синтезу кумаринів серії “a” та “b” (1a, 

1b відповідно), комерційно доступні. У випадку серії “с”, початкова речовина 1c′ 

легко синтезується алкілуванням п-гідроксиацетофенону етиловим естером 4-

броммасляної кислоти в киплячому ДМФ із використанням поташу як основи 

[162]. Реакція перебігала без значних побічних процесів та із кількісною 

конверсією.  

α-Бромметилкетони 2a та 2b синетзували за методиками описаними у [163, 

164] із невеликими змінами. Бромування ацетооцтового ефіру 1a та його α-

алкілпохідного 1b (ацетилглутарат) проводили в сухому ефірі елементарним 

бромом (Схема 2.3). Реакція протікає швидко по активованій метиленовій (1a) та 

метиновій (1b) групах (не показані на Схемі 2.3). Далі утворений НВr каталізує 

перегрупування α-бром у γ-бром похідні ацетооцтового ефіру 2a та 2b′′). 

Кількість брому зменшили до ~ 0,95 екв., щоб мінімізувати утворення 

дибромпохідних, яке завжди протікає у таких реакціях [165]. У випадку 

ацетооцтового ефіру та його похідних можливе утворення як α,γ- так і γ,γ-дибром 

ізомерів. Метил 4-бром-3-оксобутаноат 2a виділили та використали без 

додаткової очистки. А у випадку 2b синтез продовжили нагріванням у суміші HCl 

та НОАс для гідролізу метилових ефірів та декарбоксилювання β-карбокси групи 

(2b′′′, реакція іі, Схема 2.3). На цій стадії також відбувається часткове заміщення 

атома брому хлорид іоном. Кінцевий продукт синтезували кип’ятінням у метанолі 

у присутності сірчаної кислоти. За даними газової хроматографії, вміст α-

хлорметилкетону 2b становив 77 %. У наведених вище синтезах використовували 

як метилові 1a та 1b, так і етилові ефіри 1a′ та 1b′, але перші зручніші оскільки 

під-час одержання відповідних тіазолів уникається переестирифікація. 

Ацетофенони часто бромують бромом у льодяній оцтовій кислоті, але у 

випадку 1c′ можливий гідроліз естерної групи. Тому бромацетофенон 2c′ 

синтезували дією брому на похідну ацетофенону 1c′ в етиловому спирті при 45-50 

°С (Схема 2.3). Уводили 0,9 екв Br2, щоб мінімізувати вміст дибромпохідного, 
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який завжди присутній при еквімолярній та надлишковій кількості брому [165, 

166]. Продукт 2c′ містив деяку кількість (до 15 %) непробромованого вихідного 

ацетофенону 1c′, який, однак, не вступає в реакцію на наступному етапі, тому 

одержану речовину використали без додаткової очистки.  

 

Схема 2.3. i. Br2, Et2O, 0 oC; ii. HOAc/HCl, 80 oC; iii. MeOH, H2SO4, кип’ятіння; iv. ДМФ, 

K2CO3, кип’ятіння; v. Br2, EtOH, 45 oC. 

Прості 2,4-заміщені тіазоли вивчені досить добре [167, 168]. «Класичним» 

методом їх отримання є синтез Ганча [168], у якому тіоаміди взаємодіють із α-

галогенметилкетонами.  

Синтез тіазолів 3a, 3b, 3c′ проводили (Схема 2.4) кип’ятінням 

тіоціанацетаміду та α-бромметилкетонів 2a, 2b в метанолі чи ізопропанолі (2c′). 

Недоліком використання і-PrOH є протікання часткової переестерифікації, 

каталізованої НВr, із утворенням і-пропілових естерів. Етанол також відкинули, 

оскільки він містить воду, що може призвести до часткового гідролізу естерної 

групи та тіоціанацетаміду. Речовини 3a та 3b очищали колоночною 

хроматографією на силікагелі, а 3c′ використали без очищення. Віхід тіазолів 3 

становить 48-62 %. 
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Схема 2.4. і. МеОН, кип’ятіння. 

При підготовці рукопису дисертації були знайдені літературні дані, що 

гемінальні дибромметилкетони реагують з тіоамідами утворюючи 2,4-заміщені 

тіазоли [169, 170]. Подібним чином вони реагують із тіолатами лужних металів 

утворючи тільки монотіопохідні метилкетонів [171]. Грунтуючись на цій 

інформації, потенційно, можна підвищити вихід сполук 3, досягнувши кількісного 

бромування метилкетонів та кількісної конденсації останніх із тіоамідами.  

2.1.2. Синтез корових 7-гідроксикумаринів та їх метилових ефірів. 

Оптимальним проведенням конденсації Кневенагеля є варіант у якому 

кінцевими продуктами будуть кислоти 5 (Схеми 2.5-2.7). Інший варіант, де 

кінцевими продуктами були б ефіри 6, непрактичний, оскільки останні не потрібні 

у препаративних кількостях. Вони заплановані тільки для спектральних 

експериментів. А також, гідроліз іміно групи сполук 4 (Схеми 2.5-2.7) складно 

провести уникнувши часткового гідролізу естерної. 

Оптимізованою методикою синтезу сполук 5 (за винятком 5c) є проведення 

конденсації Кневенагеля у киплячому метанолі у присутності піперидину, із 

наступним in situ кислотним гідролізом іміно групи та in situ лужним гідролізом 

естерної. Гідроліз першої проводили додаванням порції концентрованої HCl до 

реакційної суміші (оптимально HCl-МеОН 1:8). Цей метод ефективний завдяки 

високій розчинності сполук 4, 5 та 6 (за винятком 4c, 5c та 6c). Повна конверсія у 

кислоти 5 досягається додванням розчину NaOH до реакційної суміші. 
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Можливість одночасного гідролізу іміно- та естерних груп, нагріванням в суміші 

HOAc/HCl, перевірили під-час синтезу 5а, 5b та 5c. Але цей підхід виявився менш 

ефективним, припускаємо, що через недостатню розчинність 5 та 6 в цій системі. 

Також перевірили можливість гідролізу 4а в 10 % NaOH (~ 2 год.). Але за даними 

ТШХ він перетворюється у речовину в якої Rf ~0 у системі СHCl3:MeOH-1:1. Це 

можна пояснити тим, що іміно група гідролізує значно повільніше ніж естерна. 

Основним продуктом такого гідролізу є похідне 4а із вільною карбокси групою, 

яке легко утворює внутрішньомолекулярну сіль. 

Синтез 5a (Схема 2.5) проводили у киплячому метанолі із додаванням 0,1 

екв. піперидину (2-3 год.). Гідроліз імінокумарину 4a виконували кипʼятінням у 

HCl:МеОН (1:1 та 1:2) протягом ~7 та ~3 годин відповідно. На цій стадії 

утворються суміш 5а та 6а, яку далі гідролізують розведеним NaOH. Реакція 

закінчується за ~ 40 хв при к.т. Таким чином одержаний 5а завжди містить смолу, 

яка ефективно усувається хроматографією на силікагелі з наступною 

перекристалізацією у системі діоксан-вода. Комбінація цих двох методів дає 

можливість отримати препарат високої чистоти. 

 

Схема 2.5. i. 1. піперидин, MeOH, кип’ятіння; 2. MeOH/HCl, кип’ятіння; 3. NaOH, к.т.; 

Синтез 5b (Схема 2.6) проводили у киплячому метанолі у присутності 0,1 

екв. піперидину (2-3 год.). Гідроліз імінокумарину 4b (in situ) виконували 

кипʼятінням у HCl:МеОН (1:2 та 1:3) протягом ~ 3 та ~ 6 годин відповідно. А in 

situ гідроліз естерної групи завершили у розведеному NaOH. Далі реакційну 
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суміш підкисляють до рН ~4 та відфільтровують 5b наступного дня. Очищали 

аналогічно до 5а. 

 

Схема 2.6. i. 1. піперидин, MeOH, кип’ятіння; 2. MeOH/HCl, кип’ятіння; 3. NaOH, к.т.; 

Синтез 5c проводили конденсацією 3c′ із 2,4-дигідроксибензальдегідом в 

ізопропанолі при 55-60оС із додаванням піперидину як основи (Схема 2.7). 

Імінокумарину 4c′ виділили із кількісним виходом (98%). Використовуючи обмін  

 
Схема 2.7. i. піперидин, i-PrOH, 55 оС; ii. H2SO4 (3%), кип’ятіння із періодичним 

ультразвуковим опроміненням; iii. NaOH, к.т. 
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рухливих протонів, вдалось однозначно розрізнити в 1H ЯМР-спектрі сигнали 

протонів Н-4 (8,5 м.д.) та NН (8,77 м.д.). Його гідроліз виконали 3%-ю сірчаною 

кислотою при 60оС (одночасно протікав частковий гідроліз естерної групи). У 

тестовій кристалізації із піридину вдалося розділити кислоту 5c та естер 6c′ 

(останній випадає в осад), але у препаративних цілях одержану суміш 

гідролізували 3-7 %-м NаOH. Продукт 5c має недостатню розчинність для 

виконання хроматографічної очистки. Єдиним, знайденим, ефективним методом її 

очистки є перекристалізація із піридину та переосадження її піридинієвої солі із 

ДМФ у розведену оцтову кислоту. Перекристалізація із ДМФ, виявилася 

неефективною, оскільки недосягалося кількісне відділення смоли та утворювався 

комплекс 5c:ДМФ-1:1 (за даними ЯМР).  

Синтез 5d, на відміну від 5a, 5b та 5c, провели у дві стадії (Схема 2.8). На 

першій виділилили та очистили 6d, а на другій його прогідролізували до 5d. Вибір 

цього шляху, обумовлений проблематичністю очистки 5d, як наслідок її високої 

полярності. Так, метилові та етилові естери (6d та 6d′) ефективно очищали, як 

твердофазною екстракція EtOAс так і хроматограією на силкагелі. Але у випадку 

5d хроматографія на силікагелі є неможливою, а твердофазна екстракція EtOAс є 

непрогнозованою. Єдиним, знайденим, ефективним способом очистки 5d є 

обернено-фазова хроматографія. 

Барвник 5d синтезували двома методами. У першому, конденсація 

Кневенагеля протікала при кипʼятінні у МеОН із утворенням імінокумарину 4d. 

Його швидкий та кількісний гідроліз виконали додавши HCl до реакційної суміші 

(МеОН:HCl‒8:1). В цих умовах спостерігався незначний гідроліз естерної групи 

(за даними Н1-ЯМР), ймовірно через низький вміст води. Сполуку 5d, одержали 

гідролізом 6d у водному NаOH (3-5%). Продукт очистили обернено-фазовою 

хроматографією. Варто зазначити, що гідроліз 6d, також, можна провести in situ, 

як описано для “оптимізованої методики” у першому абзаці цього пункту. У 

другому методі конденсація Кневенагеля протікала у ізопропанолі при нагріванні 

(70 оС, 5 год). Утворений імінокумарин 4d′, гідролізували у HCl:НОАс-1:2 два дні. 

Гідроліз естерної групи у цих умовах пройшо на 20-30 %, ймовірно через низьку 
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розчинність похідних кумарину. Етилоий естер 6d′ очистили твердофазною 

екстракцією етилацетатом, а для спектроскопічних цілей додатково 

хроматографували на силікагелі у системі CHCl3-MeOH. Сполуку 5d, одержали 

гідролізом 6d′ у водному NаOH (3-5%) та очистили твердофазною екстракцією 

EtOAc. У обох методах використали ~1,0 екв. піперидину. Більша кількість 

основи ніж для тіазолільних похідних, пояснюється слабшими 

електроноакцепторними властивостями фуранового циклу порівняно із 

тіазоловим. Перший метод є менш трудоєм, а продукт 5d має високу чистоту.  

Синтез сполуки 5e наведений у пункті 2.1.4. 

 

Схема 2.8. i. піперидин, MeOH або i-PrOH, кипятіння; ii. МеОН:HCl, кип’ятіння або 

HCl-НОАс, 50 оС; iii. NaOH, к.т. 

Метилові ефіри кумаринів 6a, 6b та 6c одержали кип’ятінням вихідних 

кислот 5a, 5b та 5c у метанолі (Схема 2.9) та каталізі сірчаною кислотою.  

 
Схема 2.9. i. MeOH, H2SO4, кип’ятіння. 

Тіазолільні похідні 6a та 6b очищали колонковою хроматографією на 

силікагелі та додатково перекристалізували із діоксан‒вода. Сполуку 6c очистили 

тільки перекристалізацією із піридину, оскільки його розчинність недостатня для 

виконання хромаографії. А синтез барвника 6e описаний у пункті 2.1.4. 
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2.1.3. Синтез 7-метокси похідних та їх метилових ефірів (алкілування 
диметилсульфатом).  

7-Метокси похідні 7a, 7b, 7c та 7d синтезували дією диметилсульфату на 5a, 

5b, 5c та 6d у присутносі поташу в ацетоні чи ДМФ (Схема 2.10). Алкілування 

НО- та СООН груп протікають із приблизно одинаковою швидкістю. ДМФ 

виявився ефективнішим ніж ацетон, оскільки вихідні гідрокси кислоти 5 добре 

розчинні у ньому. Речовини 7a та 7b очистили хроматографією на силікагелі та 

перекристалізацією із діоксан‒вода, 7с тільки перектристалізацію із ДМФ-EtOH, а 

7d кристалізували із хлороформу. Усі сполуки одержані із високими виходами 

(60-70 %).  

Барвники 8, із вільною карбокси групою, одержували як гідролізом 7, так і 

алкілуванням 5 із наступним in situ гідролізом 7. Реакцію in situ проводили 

додаванням розчину NаOH (~5%) до реаційної маси в ацетоні чи ДМФ. Гідроліз 

індивідуальних сполук 7 переважно проводили у лужному водно-органічному 

середовищі. Сполуки 8b та 8c, також, одержали кип’ятінням у суміші НОАс:НСl, 

але цей спосіб трудоємніший та довший. Переважно сполуки 7 та 8 очищали 

колонковою хроматографією на силікагелі та перекристалізацією (діоксан-Н2О), а 

8c тільки кристалізацією із піридину із наступним переосадженням у НОАсрозв.. 

Синтез речовини 8e описаний у пункті 2.1.4. 

 

Схема 2.10. i. Me2SO4, K2CO3, ацетон або ДМФ; ii. NaOH, діоксан:H2O-3:2 (a, b, d), 

MeOH:H2O-9:4 (d), МеОН:Н2О:ТГФ-17:5:40-50 (b), МеОН:Н2О:ТГФ-6:1:6 (e); iii. 1. Me2SO4, 

K2CO3, ацетон або ДМФ, 2. NaOH, ацетон:H2O-3:2 (a), ДМФ:H2O-2:3 (c). 
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2.1.4. Конденсація із амінокапроновою кислотою та її метиловим ефіром. 

Найкращим методом одержання естерів 6e та 7e є активацієя СООН-груп 

кислот 5d та 8d системою DCC–HOBt та in situ конденсацією активованих естерів 

5dʹʹʹ та 8dʹʹʹ із ГМК (Схема 2.11). Їх очистили хроматографією на силікагелі у 

системах CHCl3:MeOH та н-гексан:СНСl3 відповідно.  

А оптимальним методом синтезу карбонових кислот 5e та 8e є лужний 

гідроліз естерів 6e та 7e (стадія iv., Схема 2.11). Шлях до 5e та 8e через 

конденсацію активованих естерів 5dʹʹʹ та 8dʹʹʹ із ε-амінокапроновою кислотою 

(стадія ii.) не ефективний, оскільки утворюється невелика кількість побічних 

продуктів, що містять два та три залишки амінокислоти. Причиною є надлишок 

DCC, який активує СООН-групи продуктів чи власне ε-амінокапронової кислоти. 

Але на початку цієї роботи, використовували останній підхід, а пізніше виключно 

перший. Барвник 8e очистили колонковою хроматографією на силікагелі у 

системі CHCl3‒MeOH. Єдиним, знайденим, ефективним способом очистки 5e 

виявилась оберненофазова хроматографія на ТМС-силікагелі. Інший варіант, що 

включає ацилювання 5e та очистку ацетоксипохідного 9e із наступним гідролізом 

не забезпечує високої читоти продукту та є суттєво трудоємніший.  

 

Схема 2.11. i. NHS, DCC, ДМФ; ii. H2N(CH2)5COOH, ДМФ iii. HCl×H2N(CH2)5COOMe, 

NEt3, ДМФ; iv. NaOH, к.т. (5e), або NaOH, ТГФ:МеОН:H2O-7:7:1,3 (8e). 

Потрібно зазначити, що в процесі роботи, переважно отримували NHS-

активовані естери 5dʹʹ та 8dʹʹ, але під-час тестового синтезу 13e (Схема 2.17, 

пункт 2.3.2) було встановлено, що активація фуран-2-карбонової кислоти та її 
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похідних із використанням DCC вимагає високонуклеофільних добавок для 

мінімізації побічних реакцій. NHS виявився дещо гіршим ніж HOBt, а із 

бензотриазолом та його 5-сульфопохідним продукт конденсації отримати не 

вдалось. Це, мабуть, повʼязано зі швидким перегрупуванням О-ізоацилмочевини у 

N-ацилдициклогексилмочевину та подальшими перетвореннями (стадії “i. c.”, “i. 

2.”, Схема 2.17, пункт 2.3.2) [172]. Причиною такої поведінки 2-фуранкарбонової 

кислоти, мабуть, є вища електроноакцепторність фуранового циклу у порівнянні 

із СН2-групою аліфатичних карбонових кислот. В подальшому активація 

карбоксильної групи сполук серії “d” проводилась виключно системою DCC–

HOBt. 

2.1.5. Синтез 7-ацетокси похідних та їх метилових ефірів. 

Ацетокси похідні 9 та 10 отримали дією оцтового ангідриду в піридині на 

сполуки 5 та 6 відповідно (Схема 2.12). Із реакційної суміші їх виділили 

випарюванням розчинника, або осадженням у гексан. Продукти 10a, 10b та 10e 

очищали колонковою хроматографією на силікагелі, та перекристалізцією із 

діоксан‒вода (10a та 10b). А барвник 10c перекристалізували із піридину. Його 

розчинність занадто низька для  проведення хроматографічної очистки. 

 

Схема 2.12. i. 1. Ас2О, Ру; 2. Н2О. ii. Ас2О, Ру. 

Особливістю похідних 9 є утворення змішаних ангідридів барвника та 

оцтової кислоти. Їх слід гідролізувати перед хроматографією, оскільки значні 

кількості метилових ефірів 10 можуть утворюватися при взаємодії з метанолом, 

присутнім в елюенті; це також слід враховувати підчас ТШХ. Додаткову стадію 
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проводили під-час нанесення на силікагель (для хроматографії) так: суспендували 

9 та силікагель у хлороформі та додавали кілька капель води та випарювали 

досуха; залишки води видаляли співвипарюванням із хлороформ-метанол. 

Речовини 9a та 9b додатково перекристалізувували із діоксан‒вода. 

Фенілтіазолільне похідне 9c не хроматографувалося через низьку розчинність, але 

воно ефективно очищається перекристалізацією в піридині. ЇЇ піридинієву сіль та 

змішаний ангідрид рокладали переосадженням із ДМФ у розведену НОАс. 

2.2. Водорозчинні похідні 3-тіазоліл та 3-фурилкумаринів 

Вступ. 

Підвищення розчинності гідрофобних органічних барвників у воді досягають 

введенням у їх структуру високогідрофільних функціональних груп. Переважно 

використовують сульфо- [33], четвертинну аміно- [33] та трет-аміногруппи 

[173]. Рідше зустрічається застосування кількох карбокси- [31, 174], фосфатної- 

[175], фосфонатної- [176] та трифенілфосфонієвоїгрупп [177]. Введення однієї 

гідроксигрупи неефективне [15]. Високогідрофільні функціональні групи можуть 

вводитися як безпосередньо у ароматичну частину барвників, так і шляхом 

звʼязування останніх із молекулами, що містять ці группи: сахаридами [178], 

сорбітолом [179], α-сульфо-β-амінопропіоновою кислотою [180], цистеїновою 

кислотою [181], поліетиленгліколем [50], гліфосатом [182], та ін.  

Мабуть, найбільш ефективним та найменш трудоємним є введення 

сульфогрупи у сполуки 5 алкілування 7-ОН гідроксилу пропілсультон та 

конденсація цистеїнової кислоти із карбокси-алкільною групою барвників. У 

першому випадку спектральні властивості не залежатимуть від рН (аналоги 7-

метокси похідних), а у другому він суттєво впливатиме на їх оптичні властивості. 

Слід зазначити, що досить часто сульфовані барвники виділяють у кислотній 

формі, але одержання сполук 13 та 15 у повністю кислотній формі є неможливим, 

оскільки ядра тіазолу та фурану не стійкі у присутності сильно кислої 

сульфогрупи. З цієї причини сполуки 13 та 15 одержали у формі 

триетиламмонієвих солей. Але собливістю останніх є часткова втрата NEt3 при 

висушуванні у глибокуму вакуумі над Р2О5, що спричинено гідролізом 
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триетиламммонієвих солей аліфатичних карбонових кислот. Як наслідок, ці 

сполуки містять від однієї до двох молекул NEt3 на одну молекулу барвника. Цей 

факт унеможливлює розрахунок виходу синтезу. Тому, наводиться вихід, 

розрахований, як на моно- так і на ди-NEt3 сіль. Позначення "50-43%" (для 15e) 

означає, що вихід 50% відносно моно-NEt3 солі і 43% відносно ди-NEt3 солі. 

2.2.1. Синтез похідних пропілсультону. 

 

Схема 2.13. i. пропілсультон, K2CO3, ДМФ; ii. NaOH, к.т. 

Речовини 13a, 13b, 13c, 13d, 13e синтезували алкілуванням кислот 5a та 5c і 

метилових естерів 6a, 6b та 6d 1,3-пропансультоном у присутності K2CO3, як 

основи. Реакція протікає в ДМФ при нагріванні (60-75 оС) без побічних реакцій та 

із кількісною конверсією (Схема 2.13). Естери 6 алкілуються у кілька разів 

швидше ніж 5, що можна, пояснити вищою розчинністю естерів. Продуктами 

реацкції є метилові естери 11a, 11c, та похідні дипропану сультону 12a, 12b, 12d. 

Проміжні речовини 11 та 12 не виділяли. Кінцеві речовини 13 отримували in situ 

гідролізом ефірної групи у NaOH. Для досягнення високих виходів, важливо, щоб 

після лужного гідролізу та перед хроматографічною очисткою витримати 

реакційну суміш один день при pH ~ 4 за кімнатної температури.  

Барвника 13e також одержали конденсацією 5e із ГМК та наступним лужним 

гідролізом (пункт 2.3.2.).  

2.2.2. Синтез похідних цистеїнової кислоти. 

Найпоширенішим способом введення цистеїнової кислоти в молекули 

барвника є ацилювання її NH2-групи активованою карбокси групою барвника в 

присутності третинного аміну, як основи [181].   
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Схема 2.14. i. HOBt, DCC, ДМФ; 2. H2NCH(CH2SO3H)COOMe, DIPEA, ДМФ; ii. NaOH, к.т. 

Ми вирішили виконати активацію системою DCC-HOBt та використати 

DIPEA, як основу. Але барвники 5a, 5b, 5c, та 5e. непридатні для цієї реакції, 

оскільки у присутності третинних амінів, 7-OH група реагуватиме із активованою 

карбоксигрупою (протікатиме поліконденсація барвників 5a, 5b, 5c, та 5e). 

Гідролітична стійкість ацетоксигрупи, виявилась цілком достатньою, для 

протікання цієї реакції із високою конверсією, хоча на ТШХ спостерігається її 

часткова втрата. Отже, 7-ацетокси-похідні 9a, 9b, 9c, та 9e активували DCC у 

присутності HOBt. Потім додали метиловий естер цистеїнової кислоти та DIPEA, 

а після завершення конденсації провели in situ лужний гідроліз метилових естерів 

14. Реакційну суміш перед хроматографічною очисткою витримували один день 

при pH ~ 4 за кімнатної температури.  

2.2.3. Одержання калієвих солей. 

Недоліком триетиламмонієвих солей барвників є невизначеність та 

непостійність їх молекулярної маси. Це ускладнює їх використання у реакціях 

активації, а також робить неможливим точне визначення коефіцієнту екстинкції. 

Рішенням цієї пробоми є переведення їх у форму, в якій сульфогрупа буде сіллю 

лужного металу, а карбоксигрупа у кислотній формі (придатна для активації 

DCC). Крім того, сполуки 15 в такій формі, потенційно, краще зберігатимуться, за 

рахунок вищої стійкості до окислення фенольної форми у порівнянні із 

фенолятною, поява якої можлива за наявності слабоосновних COO‒NEt3H+ та 

COO‒К+. Перетворення NEt3 в моно-K+ солі ґрунтується на хорошій розчинності 

KI в ацетоні. Його виконали прикапуванням метанольного чи водного розчину 

барвника в розчин KI та HOAc в ацетоні. Для підтвердження кислотної форми 
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карбоксигрупи провели вимірювання рН концентрованих розчинів 13b у моно- та 

дикалієвій формах у дегазованій воді. Дикалієву форму сполуки 13b одержали 

осадженням у ацетоновий розчин КІ, який не містив HOAc. Вимірювання 

виконали pH-індикаторним папером призначеним для забарвлених розчинів 

(PEHANON, pH 4,0-9,0, Macherey-Nagel, (крок рН 0,5)). рН розчину моно-К+ солі 

був нижче 4,0, а у випадку ди-К+ ‒ 6,5. 

2.3. Синтез 5-сульфобензотриазолу та тестові конденсації 

Вступ. 

У біоконюгаційній хімії однією із серйозних проблем є приєднання 

гідрофобних міток до високогідрофільних біомолекул. Частково вона вирішується 

проведенням реакції у водно-органічному середовищі. Але наприклад, із білками 

це часто неможливо, оскільки додавання органічних розчинників може призвести 

до зміни їх нативної конформації. Якщо мітки конʼюгують через утворення їх 

карбоксигрупою амідного звʼязку, можна використати нуклеофільні добавки із 

функціональними групами, що суттєво підвищують водорозчинність, отримавши 

водорозчинний активований ефір. Широко використовується тільки сульфо-N-

гідроксисукцинімід [183], рідше 4-сульфо-2,3,5,6-тетрафторфенол [184].  

Потенційно водорозчинними можуть бути активовані ефіри бензотриазолу у 

бензольному ядрі якого є сульфогрупа. Використання бензотриазолу у 

пептидному синтезі та для біоконʼюгації вивчалося Аланом Катріцкі [185, 186]. 

Його активовані ефіри отримують із використанням тіонілхлориду [187] чи 

карбодиімідів [188]. Нещодавно описано мотод їх одержання із використанням 

дисульфіду 2-тіопіридину та трифенілфосфіну [189]. 5-Сульфобензотриазол, 

видається більш перспетивним ніж 4-сульфобензотриазол, оскільки близькість 

сульфогрупи до триазинової системи у останньому випадку, потенційно, 

заважатиме утворенню активованого ефіру та взаємодії із аміногрупою. 

2.3.1. Синтез 5-сульфобензотриазолу. 

Синтез 5-сульфобензоьриазолу (sBtH) не вдалося знайти у літературі, хоча ця 

сполука комерційно доступна (CAS 91159-88-5). Оскільки сульфування 
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бензотриазолу протікає у положення С-4, найоптимальнішим видавався метод 

зображений на Схемі 2.15. Сульфування о-фенілендиаміну виконали за 

методикою описаною у статті [190], а утворення триазинової системи за типовою 

методикою синтезу бензотриазолу [191]. Обидві реакції протікали із високими 

виходами та без утворення помітних кількостей побічних продуктів. 

 

Схема 2.15. i. H2SO4, 140 оС; ii. KNO2, HOAc, 0 оС. 

Його триетиламмонієву сіль (NEt3×sBtH) отримали розчиненням sBtH у 

ТЕАВ та випарюванням досуха, а калієву сіль (K+×sBtH) одержали із NEt3×s-BtH, 

як описано для барвників 13 та 15, але без додавання НОАс. Структуру та чистоту 

підтверджено 1H ЯМР та LC-MS. Після перекристалізації із води, sBtH випадає у 

формі монокристалогідрату (sBtH×Н2О). Вміст кристалізаційної води визначено 

висушуванням наважки речовини у глибокуму вакуумі над Р2О5 до встановлення 

постійної маси.  

2.3.2. Тестові конденсації за посередництва 5-сульфобензотриазолу. 

Утворення амідного звʼязку із використанням sBtH узагальнено зображено 

на Схемі 2.16. Цим методом використали для активації аліфатичної та 

ароматочної карбоксигруп та наступної конденсації із аліфатичним аміном.  

 

Схема 2.16. Утворення амідного звʼязку із використанням sBtH.  

(зображено тільки один із трьох ізомерів N-ацилсульфобензотриазолу). 
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Як модельну речовину із ароматичною карбоксигрупою використали барвник 

13d, а 5b використали, як модельну речовину із аліфатичною карбоксигрупою.  

Синетз sBtH-активаного ефіру сполуки 5b провели у ДМФ, використавши 

DCC як конденсуючий реагент та sBtH, як нуклеофільну добавку (Схема 2.17). 

Далі активований ефір реагував із ГМК із утворення метилового естеру сполуки 

5f (не показаний на Схемі 2.17), який прогідролізували in situ одержавши 5f. Вихід 

синтезу становив 56 %. 

 

Схема 2.17. i. DCC, sBtH, NEt3, ДМФ; ii. 1. HCl*H2N(CH2)5COOMe, NEt3, ДМФ; 

2.NaOH, к.т.; 

У випадку сполуки 13d виконання активації, конденсації із ГМК та in situ 

гідролізу, в таких же умовах, як для 5b, не призвело до утворення сполуки 13e 

(Схема 2.18, перетворення 13d→13d′→13d′′′′→13e). Основним виділеним 

продуктом виявилось циклогексиламінове похідне 13d′′′′′ (вихід 60%). Цей факт 

можна пояснити недостатньою нуклеофілністю N-атомів sBtH. Як наслідок, 

швидкість реакції між sBtH та О-ізоацилмочевиною 13d′ (13d′→13d′′′′) стає 

нижчою ніж швижкість перегрупування 13d′ у N-ацилмочевину 13d′′ 

(13d′→13d′′). N-ацилмочевини не реагують із амінами та є досить стабільними 

речовинами, але при дії основ вони розкладаються (у випадку DCC) на 

відповідний амідциклогексиламіну та ізоціанатциклогексиламіну. Так, додавання 

NaOH на стадії “i. 2.” призвело до утворення 13d′′′′′. 

Одержати активований ефір sBtH (13d′′′′) вдалося додавши до реакційної 

суміші HOBt. В цих умовах швидко утворюється його активований ефір 13d′′′ 

(13d′→13d′′′), який далі реагує із sBtH. За даними ТШХ в реакційній суміші 

встановлюється рівновага між сполуками 13d′′′ та 13d′′′′ із переважаючим 
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вмістом останньої. Обидва активовані ефіри швидко реагують із ГМК, а після in 

situ гідролізу утворюється барвник 13e (вихід 68-58%). 

 

Схема 2.18. i. 1. HCl*H2N(CH2)5COOMe, NEt3, ДМФ; 2.NaOH, к.т.; 

i. c. – внутрішньомолекулярне перетворення 

2.4. Експериментальна частина 

2.4.1. Реагенти, розчинники, аналітичні методи та обладнання. 

п-Гідроксиацетофенон, 2,4-Дигідроксибензальдегід, амінокапронова кислота, 

етилацетоацетат, ацетилглутарат, тіоціанацетамід, бром, етил 4-бромобутират, 

піперидин, оцтовий ангідрид, тіонілхлорид та неорганічні солі були закуплені у 

Реахім (Україна). Пропілсультон, N,N'-дициклогексил карбодиімід (DCC) та N-

гідроксисукцинімід (NHS) були отримані з Acros Organics (Бельгія). 

Диізопропілетиламін (DIPEA) та HOBt (16-20% H2O) від Fluka (Німеччина). L-
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цистеїнова кислота була виробництва (Reanal, Угорщина). HOBt (16-20% H2O) 

додатково сушили у глибокому вакуумі над Р2О5. Диметилсульфат (Laborchemie 

Apolda, Німеччина) очищали так: реагент розбавляли CH2Cl2, промивали водним 

розчином NaHCO3 та водою, сушили сульфатом натрію і розчинник випарювали у 

вакуумі до постійної маси. Гідрохлорид метилового естеру 6-амінокапронової 

кислоти отримали за методом [192] і перекристалізували із суміші метанол-ефір 

(1:3). Розчинники для синтезу були від Реахім (Україна), Макрохіма (Україна) та 

Укроргсинтез (Україна). Триетиламін та піридин переганяли над NaOH, 

нінгідріном та СаО. DIPEA над натрієм, а ацетон над K2CO3. Діоксан переганяли 

над гідроксидом калію. ДМФ сушили перегонкою над CaO та P2O5 і зберігали над 

молекулярними ситами 3А (Rathburn, Великобританія).  

Тонкошарову хроматографію (ТШХ) проводили на пластинах «Kieselgel 

60F254»(Merck, США) та Alugram Xtra Sil G/UV254 (Macherey-Nagel, Німеччина) у 

таких системах: EtOAc-hexane 1:4 (А), CH2Cl2–MeOH 98:2 (Б), CH2Cl2–MeOH 95:5 

(В), CH2Cl2–MeOH 9:1 (Г), CH2Cl2–MeOH 85:15 (Д), CH2Cl2–MeOH 8:2 (Е), 

CH2Cl2–MeOH 2:1 (Є), CH2Cl2–MeOH 95:5 + 2% HOAc (Ж), CH2Cl2–MeOH 

9:1+2%HOAc (З), i-PrOH−H2O−NH3 6:2:1 (К), CH3CN−H2O 9:1 + 2% HOAc (Л). 

Рідинну хроматографію проводили на «Силікагель 60» (0,04-0,063 мм, ROSS, 

Бельгія) або на «Силікагель 60М» (0,04-0,063 мм, Macherey-Nagel, Німеччина). 

Обернено-фазову хроматографію проводили на триметилсилілсилікагелі 

одержаному сислілюванням «Силікагель 60М» (0,04-0,063 мм, Macherey-Nagel, 

Німеччина). Як елюент використали систему CH3CN-ТЕАВ (50 мМ, рН7,6) [33]. 

Тіазоли 3a, 3b візуалізувались на пластинках для ТШХ нінгідріном (1%) у 

метанолі при нагріванні у вигляді зелених або синьозелених плям. 

ЯМР-спектри 1Н та 13С були записані на приладі Varian Gemini-2000 (400 та 

100,6 МГц відповідно); хімічні зсуви наведені в м. ч. 

Хромато-масспектрометричний аналіз (LC-MS) проводили в режимі 

детектування позитивних і негативних іонів при хімічній іонізації за 

атмосферного тиску (APCI). Аналіз проводили на приладі Agilent 1100LC/MSD 

SL (Agilent Technologies, США), оснащеному колонкою Zorbax SB-C18 Rapid 
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Resolution HT Cartridge (4.6×30 мм, розмір частинок 1.8 мкм) з використанням 

градієнта ацетонітрилу в 0,1% мурашиній кислоті (0-100%, 2 хв). 

Газохромато-масспектрометричний аналіз (GC-MS) проводили на приладі: 

Hewlett Packard HP 6890 Series GC System із Hewlett Packard 5973 Mass Selective 

Detector (електронний удар, 70 еВ). Колонка: Vebron ZB 5 (Phenomenex, США). 

Діаметр 0,25 мм, довжина 30 м, товщина покриття ‒ 0,25 мікрометрів, покриття ‒ 

5%-феніл-95%-диметилполісилоксан. 

2.4.2. Методики синтезу речовин. 

Метиловий ефір L-цистеїнової кислоти. Отримали як описано у [193].  

Rf 0,58 (К), 0,09 (Е). Тпл 218-220 oC (літ. 220–224 oC, [194]). 1H ЯМР (ДМСО-

d6): 8,25 (3H, ш. с, NH3), 4,23 (1H, д. д, J = 3,.4 Гц, 8,3 Гц, CH), 3,.73 (3H, с, CH3), 

3,00 (1H, д. д, J = 3,4 Гц, 14,3 Гц, CH2S) 2,93 (1H, д. д, J = 8,3 Гц, 14,3 Гц, CH2S).  

 

5-Сульфобензотриазол (sBtH). 3-Сульфо-о-фенілендиамін (2,82 г, 15 моль) 

суспендували у оцтовій кислоті (30%, 11мл). Після охолодження до 0 оС додали 

нітрит натрію (1,04 г, 15 ммоль) у 3,0 мл води. Після завершення реакції продукт 

виділили хроматографічно. Одержали 3,04 г жовтуватого порошку (вихід 93% 

(sBtH×H2O)). Після перекристалізації із води одержали 1,97 г (вихід 60% 

(sBtH×H2O)). Вміст кристалізаційної води у препараті (2,29 г) визначили 

висушуванням у глибокуму вакуумі над Р2О5 до встановлення постійної маси 

(2,09 г) та припинення розпливання Р2О5.  

Rf 0,66 (Л). Тпл 310-316 оС (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 10,04 (3H, ш. с., 

SO3H, NH, xH2O), 8,05 (1H, c, 4H), 7,85 (1H, д, J = 8,3 Гц, 7Н), 7,69 (1H, д, J = 8,8 

Гц, 6Н); NEt3×sBtH: δ 8,05 (1H, ш. c., 4H), 7,85 (1H, д, J = 8,3 Гц, 7Н), 7,69 (1H, д. 

д, J = 8,8 Гц, J = 0,98 Гц, 6Н), 2,98 (6H, кв., J = 7,3 Гц, СН2), 1,13 (9H, т, J = 7,3 Гц, 

СН3). LC-MS (sBtH): m/z 200,0 [M+H]+, 198,0 [M-H]-. 

 

Етил-4-(4-ацетилфенокси)бутаноат (1c′). п-Гідроксиацетофенон (3,8 г, 0,28 

ммоль) розчинили у ДМФ (30 мл), додали свіжопрожарений поташ (5,1 г) та 

довели розчин до кипіння (інтенсивно виділяється СО2). Додали по краплях етил-
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4-бромобутират (5,46 г, 28 ммоль). Далі суміш кип’ятили ще 20 хв і вилили у 

воду. Осад відфільтрували та перекристалізували із водного спирту. Вихід 5,4 г 

(77%).  

Тпл 59-60 оС. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 7,87 (2H, д, J=8,8 Гц, 3-Ph,5-Ph), 6,95 (2H, 

д, J=8,8 Гц, 2-Ph, 6-Ph), 4,05-4,1 (м, (2H, к, ОСН2СН3), (2H, т, ОСН2СН2СН2СОО)), 

2,4-2,5 (c, CH3CO-співпав із ДМСО-d6), 2,45 (2H, т, J=6,8 Гц, СН2COO), 2,03 (2H, 

квінт, J=6,8 Гц, CH2СН2CH2), 1,22 (3H, т, J=7,2 Гц, СН3). 

 

Метил 4-бром-3-оксобутаноат (2a). Метил ацетоацетат (5 г, 43,1 ммоль) 

розчинили у 20 мл етеру та охолодили у льодяній бані до 0 оС. Потім повільно 

прикапали бром (2,1 мл 41,0 ммоль). Наступного дня ефір випарили, а залишок 

співупарили кілька разів із ефіром для видалення бромоводню. Одержали 7,8 г 

світло-жовтої рідини.  

 

Метил-6-хлоро-5-оксогексаноат (2b). Диетиловий естер 2-ацетилглутарової 

кислоти 1b (19,53 г, 85 ммоль) розчинили у сухому етері (120 мл) та охолодили 

льодом. По краплях додали бром (4,2 мл, 81 ммоль) при інтенсивному 

перемішуванні та залишили на ніч при кімнатній температурі. Наступного дня 

розчинник випарили, залишок розчинили в суміші оцтової кислоти та 

концентрованої HCl (1:1) і залишили на 4 год при кімнатній температурі, після 

чого розчин нагрівали при 80оС протягом 3 год. Суміш випарили, додали 20 мл 

метанолу та 0,5 мл концентрованої сірчаної кислоти і кип’ятили протягом 3 год. 

Реакційну суміш розбавили CH2Cl2, промили водою та розчином бікарбонату 

натрію та випарили. Темно-коричневу масу перегнали у вакуумі (100-115оС, 2,4-

2,5 мбар). Одержали 10 г жовтої рідини (вміст α-хлоркетону 2b 77% за даними 

GC-MS). Вихід 2b 38% (при чистоті 77%). 

GC-MS: tR 8,03 (4.43%), 8,21 (13,68%), 14,32 (4,37%), 14,5 (77,4%) хв. Mас-

спектр основного піка: m/z 42 ([CH2CO]+), 49 ([ClCH2]+), 59 ([MeOCO]+), 77 

([ClCH2CO]+), 95 ([COCHCHCHCO]+), 101 ([MeOCOCH2CH2CH2]+), 119 

([ClCH2CO(CH2)3]+), 129 ([MeOCOCH2CH2CH2CO]+), 147 ([ClCH2CO(CH2)3CO]+). 
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Етил-4-[4-(2-бромацетил)фенокси]бутаноат (2c′). Ацетофенон 1c′ (7 г, 28 

ммоль) розчинили у 50 мл етилового спирту. Розчин нагріли до 45оС та додали 

бром (1,3 мл, 25 ммоль) порціями по 0,1 мл. Коли розчин знебарвився, реакційну 

суміш вилили у воду. Випало масло, яке швидко закристалізовуєтьсяна повітрі. 

Отримали 8,66 г технічного продукту (сірих кристалів), який далі використали без 

додаткової очистки (за даними 1H ЯМР, містять ~15% непробромованого 

ацетофенону). При кристалізації аналітичного зразка із суміші етанол-вода (7:3) 

отримали білі кристали 2c′.  

Тпл 38-40 оС. 1H ЯМР (CDCl3): δ 7,93 (2H, д, J=8,8 Гц, 3-Ph, 5-Ph), 6,92 (2H, д, 

J = 8,8 Гц, 2-Ph, 6-Ph), 4,35 (2H, с, BrCH2), 4.14 (2H, к, J=7,2 Гц, OCH2CH3), 4,08 

(2H, т, J=7,0 Гц, COCH2CH2CH2), 2,51 (2H, т, J=7,0 Гц, CH2СОО), 2,13 (2H, квінт, 

J=7,0 Гц, CH2CH2CH2), 1,26 (3H, т, J=7,2 Гц, CH3). 

 

Метил 2-[2-(ціанометил)тіазол-4-іл]ацетат (3a). 2-тіоціанацетамід (88 мг, 

0,88 ммоль) розчинили в метанолі (2 мл) при нагріванні. Потім додавали метил 4-

бромоацетоацетат 3a (184 мг, 0,88 ммоль) і кип'ятили зі зворотним 

холодильником протягом декількох годин. Реакційну суміш розбавили 

етилацетатом, промили водним розчином гідрокарбонату натрію, висушили над 

сульфатом натрію та випарили у вакуумі, отримавши масло темно-коричневого 

кольору. Сполуку 3a очистили колоночною хроматографією на силікагелі. 

Елюювали 20-30% етилацетату в н-гексані. Отримали прозоре світло-коричневе 

масло (107 мг, 62%). 

Rf 0,58 (А). 1H ЯМР (CDCl3): δ 7,25 (1H, с, 5-H (тіазол)), 4,13 (2H, с, CH2CN), 

3,84 (2H, с, CH2CO), 3,74 (3H, с, CH3). LC-MS: m/z 197,2 [M+H]+. 

 

Метил 4-[2-(ціанометил)тіазол-4-іл]бутаноат (3b). Сполуку 3b отримали, 

як описано для 3a, із 2-ціантіоацетаміду (220 мг, 2,2 ммоль) та 2b (440 мг). 

Продукт очищали колоночною хроматографією на силікагелі в 20% етилацетаті в 

н-гексані. Отримали прозоре світло-коричневе масло (236 мг, 48%). 
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Rf 0,6 (А). 1H ЯМР (CDCl3): δ 6,91 (1H, с, 5-H (тіазол)), 4,06 (2H, с, CH2CN), 

3,64 (3H, с, CH3), 2,77 (2H, т, J = 7,44 Гц, CH2CH2CH2CO), 2,34 (2H, т, J = 7,44 Гц, 

CH2CO), 2,01 (2H, квінт, J = 7,44 Гц, CH2CH2CH2CO). 13C ЯМР (CDCl3): δ 173,73, 

157,33, 156,99, 115,52, 115,19, 51,68, 33,33, 30,63, 24,36, 22,42. LC-MS: m/z 225,2 

[M+H]+. 

 

Етил-4-[4-(2-ціанометил)тіазол-4-іл)фенокси]бутаноат (3c′). В 30 мл 

ізопропанолу розчинили при нагріванні ціантіоацетаміду (2,87 г, 0,0287 моль). 

Потім додали сиру бромацетильну похідну 2c′ (8,66 г, 0,0242 моль), витримали 

суміш при нагріванні кілька годин, а потім залишили на дві доби при кімнатній 

температурі. Утворені кристали (гідробромід тіазолу) промили ізопропанолом, 

додали до них надлишок розбавленого водного аміаку та перемішували кілька 

годин. Осад відфільтрували, промили водою та висушили, отримавши 5,48 г 

продукту (вихід 59% відносно 2c′).  

Rf 0,51 (Б). Тпл 62-64 оС. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 7,84 (2H, д, J = 8,4 Гц, 3-Ph, 5-

Ph), 4,08 (2H, к, OCH2CH3), 7,78 (1H, с, 5-H (тіазол)), 6,92 (2H, д, J = 8.4 Гц, 2-Ph, 

6-Ph), 4,47 (1H, с, CH2CN), 4,02 (2H, т, J=8 Гц, OCH2), 2,46 (2H, т, J = 7 Гц, 

CH2COO), 2,02 (квінт, J=7 Гц, CH2CH2CH2), 1,23 (3H, т, J=8 Гц, CH3). LC-MS: m/z 

331,1 [M+H]+. 

 

2-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]оцтова кислота (5a). 

Похідне тіазолу 3a (1,82 г, 9,3 ммоль) та 2,4-дигідроксибензальдегід (1,54 г, 11,2 

ммоль) розчинили в метанолі (15 мл). Потім додали піперидин (60 мкл, 0,61 

ммоль) і кип'ятили зі зворотнім холодильником до зникнення вихідного тіазолу (~ 

5 год.). До реакційної суміші (охолодженої) додали концентровану HCl (15 мл) і 

продовжили кипʼятіння до зникнення імінокумарину 4a (~ 7 год). Далі, 

підлужнили до рН>10 водним NaOH. Після завершення гідролізу естеру 6a, 

реакційну суміш підкислили конц. HCl до рН 3-4 і розбавили водою до 250 мл. 

Осад фільтрували, промили водою і висушили, отримавши 2,81 г коричнево-

фіолетового порошку. Його суспендували в суміші хлороформ-метанол (1:1) та 
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абсорбували на силікагелі співупарюванням. Продукт очищали в градієнті 

метанолу (5-15%) у хлороформі і перекристалізували з діоксан-вода (1:1). 

Одержали жовтий порошок (1,69 г, 59%).  

Rf 0,17 (Є). Тпл 262-264 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 12,40 (1H, ш. с, COOH), 

10,90 (1H, ш. с, OH), .8,86 (1H, с, 4-H), 7,85 (1H, д, J = 8.4 Гц, 5-H), 7,56 (1H, с, 5-H 

(тіазол)), 6,88 (1H, д. д, J = 2.0 Гц, 8,4 Гц, 6-H), 6,82 (1H, д, J = 2,0 Гц, 8-H), 3,80 

(2H, с, CH2). 13C ЯМР (ДМСО-d6): δ 171,55, 162,56, 159,58, 158,50, 155,06, 149,65, 

139,83, 131,35, 118,97, 114,81, 114,18, 111,38, 101,92, 36,73. LC-MS: m/z 304,1 

[M+H]+. Елементний аналіз: обчислено для C14H9NO5S: C, 55,44; H, 2,99; N, 4,62%. 

Знайдено: C, 55,57; H, 3,06; N, 4,51%. 

 

4-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]бутанова кислота (5b). 

Барвник 5b отримали, як описано для 5a із сполуки 3b (4,4 г, 19,6 ммоль), 2,4-

дигідроксибензальдегіду (2,98 г, 21,6 ммоль) та піперидину (200 мкл, 2,0 ммоль). 

Реакційну суміш кип'ятили у метанолі (30 мл, 1,5 год). Після зникнення тіазолу 

додали концентровану HCl (20 мл) і МеОН (15 мл) і продовжили кип'ятіння до 

завершення гідролізу імінокумарину 4b (3 години). Потім нейтралізували 

бікарбонатом натрію і підлужнили водним NaOH до рН> 10. Після завершення 

гідролізу (~ 2,5 год), реакційну суміш підкислили HCl до рН 3-4 і розбавили 

водою до ~ 200 мл. Осад фільтрували, промивали водою і висушили. Одержали 

6,32 г. Барвник виділили хроматографією на силікагелі, як описано для 5a, 

отримали жовто-коричневий порошок (4,79 г, 73%). Після перекристалізації (4,64 

г) із діоксан-вода (1,7:1, 200 мл), одержали жовтий порошок (4,25 г, вихід 65%). 

Rf 0,15 (Г), 0,37 (Є). Тпл 268-270 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 12,10 (1H, ш. с, 

COOH), 11,00 (1H, ш. с, OH), 8,87 (1H, с, 4-H), 7,86 (1H, д, J = 8,8 Гц, 5-H), 7,42 

(1H, с, 5-H (тіазол)), 6.88 (1H, д. д, J = 2.4 Гц, 8.8 Гц, 6-H), 6.82 (1H, д, J = 2.4 Гц, 

8-H), 2.79 (2H, т, J = 7,6 Гц, CH2CH2CH2CO), 2,30 (2H, т, J = 7.6 Гц, CH2CO), 1,93 

(2H, квінт, J = 7,6 Гц, CH2CH2CH2CO). 13C ЯМР (ДМСО-d6): δ 174,22, 162,48, 

159,57, 158,42, 156,25, 155,02, 139,67, 131,29, 116,37, 114,99, 114,15, 111,40, 

101,91, 33,09, 30,21, 24,23. LC-MS: m/z 331,9 [M+H]+. Елементний аналіз: 
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обчислено для C16H13NO5S: C, 58.00; H, 3.95; N, 4.23. Знайдено: C, 58,19; H, 4,04; 

N, 4,38%. 

 

4-[4-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]фенокси]бутанова 

кислота (5c).  

Етил-4-[4-[2-(7-гідрокси-2-іміно-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]фенокси]бутаноат 

(4c′). Ціанометилтіазол 3c′ (630 мг, 1,9 ммоль) та 2,4-дигідроксибензальдегід (310 

мг, 2,25 ммоль) розчинили в ізопропанолі при нагріванні до ~ 55оС. Потім додали 

кілька крапель піперидину і залишили реакційну суміш при к.т. на ніч. Лимонно-

жовті кристали відфільтрували, промили ізопропанолом та висушили. Вихід 844 

мг (98%).  

Rf 0,35 (Г), Тпл ~ 190 оС (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 10,54 (1H, с, OH, 

обмінюється із D2O), 7,62 (1H, д, J=8,2 Гц, 5-H), 8,77 (1H, с, NH, обмінюється з 

D2O), 8,5 (1H, с, 4-H, не обмінюється з D2O), 7,79-7,99 (3H, м, 3-Ph, 5-Ph, 5-Н 

(тіазол)), 7,00 (2H, д, J = 8,2 Гц, 2-Ph, 6-Ph), 6,69 (1H, д, J = 8,2 Гц, 6-H), 6,59 (1H, 

с, 8-Н), 4,08 (2H, к, J = 7,2 Гц, OCH2CH3), 4,02(2H, т, J = 7,0 Гц, OCH2), 2,45 (2H, т, 

J = 7,0 Гц, CH2COO), 2,04 (2H, квінт, J = 7,0 Гц, CH2CH2CH2), 1,23 (3H, т, J=7,2 Гц, 

CH3). 

Етил-4-[4-[2-(7-гідрок-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]фенокси]бутаноат 

(6c′). Імінокумарин 4c′ (750 мг, 1,67 ммоль) гідролізували у 3%-ій сірчаній 

кислоті при 60оС (24 год.), періодично опромінюючи в ультразвуковій бані. Осад 

відфільтрували, промили водою і висушили. Одержали 750 мг коричневої 

речовини. Перекристалізували із піридину (5 мл), осад промили піридином та 

спиртом і висушили при 120оС, одержавши лимонно-жовті кристали (70 мг, 6c). 

Маточний розчин розвели спиртом у два рази, осад відфільтрували, промили 

СН3ОН, після висушування отримано 290 мг (5c). Сумарний вихід становив 360 

мг (47%).  

Rf 0,81 (Г), Tпл 219-220 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 10,8 (1H, с, OH), 

8,93 (1H, с, 4-H), 7,93 (2H, д, J = 8,4 Гц, 3-Ph, 5-Ph), 7,81 (1H, с, 5-Н (тіазол)), 7,71 

(1H, д, J = 8,8 Гц, 5-H), 6,93 (2H, д, J = 8,4 Гц, 2-Ph, 6-Ph), 6,85 (1H, д. д, J=2 Гц, J = 
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8,8 Гц, 6-H), 6,79 (1H, д, J = 2 Гц, 8-H), 4,08 (2H, к, J = 7,2 Гц, OCH2CH3), 4,02 (2H, 

квінт, J = 6,8 Гц, OCH2), 2,4-2,5 (CH2COO-співпав із ДМСО-d6), 2,03 (2H, J = 6,8 

Гц, CH2CH2CH2), 1,23 (3H, т, J=7,2 Гц, OCH2CH3). 

4-[4-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]фенокси]бутанова 

кислота (5c). Етиловий естер 6c′ (200 мг, 0,44ммоль) суспендували в 13 мл NаОН 

(~7%) та перемішували протягом доби. Розчин нейтралізували розведеною 

сірчаною кислотою до рН ~ 6, осад відфільтрували, промили водою та висушили. 

Отримали жовті кристали (110 мг, вихід 57%).  

Препаратину кількість 5c (1,71 г) перекристалізували з Py. Осад 

відфільтрували, промили піридином, 4×метанолом, ефіром та гексаном. 

Висушили у глибокому вакуумі над Р2О5. Одержали 1,95 г жовтої речовини. 

Порцію отриманої піридинієвої солі 5c (320 мг) розчинили при легкому 

нагріванні в ДМФ (4 мл) та прикапали в HOAc (2,5%, 80 мл). Залишок 

відцентрифугували, промивали водою і висушили у глибокому вакуумі над P2O5. 

Отримали 200 мг жовтого порошку (вихід переосадження 62%).  

Rf 0,29 (Г), Tпл 288-290 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 12 (1H, с, COOH), 10,74 (1H, 

с, OH), 8,96 (1H, с, 4-H), 7,96 (2H, д, J = 8,8 Гц, 3-Ph, 5-Ph), 7,74 (1H, д, J = 8,8 Гц, 

5-H), 6,95 (2H, д, J = 8,8 Гц, 2-Ph, 6-Ph), 7,83 (1H, с, 5-Н (тіазол)), 6,87 (1H, д. д, J = 

2 Гц, J = 8,8Гц, 6-H), 6,8 (1H, д, J = 2 Гц, 8-H), 4,05 (2H, т, J = 6,8 Гц, OCH2), 2,42 

(2H, т, J = 6,8 Гц, CH2COO), 2,03 (2H, к, J = 6,8Гц, CH2CH2CH2). 

 

5-(7-Гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбонова кислота (5d).  

Метод-1. Метил 5-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбоксилат (6d). 

У 10 мл метанолу кипʼятили 2,4-дигідроксибензальдегід (0,554 г, 4,02 ммоль), 

метил-5-ціанметил-2-фуроат (3d) (0,55 г, 3,35 ммоль) та піперидин (331 мкл, 3,36 

ммоль) протягом 2-х год. Далі реакційну суміш охолодили, додали HClконц. (1,2 

мл) та кипʼятили 3 год. Потім вилили у 50 мл води та нейтралізували содою. Осад 

відфільтрували, промили тричі водою та висушили у сушильній шафі (50 оС, 5 

год.). Одержали 0,91 г (вихід 94 %). 
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Rf 0,90 (Г). Tпл 228-229 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 10,84 (1H, с, OH), 8,44 (1H, 

с, 4-H), 7,82 (1H, д, J = 8,8 Гц, 5-H), 7,42 (1H, д, J = 3,9 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 

7,2 (1H, д, J = 3,9 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 6,86 (1H, д. д, J = 2,0 Гц, J = 8,8 Гц, 6-

H), 6,74 (1H, д, J = 2,0 Гц, 8-H), 3,86 (3H, с, OCH3). 

5-(7-Гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбонова кислота (5d). Сполуку 

(6d) (0,5 г, 0,874 ммоль) розчинили у водному NaOH (~5%, 40 мл). Реакція 

закінчилась через 0,5 год. (ТШХ). Підкислили водною оцтовою кислотою 

(H2O:HOAc-1:2, 15 мл), але наступного дня осад не випав. Очистили обернено-

фазововою хроматографією на ТМС-силікагелі. Елюювали CH3CN:H2O-4:1. 

Фракції випарили та висушили у вакуумі над P2O5. Одержали темно-жовтий 

порошок (0,22 г, 88%). 

Rf 0,02 (Г), 0,57 (Л). Тпл: > 350 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 13,0 (ш. с), 

10,9 (ш. с), 8.42 (1H, с. 4-H), 7,80 (1H, д, J = 8,3 Гц, 5-H), 7,30 (1H, д, J = 3,9 Гц, 2-

H або 3-H (фуран)), 7.16 (1H, д, J = 3,4 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 6,86 (1H, д. д, J = 

2,0 Гц, 8,3 Гц, 6-H), 6,78 (1H, д, J = 2,0 Гц, 8-H). LC-MS: m/z 273,0 [M+H]+, 271,0 

[M−H]−.  

Метод-2. Етил 5-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбоксилат (6d′). 

У 40 мл ізопропанолу розчинили 2,4-дигідроксибензальдегід (2,18 г, 15,8 ммоль), 

етил-5-ціанметил-2-фуроат (3d′) (2,66 г, 14,8 ммоль) та піперидин (1,5 мл, 15,2 

ммоль). Суміш витримували 5 год. при 70 оС та 20 год. при к.т. Розчин вилили у 

1,0 М соляну кислоту та відфільтрували оранжевий осад. Залишок імінокумарину 

4d′ гідролізували два дні у суміші концентрованої соляної та оцтової кислот (2:1, 

60 мл) при 50оС. Зелений осад відфільтрували, промили водою та висушили 

(вихід 3,52 г, 78%). Для очистки порцію сирого продукту (2,5 г) кип’ятили у 

етилацетаті (2×15 мл), залишок відфільтрували та промили EtOAc (3×10 мл). 

Об’єднаний фільтрат випарили, одержавши 1,9 г жовтого порошку (вихід 60%).  

Rf 0,92 (Г). Tпл 224-225 oC. 1Н-ЯМР (ДМСО-d6): δ 10,62 (1H, с, OH), 8,35 (1H, 

с, 4-H), 7,68 (1H, д, J = 8,6 Гц, 5-H), 7,24 (1H, д, J = 3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 

7,17 (1H, д, J = 3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 6,81 (1H, д. д, J = 1,8 Гц, J = 8,6 Гц, 6-
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H), 6,73 (1H, д, J = 1,8 Гц, 8-H), 4,31 (2H, к, J = 7,2 Гц, OCH2), 1,36 (3H, т, J = 7,2 

Гц, CH3). 

5-(7-Гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбонова кислота (5d). Сполуку 

(6d′) (1,6 г, 5,33 ммоль) розчинили у водному NaOH (~3%, 200 мл). Через 3 год. 

суміш підкислили 30 мл концентрованої соляної кислоти, осад відфільтрували, 

промили водою та висушили. Залишок екстрагували гарячим етилацетатом (5×7 

мл), екстракт охолодили, продукт осадили у гексан, відфільтрували та висушили. 

Одержали жовтий порошок (0,85 г, 58%). Rf 0,04 (Г). Тпл > 280 oC (розкл.). 

 

6-[[5-(7-Гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбоніл]аміно]гексанова 

кислота (5e). Сполуку 5d (118 мг, 0,043 ммоль) та HOBt (64 мг, 0,048 ммоль) 

розчинили у ДМФ (3,4 мл). Потім додали DCC (107 мг, 0,052 ммоль), а через 3,5 

год. ГМК (87 мг, 0,052 ммоль) та NEt3 (90 мкл, 0,064 ммоль). Через 1 год. прилили 

розчин NaOH (868 мг у 17 мл води), відцентрифугували дициклогексилмочевину 

та нейтралізували соляною кислотою через 0,5 год. Осад відфільтрували, промили 

водою та висушили. Одержаний жовто-коричневий порошок 5e, співупарили із 

TMS-силікагелем та елюювали 10-15% CH3CN. Відповідні фракції випарили до ~ 

10 мл та підкислили HOAc до рН ~ 4. Світло-жовтий осад фільтрували і висушили 

у глибокому вакуумі над P2O5 (160 мг, вихід 96%). 

Тпл 284-286 oC. 

Rf 0,06 (Г). 1Н-ЯМР (ДМСО-d6): δ 11,8 (1H, с, COOH), 10,56 (1H, с, OH), 8,58 

(1H, с, 4-H), 8,33 (1H, т, J = 6 Гц, NH), 7,58 (1H, д, J = 8,4 Гц, 5-H), 7,14 (1H, д, J = 

3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 7,10 (1H, д, J = 3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 6,83 (1H, 

д. д, J = 2 Гц, J = 8,4 Гц, 6-H), 6,75 (1H, д, J = 2 Гц, 8-H), 3,29 (2H, м, NCH2), 2,23 

(2H, т, J = 7,2 Гц, CH2CO), 1,61 (4H, м, (NCH2CH2CH2CH2CH2CO), 1,4 (2H, м, 

(N(CH2)2CH2(CH2)2CO)). LC-MS: m/z 384 ([M-1]−). 

 

6-[4-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-

іл]бутаноіламіно]гексанова кислота (5f). Сполуку 5b (99 мг, 0,3 моль), sBtH (72 

мг, 0,36 моль), NEt3 (54 мкл, 0,39 ммоль) та DCC (75 мг, 0,36 ммоль) розчинили у 
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1,5 мл ДМФ. Наступного дня додали гідрохлорид метил-6-амінокапроату (60 мг, 

0,36 ммоль) та NEt3 (63 мкл, 0,45 ммоль). Після закінчення конденсації (~6 год.) 

додали NaOH (6 мл, 1,92 г у 18 мл води), а через ~1 год. 36 мл оцтової кислоти 

(15%). Осад відфільтрували та перекристалізували із діоксан:вода=1:1. Одержали 

75 мг світло-жовтого порошку після висушування у вакуумі над Р2О5. (вихід 56%) 

Rf 0,14 (Д). Тпл 185-188 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 11.97 (1H, ш. с, COOH), 

10.91 (1H, ш. с, OH), 8.87 (1H, с, 4-H), 7.85 (1H, д, J = 8.4 Гц, 5-H), 7.78 (1H, м, 

NH), 7.39 (1H, с, 5-H (тіазол)), 6.88 (1H, д, J = 8.4 Гц, 6-H), 6.82 (1H, с, 8-H), 3.02 

(2H, м, NCH2), 2.75 (2H, т, J = 7.5 Гц, CH2CH2CH2CO), 2,18 та 2.13 (2×2H, 2×т, 2×J 

= 6.5 Гц, 2×CH2CO), 1.92 (2H, м, CH2CH2CH2CO), 1.49, 1.38 та 1,45 (3×2H, 3×м, 

(NCH2CH2CH2CH2CH2CO). LC-MS: m/z 445,4 [M+H]+. 

 

Метил 2-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]ацетат (6a). 

Сполуку 5a (200 мг, 0,66 ммоль) розчинили в 10 мл метанолу, що містив 3% 

(об./об.) сірчаної кислоти та кип'ятили 1,0 годину. Далі реакційну суміш вилили у 

воду, нейтралізували NaHCO3, осад фільтрували, промили водою та висушили. 

Сирий продукт очистили колонковою хроматографією на силікагелі; 6a елюювали 

2-3% МеОН у CH2Cl2. Одержли жовтий порошок (180 мг, 86%). Частину продукту 

додатково перекристалізували із суміші діоксан-вода (2:1). 

Rf 0,1 (Б). Тпл 223-225 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 10,90 (1H, с, OH), 8,85 (1H, с, 

4-H), 7,85 (1H, д, J = 8.4 Гц, 5-H), 7.58 (1H, с, 5-H (тіазол)), 6,88 (1H, д. д, J = 2,0 

Гц, J = 8,4 Гц, 6-H), 6,82 (1H, д, J = 2,0 Гц, 8-H), 3,91 (2H, с, CH2), 3,66 (3H, с, 

COOCH3). 13C ЯМР (ДМСО-d6): δ 170,47, 162,63, 159,58, 158,77, 155,10, 148,91, 

139,92, 131,39, 119,25, 114,74, 114,20, 111,36, 101,93, 51,81, 36,30. LC-MS: m/z 

318,2 [M+H]+. Елементний аналіз: обчислено для C15H11NO5S: C, 56,78; H, 3,49; N, 

4,41%. Знайдено: C, 56,60; H, 3,53; N, 4,54%. 

 

Метил 4-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]бутаноат (6b). 

Метиловий ефір 6b отримали із 5b (400 мг, 1,21 ммоль) як описано для 6a. 
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Хроматографічно очищений продукт перекристалізували із суміші діоксан-вода 

(4:1), отримавши 326 мг жовтого порошку (78%).  

Rf 0,16 (CH2Cl2). Тпл 187-190 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 10,1 (1H, с, OH), 8,85 

(1H, с, 4-H), 7,85 (1H, д, J = 8,8 Гц, 5-H), 7,41 (1H, с, 5-H (тіазол)), 6,88 (1H, д. д, J 

= 2,0 Гц, J = 8,4 Гц, 6-H), 6,82 (1H, д, J = 2,0 Гц, 8-H), 3,59 (3H, с, COOCH3), 2,79 

(2H, т, J=7,4 Гц, CH2CH2CH2CO), 2,40 (2H, т, J=7,4 Гц, CH2CO), 1,98 (2H, квінт, J = 

7,4 Гц, CH2CH2CH2CO). 13C ЯМР (ДМСО-d6): δ 173,09, 162,49, 159,56, 158,46, 

156,04, 155,02, 139,67, 131,29, 116,45, 114,97, 114,15, 111,39, 101,91, 51,23, 32,72, 

30,10, 24,15. LC-MS: m/z 346,0 [M+H]+, 367,9 [M+Na]+. Елементний аналіз: 

обчислено для C17H15NO5S: C, 59.12; H, 4.38; N, 4.06%. Знайдено: C, 59.30; H, 

4.30; N, 4.18%. 

 

Метил-4-[4-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-

іл]фенокси]бутаноат (6c). До 5c (1,05 г, 2,5 ммоль) в 50 мл метанолу додали 2 мл 

концентрованої сірчаної кислоти та кип’ятили 4 год. Після охолодження лимонно-

жовті кристали відфільтрували, промили водою та висушили у вакуумі. Вихід 860 

мг (78%). Порцію речовини (572 мг) перекристалізували із піридину (2 мл). 

Одержали 374 мг (вихід кристалізації 65%).  

Rf 0,81 (Г), Тпл 205-212 оС. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 10,8 (1H, с, OH), 8,95 (1H, с, 

4-H), 7,96 (2H, д, J = 8,8 Гц, 3-Ph, 5-Ph), 7,83 (1H, с, 5-H (тіазол)), 7,73 (1H, д, J=8,4 

Гц, 5-H), 6,94 (2H, д, J = 8,8 Гц, 2-Ph, 6-Ph), 6,86 (1H, д. д, J = 2 Гц, J = 8,4 Гц, 6-H), 

6,79 (1H, д, J = 2 Гц, 8-H), 4,05 (2H, т, J = 6,4 Гц, OCH2), 3,64 (3Н, с, ОМе), 2,45-

2,55 (СН2СОО, співпав із ДМСО-d6), 2,05 (2H, квінт, J = 6,8 Гц, CH2CH2CH2). LC-

MS: m/z 452,1 [M+H]+.  

 

Метил 5-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбоксилат (6d). 

Одержання 6d описано у синтезі сполуки 5d.  

 

Етил 5-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбоксилат (6d′). 

Одержання 6d′ описано у синтезі сполуки 5d.  
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Метил 6-[[5-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбоніл]аміно]-

гексаноат (6e). Сполуку 5d (0,4 г, 1,47 ммоль) та N-гідроксисукцинімід (169 мг, 

1,47 ммоль) розчинили у ДМФ (11 мл), додали DCC (0,303 г, 1,46 ммоль) та 

залишили на ніч при к.т. Додали ГМК (293 мг, 1,61 ммоль) та NEt3 (0,2 мл, 1,47 

ммоль), перемішали та залишили на 1,5 год (ТШХ). Розчин вилили у воду та 

екстрагували EtOAc (100 мл). Органічний шар тричі промили водою, висушили 

над Na2SO4 та випарили. Продукт очистили хроматографією на силікагелі у 

градієнті метанолу (0-3%) в CHCl3. Отримали жовтий порошок (302 мг, 51%).  

Rf 0,86 (Г). Тпл 238-240 oC. 1Н-ЯМР (ДМСО-d6): δ 10,54 (1H, с, OH), 8,55 (1H, 

с, 4-H), 8,1 (1H, т, J = 5,6 Гц, NH), 7,55 (1H, д, J = 8,4, 5-H), 7.1 (1H, д, J = 3,2 Гц, 2-

H або 3-H (фуран)), 7,05 (1H, д, J = 3,2 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 6,82 (1H, д. д, J = 

2 Гц, J = 8,8 Гц, 6-H), 6,73 (1H, д, J = 2 Гц, 8-H), 3,59 (3H, с, COOCH3), 3,27 (2H, м, 

NCH2), 2,3 (2H, т, J = 7,6 Гц, CH2CO), 1,60 (4H, м, NCH2CH2CH2CH2CH2CO), 1,35 

(2H, м, N(CH2)2CH2(CH2)2CO). LC-MS: m/z 400 ([M+H]+). 
 

Метил 2-[2-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]ацетат (7a). 

Сполуку 5a (100 мг, 0,33 ммоль), диметилсульфат (67 мкл, 0,71 ммоль) і сухий 

поташ (179 мг, 1,32 ммоль) кип'ятили ~ 6 год в ацетоні (10 мл). Реакційну суміш 

вилили у воду і підкислили оцтовою кислотою до рН 5-6, осад фільтрували, 

промили водою та висушили. Одержану речовину очистили колоночною 

хроматографією на силікагелі в градієнті метанолу (0-1%) в CH2Cl2 та 

перекристалізували із суміші діоксан-вода (2:1), отримавши жовтий порошок (68 

мг, 62%).  

Rf 0,11 (CH2Cl2), 0,95 (Б). Тпл 186,5-187 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,89 (1H, с, 

4-H), 7,94 (1H, д, J = 8,4 Гц, 5-H), 7,61 (1H, с, 5-H (тіазол)), 7,11 (1H, д, J = 2,0 Гц, 

8-H), 7,03 (1H, д. д, J = 2,0 Гц, 8,4 Гц, 6-H), 3,92 (2H, с, CH2), 3,91 (3H, с, OCH3), 

3,67 (3H, с, COOCH3). 13C ЯМР (ДМСО-d6): δ 170,46, 163,50, 159,47, 158,54, 

154,96, 149,03, 139,60, 130,99, 119,59, 115,73, 113,48, 112,40, 100,39, 56,13, 51,82, 
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36,30. LC-MS: m/z 332,1 [M+H]+. Елементний аналіз: обчислено для C16H13NO5S:  

C, 58.00; H, 3.95; N, 4.23%. Знайдено: C, 57.83; H, 3.89; N, 4.31%. 

 

Метил 4-[2-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]бутаноат (7b). 

Сполуку 7b синтезували із карбонової кислоти 5b (100 мг, 0,3 ммоль) та виділили 

так же, як описано для сполуки 7а. Одержали жовтий порошок 64 мг (60%).  

Rf 0,83 (Б). Тпл 147-148 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,91 (1H, с, 4-H), 7,95 (1H, д, 

J = 8,8 Гц, 5-H), 7.45 (1H, с, 5-H (тіазол)), 7,13 (1H, д, J = 2,4 Гц, 8-H), 7,05 (1H, д. 

д, J = 2,4 Гц, 8,8 Гц, 6-H), 3,90 (3H, с, OCH3), 3,60 (3H, с, COOCH3), 2,80 (2H, т, 

J=7,6 Гц, CH2CH2CH2CO), 2,39 (2H, т, J=7,6 Гц, CH2CO), 1,97 (2H, квінт, J=7,6 Гц, 

CH2CH2CH2CO). 13C ЯМР (ДМСО-d6): δ 173,09, 163,39, 159,45, 158,24, 156,16, 

154,89, 139,33, 130,90, 116,78, 115,94, 113,43, 112,42, 100,37, 56,11, 51,23, 32,73, 

30,10, 24,16. LC-MS: m/z 359,9 [M+H]+, 381,8 [M+Na]+. Елементний аналіз: 

обчислено для C18H17NO5S:  C, 60.15; H, 4.77; N, 3.90%. Знайдено: C, 60.02; H, 

4.84; N, 3.82%. 

 

Метил 4-[4-[2-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]фенокси]-

бутаноат (7c). До 5c (1,06 г, 2,5 ммоль) у 40 мл сухого ацетону додали 

диметилсульфат (0,6 мл, 6,3 ммоль) та свіжопрожарений поташ (1,3 г). Кип’ятили 

40 хв. Суміш вилили у воду, осад відфільтрували, промили водою та висушили. 

Перекристалізували із суміші ДМФ-етанол 1:1 (20 мл) із активованим вугіллям. 

Отримали лимонно-жовті кристали (380 мг, 33%). Із маточного розчину 

додатково виділили 310 мг продукту. Сумарний вихід 690 мг (60%).  

Rf 1,0 (Г), Тпл 180-182 оС. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,99 (1H, с, 4-Н), 7,96 (2H, д, 

J = 8,4 Гц, 3-Ph, 5-Ph), 7,83-7,86 (2H, м, 5-Н (тіазол)+5-H), 7,06 (1H, с, 8-H), 6,99 

(1H, д, J = 8,8 Гц, 6-H), 6,94 (2H, д, J = 8,4 Гц, 2-Ph, 6H-Ph), 4,04 (2H, т, J = 6 Гц, 

OCH2), 3,92 (3H, с, OCH3), 3,64 (3H, с, COOCH3), 2,4-2,6 (CH2COOH співпав із 

DMSO-d6), 2,05 (2H, квінт, J=6,8 Гц, CH2CH2CH2). LC-MS: m/z 466,2 [M+H]+. 
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Метил 5-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбоксилат (7d). 

Сполуку 6d (400 мг, 1,40 ммоль), свіжопрожарений поташ (0,773 г) та 

диметилсульфат (265 мкл, 2,8 ммоль) кип’ятили в ацетоні ~ 4 год. Потім 

реакційну cуміш вилили у воду та нейтралізували НОАс. Одержали жовтий 

порошок, який очистили колонковою хроматографічно на силікагелі (елюювали 

СНСl3) та перекристалізували із хлороформу (10 мл). Одержали 142 мг світло-

жовтої речовини. Із маточного розчину додатково видідлили, перекристалізацією 

із 1,2-дихлоретану, 155 мг 7d. Сумарно одержали 297 мг (вихід 70%). 

Rf 0,12 (СН2Сl2), 0,66 (Б), Тпл 223-224 оС. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,65 (1H, с, 4-

H), 7,71 (1H, д, J = 8,4 Гц, 5-H), 7,20 (1H, д, J = 3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 7,11 

(1H, д, J = 3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 6,98 (1H, д, J = 2,4 Гц, 8-H), 6,94 (1H, д. д, 

J = 2,4 Гц, J = 8,4 Гц, 6-H), 3,98 (3H, с, CH3O), 3,69 (3H, с, COOCH3). LC-MS: m/z 

301,1 [M+H]+. 

 

Етил 5-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбоксилат (7d′). 

Сполуку (5d′) (1 г, 3,3 ммоль) розчинили в ацетоні (30 мл), до розчину додали 

Na2СO3 (1,4 г) і диметилсульфат (1,3 мл, 13,7 ммоль). Реакційну суміш кип’ятили 

10 год, а потім вилили у воду (120 мл) та екстрагували етилацетатом (150 мл). 

Органічний шар двічі промили водою, висушили над сульфатом натрію та 

випарили у вакуумі. Одержали 1 г порошкоподібного продукту (7d′). Вихід 96 %.  

Rf 0,15 (СН2Сl2), 0,67 (Б). Тпл 218-220 оС. 1H ЯМР (ДМСО-d6): 8,63 (1H, с, 4-

H), 7,70 (1H, д, J = 8,4 Гц, 5-H), 7,19 (1H, д, J = 3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 7,11 

(1H, д, J = 3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 6,98 (1H, д, J = 2,4 Гц, 8-H), 6,94 (1H, д. д, 

J = 2,4 Гц, J = 8,4 Гц, 6-H), 3,98 (3H, с, CH3O), 4,31 (2H, кв., J = 6,8 Гц, ОСН2), 1,36 

(3H, т, J = 6,8 Гц, СН2CH3). LC-MS: m/z 315,1 [M+H]+. 

 

Метил 6-[[5-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбоніл]аміно]-

гексаноат (7e). Синтез провели, як описано для 6e. Продукт очистили 

хроматографією на силікагелі у градієнті 75-100% СНСl3 в гексані. Відповідні 

фракції випарили у вакуумі, отримавши жовтий порошок (206 мг, 60%).  
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Rf 0,96 (Г). Тпл 136-137 oC. 1Н-ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,58 (1H, с, 4-H), 8,3 (1H, с, 

NH), 7,65 (1H, д, J = 8,4 Гц, 5-H), 7,15 (1H, д, J = 3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 7,07 

(1H, д, J = 3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 6,98 (1H, д, J = 2,4 Гц, 8-H), 6,94 (1H, д. д, 

J = 2,4 Гц, J = 8,4 Гц, 6-H), 3,9 (3H, с, CH3O), 3,59 (3H, с, COOCH3), 3,28 (2H, м, 

NCH2), 2,3 (2H, т, J = 7,6 Гц, CH2CO), 1,60 (4H, м, NCH2CH2 CH2CH2CH2CO), 1,35 

(2H, м, N(CH2)2CH2(CH2)2CO). LC-MS: m/z 414 ([M+H]+). 

 

2-[2-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]оцтова кислота (8a). 

Сполуку 5a (0,8 г, 2,64 ммоль), диметилсульфат (1,01 г, 8,0 ммоль) і 

порошкоподібний поташ (1,94 г, 14,3 ммоль) кип'ятили в ацетоні (30 мл) до 

повного метилювання як фенольної гідроксильної групи, так і карбоксильної 

групи. Потім додалили гідроксид натрію (5 %, 20 мл), а через 40 хв. підкислили 

концентрованою HCl до рН 3-4, розбавили водою до 300 мл, осад фільтрували, 

промивали водою і висушили. Сирий матеріал (0,62 г) перекристалізували із 

водного діоксану, отримавши 0,52 г кристалів жовтого кольору; додаткову порцію 

(0,06 г) отримали з маточного розчину. Загальний вихід 69%.  

Rf 0,4 (Є). Тпл 258-260 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 12,40 (1H, ш. с, COOH), 8,90 

(1H, с, 4-H), 7,94 (1H, д, J = 8,4 Гц, 5-H), 7,58 (1H, с, 5-H (тіазол)), 7,11 (1H, с, 8-H), 

7,03 (1H, д, J = 8,4 Гц, 6-H), 3,90 (3H, с, OCH3), 3,81 (2H, с, CH2). 13C ЯМР (ДМСО-

d6): δ 171,54, 163,44, 159,46, 158,25, 154,92, 149,78, 139,47, 130,94, 119,28, 115,76, 

113,45, 112,40, 100,36, 56,11, 36,73. LC-MS: m/z 318,2 [M+H]+. Елементний аналіз: 

обчислено для C15H11NO5S: C, 56,78; H, 3,49; N, 4,41%. Знайдено: C, 56,87; H, 

3,56; N, 4,36%. 

 

4-[2-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]бутанова кислота (8b). 

Сполуку 7b (1,6 г, 4,46 ммоль) перемішували при к.т. в суміші діоксан-вода (3:2, 

85 мл), що містить NaOH (2,2 г). Після завершення гідролізу ефіру (30 хв) суміш 

нейтралізували HOAc і випарили у вакуумі до початку кристалізації, розбавили 

водою і підкислили HCl до рН 3-4. Наступного дня осад фільтрували та висушили 

(1,2 г). Після перекристалізації із діоксан-вода (9:1, 40 мл) одержали світло-
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жовтий порошок (0,87 г). Додаткову порцію (0,21 г) отримали з маточного 

розчину. Загальний вихід 70%.  

Rf 0,26 (Г), 0,65 (Є). Тпл 216-217 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 12,10 (1H, ш. с, 

COOH), 8,92 (1H, с, 4-H), 7,95 (1H, д, J = 8,4 Гц, 5-H), 7,45 (1H, с, 5-H (тіазол)), 

7,13 (1H, м, 8-H), 7,04 (1H, д. д, J = 2,0 Гц, 8,4 Гц, 6-H), 3,90 (3H, с, OCH3), 2,82 

(2H, т, J = 7,6 Гц, CH2CH2CH2CO), 2,30 (2H, т, J = 7,6 Гц, CH2CO), 1,92 (2H, квінт, 

J = 7,6 Гц, CH2CH2CH2CO). 13C ЯМР (ДМСО-d6): δ 174,22, 163,37, 159,45, 158,19, 

156,36, 154,88, 139,32, 130,90, 116,69, 115,95, 113,42, 112,43, 100,36, 56,10, 33,10, 

30,21, 24,24. LC-MS: m/z 346,2 [M+H]+. Елементний аналіз: обчислено для 

C17H15NO5S:  C, 59,12; H, 4,38; N, 4,06%. Знайдено: C, 59,28; H, 4,48; N, 3,98%.  

 

4-[4-[2-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]фенокси]бутанова 

кислота (8c).  

Метод-1. Сполуку 7b (310 мг, 0,69 ммоль) розчинили у суміші НОАс/НСl-1:1 

(40 мл) та кип’ятили 4 год. Додали 20 мл води, кип’ятили суміш ще 1 год і 

залишили на ніч при к.т. Осад відділили центрифугуванням (5000 об/хв, 10 хв), 

промили спиртом (20 мл), відцентрифугували та висушили. Перекристалізували із 

2 мл піридину. Одержали 70 мг світло-жовтих кристалів (23%).  

Rf 0,56 (Г), Тпл 270-272 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 9,03 (1H, с, 4-H), 7,98 (2H, д, 

J=8 Гц, 3-Ph, 5-Ph), 7,86 (1H, с, 5-Н (тіазол)), 7,84 (1H, д, J=8 Гц, 5-H), 7,7 (1H, с, 8-

H), 6,9-7,0 (3H, м, 2-Ph, 6-Ph, 6-H), 4,05 (2H, т, J = 7,2 Гц, OCH2), 3,92 (3H, с, 

OCH3), 2,42 (2H, т, J = 7,2 Гц CH2COO), 2,03 (2H, квінт, CH2CH2CH2). LC-MS: m/z 

438,2 [M+H]+. 

Метод-2. Сполуку 5c (0,3 г, 0,71 ммоль), диметилсульфат (168 мкл, 1,78 

ммоль) і поташ (0,73 г, 5,32 ммоль) нагрівали у ДМФ (4 мл) ~2 год при 50-60 оС. 

Потім додалили NaOH (0,55 г, у 6 мл води) при к.т. Після завершення гідролізу 

естерної групи, реакційну суміш підкислили оцтовою кислотою до рН 3-4, 

розбавили водою, осад віфільтрували, промивали водою і висушили у вакуумі над 

Р2О5. Одержали 0,22 г світло-жовтого порошку (вихід 70 %). 

Тпл 263-267 oC. 
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5-(7-Метокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбонова кислота	(8d).  

Метод-1. Сполуку 7d′ (1 г, 3,18 ммоль) суспендували та перемішували у ~3% 

розчині NaOH у водно-спиртовій суміші (4:9, 130 мл) при к.т. (7 год.). Потім 

підкислили розведеною HCl до рН 6, розчинник випарили до ~1/3 об’єму, осад 

відфільтрували, промили водою та висушили. Отримали жовто-коричневий 

порошок (0,7 г, 77%).  

Метод-2. Сполуку 7d суспендували у діоксан:NaOH(10% розчин)-7:5. Після 

~ 3 год. перемішування речовина розчинилася. Реаційну суміш вилили у 20 мл 

води + 2 мл НОАс. Наступного дня промили водою та висушили у сушильні шафі. 

Одержану речовину (220 мг) перекристлізували із діоксан-вода (5:1). Одержали 

178 мг світло-жовтих ниткоподібних кристалів (82%).  

Rf 0,38 (Є). Тпл 277-278 oC. 1Н-ЯМР (ДМСО-d6): 11,7 (1H, с, COOH), 8,64 (1H, 

с, 4-H), 7,72 (1H, д, J = 8,4 Гц, 5-H), 7,22 (1H, д, J = 3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 

7,13 (1H, д, J = 3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 6,99 (1H, д, J = 2,4 Гц, 8-H), 6,95 (1H, 

д. д, J = 2,4 Гц, J = 8,4 Гц, 6-H), 3,98 (3H, с, CH3O). LC-MS: m/z 287,0 [M+H]+. 

 

6-[[5-(7-Метокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбоніл]аміно]гексанова 

кислота (8e).  

Сполуку 8d (70 мг, 0,24 ммоль), HOBt (36 мг, .27 ммоль) і DCC (59 мг, 0,29 

ммоль) змішали з ДМФ (2,7 мл) і перемішували протягом 4 годин. Потім 

додалили гідрохлорид метилового ефіру ε-амінопронової кислоти (48 мг, 0,29 

ммоль) та NEt3 (50 мкл, 0,36 ммоль) і перемішували протягом 0,5 години. На 

наступний день додали NaOH (0,25 г) в ТГФ:МеОН:H2O (7:7:1,25) і через 40 хв 

нейтралізували HOAc, розбавили водою та випарили органічні розчинники. 

Наступного дня жовтий осад відфільтровували та хроматографували на силікагелі 

в ~ 2% МеОН у CHCl3. Отримали 85 мг світло-жовтого порошку (вихід 88%). 

Rf 0,13 (Г). Тпл 198-200 oC. 1Н-ЯМР (ДМСО-d6): δ 11,8 (1H, с, COOH), 8,62 

(1H, с, 4-H), 8,34 (1H, т, J = 6,2 Гц, NH), 7,69 (1H, д, J = 8,8 Гц, 5-H), 7,17 (1H, д, J 

= 3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 7,10 (1H, д, J = 3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 7,01 
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(1H, д, J = 2,4 Гц, 8-H), 6,97 (1H, д. д, J = 2,4 Гц, J = 8,8 Гц, 6-H), 3,9 (3H, с, OCH3), 

3,3 (2H, м, NCH2), 2,23 (2H, т, J = 7,4 Гц, CH2CO), 1,60 (4H, м, 

NCH2CH2CH2CH2CH2CO), 1,35 (2H, м, N(CH2)2CH2(CH2)2CO). LC-MS: m/z 398 

([M-1]−). 

 

2-[2-(7-ацетокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]оцтова кислота (9a). 

Сполуку 5a (300 мг, 0,99 ммоль) розчинили у 5 мл сухого піридину. Потім додали 

Ас2О (0,3 мл, 3,2 ммоль) і суміш витримали при к.т. 30 хв., осадили гексаном (20 

мл), осад фільтрували, промили гексаном, ефіром і висушили у вакуумі над P2O5. 

Одержали 0,35 г жовтого порошку, який змішали з силікагелем і CH2Cl2, додали 

кілька крапель води (для гідролізу змішаного ангідриду) і випарили досуха. 

Матеріал нанесли на верхівку колонки з силікагелем, наповнену дихлорметаном, 

що містить 1% метанолу. Продукт елюювали в 1-3% градієнті метанолу в CH2Cl2. 

Після випаровування відповідних фракцій отримали світло-жовтий порошок (297 

мг, 87%). Частину 9a додатково перекристалізували із діоксан-вода (4:1). 

Rf 0,75 (Г). Тпл >320 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 12,50 (1H, ш. с, 

COOH), 8,96 (1H, с, 4-H), 8,08 (1H, д, J = 8,4 Гц, 5-H), 7,66 (1H, с, 5-H (тіазол)), 

7.39 (1H, д, J = 2,0 Гц, 8-H), 7,24 (1H, д. д, J = 2,0 Гц, 8,4 Гц, 6-H), 3,84 (2H, с, 

CH2), 2,33 (3H, с, CH3CO). 13C ЯМР (ДМСО-d6): δ 171,49, 168,71, 159,07, 157,74, 

153,55, 153,35, 150,09, 138,60, 130,68, 120,19, 119,33, 118,71, 116,77, 109,93, 36,71, 

20,87. LC-MS: m/z 346,1 [M+H]+. Елементний аналіз: обчислено для C16H11NO6S: 

C, 55,65; H, 3,21; N, 4,06%. Знайдено: C, 55,82; H, 3,08; N, 4,15%. 

 

4-[2-(7-ацетокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]бутанова кислота (9b). 

Сполуку 9b синтезували, як описано для 9a, взаємодією 7-гідроксикомарину 5b 

(450 мг, 1,36 ммоль) та оцтового ангідриду (0,3 мл, 3,2 ммоль) у сухому піридині 

(7 мл). Осадили гексаном (65 мл), випало масло, яке закристалізувалося за ~ 1,5 

год. Його відфільтрували, промили гексаном, ефіром, висушили у вакуумі над 

P2O5 і нанесли на колону з силікагелем, як описано для 9a. Продукт елюювали в 1-

2% градієнті МеОН у CH2Cl2 (жовтий порошок, 456 мг, 90%). Частину речовини 
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додатково перекристалізували із суміші діоксан-вода (4:1, 1,5 мл), отримавши 

жовті кристали.  

Rf 0,75 (Г). Тпл 194-196 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 12,10 (1H, ш. с, COOH), 8,97 

(1H, с, 4-H), 8,08 (1H, д, J = 8,4 Гц, 5-H), 7,53 (1H, с, 5-H (тіазол)), 7,41 (1H, д, J = 

2,0 Гц, 8-H), 7,25 (1H, д. д, J = 2,0 Гц, 8,4 Гц, 6-H), 2,82 (2H, т, J=7,6 Гц, 

CH2CH2CH2CO), 2,33-2,28 (5H, м, CH3CO та CH2CO), 1,95 (2H, квінт, J=7,6 Гц, 

CH2CH2CH2CO). 13C ЯМР (ДМСО-d6): δ 174,22, 168,71, 159,04, 157,67, 156,67, 

153,47, 153,30, 138,42, 130,62, 119,29, 118,84, 117,60, 116,79, 109,90, 33,11, 30,19, 

24,26, 20,87. LC-MS: m/z 374,2 [M+H]+. Елементний аналіз: обчислено для 

C18H15NO6S:  C, 57,90; H, 4,05; N, 3,75%. Знайдено: C, 57,74; H, 4,11; N, 3,64% 

 

4-[4-[2-(7-ацетокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]фенокси]бутанова 

кислота (9c).  

Сполуку 5c (100 мг, 0,24 ммоль) розчинили в Py (3 мл) і додали Ac2O (70 мкл, 

0,74 ммоль). Реакція завершилась через 35 хв (ТШХ (Г)). Продукт осадили н-

гексаном, а світло-жовтий осад відфільтровували. Потім його розчинили в ДМФ 

(2 мл) і додавали води (100-200 мкл) для гідролізу змішаного ангідриду. Через 20 

хв. розчин у ДМФ прикапали у воду (50 мл) + HOAc (0,5 мл). Одержали 88 мг 

жовтого порошку (вихід 79%). 

Rf 0,59 (Г). Тпл 220-226 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 9,1 (1H, с, 4-H), 8,06-7,95 

(4H, м, 5-H (тіазол), 3-Ph, 5-Ph, 5-H), 7,36 (1H, с, 8-H), 7,22 (1H, д, J = 8 Гц, 6-H), 

6,99 (1H, д, J = 8 Гц, 2-Ph, 6-Ph), 4,06 (2H, т, J = 7 Гц, OCH2), 2,42 (2H, т, J = 7 Гц, 

CH2COO), 2,34 (3H, с, CH3CO), 2,01 (2H, квінт, J=7 Гц, CH2CH2CH2). LC-MS: m/z 

466,1 [M+H]+. 

 

6-[[5-(7-Ацетокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбоніл]аміно]гексанова 

кислота (9e). Сполуку 5e (1,1 г, 2,58 ммоль) розчинили у сухому піридині (8 мл), 

додали оцтовий ангідрид (0,6 мл, 6,3 ммоль) та витримали 1,5 год. при к.т. потім 

реакційну суміш випарили, залишок піридину видалили співвипарюванням із 
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толуолом. Продукт очистили хроматографією на силікагелі у градієнті 0-4% 

метанолу в CHCl3. Одержали аморфний коричневий порошок (0,25 г, 20%).  

Rf 0,50 (Г). Тпл 154-156 oC. 1Н-ЯМР: δ 11,8 (1H, с, COOH), 8,67 (1H, с, 4-H), 

8,39 (1H, т, J = 6 Hz, NH), 7,82 (1H, д, J = 8,4 Hz, 5-H), 7,24 (2H, м, 8-H, фуран), 

7,15 (1H, д. д, J = 2 Hz, J = 8,4 Hz, 6-H), 7,10 (1H, д, J = 3,2 Hz, фуран), 3,29 (2H, м, 

NCH2), 2,33 (3H, с, Ас), 2,21 (2H, т, J = 7,2, CH2CO), 1,60 (4H, м, 

(NCH2CH2CH2CH2CH2CO), 1,4 (2H, м, (N(CH2)2CH2(CH2)2CO)). LC-MS: m/z 426 

([M-1]−). 

 

Метил 2-[2-(7-ацетокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]ацетат (10a). 

Речовину 6a (200 мг, 0,63 ммоль) розчинили у сухому піридині (2 мл). Додали 

оцтовий ангідрид (0,1 мл, 1,06 ммоль) і реакційну суміш витримали при к.т. ~3 

год. Піридин видалили спільним випарюванням із толуолом, та сумішшю 

толуол/МеОН. Залишок очищали колонковою хроматографією на силікагелі. 

Продукт елюювали 1% МеОН у дихлорметані та додатково перекристалізували із 

суміші діоксан-вода (9:1, 3 мл). Одержали жовті кристали (182 мг, 76%).  

Rf 0,9 (Б). Тпл 167-169 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,95 (1H, с, 4-H), 8,07 (1H, д, 

J = 8,8 Гц, 5-H), 7,69 (1H, с, 5-H (тіазол)), 7,39 (1H, д, J = 2,0 Гц, 8-H), 7,24 (1H, д. 

д, J = 2,0 Гц, 8,8 Гц, 6-H), 3,95 (2H, с, CH2), 3,67 (3H, с, COOCH3), 2,33 (3H, с, 

CH3CO). 13C ЯМР (ДМСО-d6): δ 170,42, 168,71, 159,06, 158,01, 153,58, 153,37, 

149,32, 138,68, 130,71, 120,48, 119,33, 118,65, 116,74, 109,93, 51,85, 36,27, 20,87. 

LC-MS: m/z 360,0 [M+H]+. Елементний аналіз: обчислено для C17H13NO6S:  C, 

56,82; H, 3,65; N, 3,90%. Знайдено: C, 57,01; H, 3,76; N, 3,76%. 

 

Метил 4-[2-(7-ацетокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]бутаноат (10b). 

Сполуку 10b синтезували із естеру 6b (290 мг, 0,84 ммоль) ацилюванням оцтовим 

ангідридом (0,2 мл, 2,12 ммоль) в піридині та виділили, як описано для 10a. Жовті 

кристали (203 мг, 62%).  

Rf 0,49 (CH2Cl2). Тпл 153-155 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,96 (1H, с, 4-H), 8,08 

(1H, д, J = 8.4 Гц, 5-H), 7,53 (1H, с, 5-H (тіазол)), 7,41 (1H, д, J = 2,0 Гц, 8-H), 7,25 
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(1H, д. д, J = 2,0 Гц, 8,4 Гц, 6-H), 3,60 (3H, с, COOCH3), 2,82 (2H, т, J=7,6 Гц, 

CH2CH2CH2CO), 2,40 (2H, т, J=7,6 Гц, CH2CO), 2,33 (3H, с, CH3CO), 1,96 (2H, 

квінт, J=7,6 Гц, CH2CH2CH2CO). 13C ЯМР (ДМСО-d6): δ 173,07, 168,70, 159,03, 

157,71, 156,46, 153,49, 153,31, 138,43, 130,62, 119,30, 118,82, 117,69, 116,78, 

109,90, 51,24, 32,72, 30,08, 24,17, 20,87. LC-MS: m/z 388,0 [M+H]+, 409,9 [M+Na]+. 

Елементний аналіз: обчислено для C19H17NO6S: C, 58,91; H, 4,42; N, 3,62%. 

Знайдено: C, 58,79; H, 4,51; N, 3,58%. 

 

Метил 4-[4-[2-(7-ацетокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]фенокси]-

бутаноат (10c). Сполуку 10c (0,31 г, 0,71 ммоль) розчинили у піридині (4 мл) при 

нагріванні та додали оцтовий ангідрид (0,2 мл, 2,1 ммоль). Реакційну суміш 

витримали 3 год. Потім осадили гексаном, виділили 345 мг продукту, який 

перекристалізували із піридину (3 мл). Одержали світло-жовті кристали (210 мг, 

62%).  

Rf 0,94 (Г), Tпл 192-194 оС. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 9,06 (1H, с, 4-H), 7,93-8,01 

(4H, м, 5-H (тіазол), 3-Ph, 5-Ph, 5-H), 7,30 (1H, д, J = 2 Гц, 8-H), 7,19 (1H, д. д, J=8,4 

Гц, J = 2 Гц, 6-H), 6,95 (2H, т, J=8,4 Гц, 2-Ph, 6-Ph), 4,05 (2H, т, J=6,8 Гц, OCH2), 

3,64 (3H, с, OCH3), 2,45-2,55 (CH2COO-співпав із ДМСО-d6), 2,34 (3H, с, CH3CO), 

2,05 (2H, квінт, J=6,8 Гц, CH2CH2CH2). LC-MS: m/z 480,2 [M+H]+. 

 

Метил 6-[[5-(7-Ацетокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-карбоніл]аміно]-

гексаноат (10e). Сполуку 6e (0,2 г, 0,5 ммоль) розчинили у сухому піридині (2,5 

мл), додали оцтовий ангідрид (0,12 мл, 1,27 ммоль) та залишили при к.т. на 3 год. 

Потім розчин випарили, залишок піридину видалили співвипарюванням із 

толуолом. Продукт очистили хроматографією на силікагелі у градієнті метанолу 

(0-2%) у CHCl3Одержали жовтий порошок (110 мг, 50%).  

Rf 0,98 (Г). Тпл 153-155 oC. 1Н-ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,65 (1H, с, 4-H), 8,37 (1H, 

ш. с, NH), 7,80 (1H, д, J = 8,4 Гц, 5-H), 7,24 (2H, м, H-8, 2-H або 3-H (фуран)), 7,15 

(1H, д. д, J = 1,2 Гц, J = 8,4 Гц, 6-H), 7,1 (1H, д, J = 3,2 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 

3,59 (3H, с, OCH3), 3,28 (2H, м, NCH2), 2,3 (5H, м, Ac, CH2CO), 1,60 (4H, м, 
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NCH2CH2CH2CH2CH2CO), 1,35 (2H, м, N(CH2)2CH2(CH2)2CO). LC-MS: m/z 442 

([M+H]+). 

 

Загальний метод синтезу похідних 1,3-пропансультону. Сполуки 5 (5a, 

5c,) або 6 (6a, 6b, 6d), 1,3-пропансультон і K2CO3 змішали з ДМФ та нагрівали при 

60-75 oC у водяній бані при перемішуванні. Співвідношення між барвником 

(концентрація ~ 0,1 М), 1,3-пропансультоном та K2CO3 становило 1:1,5:3,5 для 6 

та 1:3:7 у випадку 5. Реакцію контролювали по ТШХ (Л). Через 0,5-4 години 

додали розчин NaOH (~ 5%), а через 30-45 хв. (ТШХ (Л)) нейтралізували НОАс до 

рН4. Наступного дня очистили хроматографічно на TMS-силікагелі в суміші 

CH3CN-ТЕАВ (50 мМ, рН7,6) [33]. Відповідні фракції випарили досуха (з 

додаванням EtOH) та висушили у глибокому вакуумі над P2O5. 

 

2-[2-[2-оксо-7-(3-сульфопропокси)хромен-3-іл]тіазол-4-іл]оцтової кислоти 

(13a). Елюювали 10-15% CH3CN. Отримали жовте масло яке затвердіває за к.т. 

Вихід 110-92 % (відносно 6a).  

Rf 0,35 (Л). Тпл: > 350 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,90 (1H, с, 4-H), 7,94 

(1H, д, J = 8,8 Гц, 5-H), 7,57 (1H, с, 5-H (тіазол)), 7,10 (1H, д, J = 2,0 Гц, 8-H), 7,04 

(1H, д. д, J = 2,0 Гц, 8,6 Гц, 6-H), 4,54 (2H, т, J = 6,6 Гц, CH2O), 3,78 (2H, с, 

CH2COOH), 2,96-2,82 (6H, м, CH2 (NEt3)), 2,59 (2H, т, J = 7,32 Гц, HO3SCH2), 2,05 

(2H, квінт, J = 7,0 Гц, HO3SCH2CH2CH2O), 1,24-1,06 (9H, м, CH3 (NEt3)). LC-MS: 

m/z 426,0 [M+H]+. 

 

4-[2-[2-оксо-7-(3-сульфопропокси)хромен-3-іл]тіазол-4-іл]бутанової 

кислоти (13b). Елюювали 10-15% CH3CN. Отримали жовте масло, яке затвердіває 

за к.т. Вихід 102-85 % (відносно 6b).  

Rf 0,49 (Л). Тпл: > 350 oC (розкл.). Тпл (ди-K+-сіль): > 350 oC (розкл.: > 325 oC 

інтенсивно темніє). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,89 (1H, с, 4-H), 7,92 (1H, д, J = 9,0 Гц, 

5-H), 7,42 (1H, с, 5-H (тіазол)), 7,08 (1H, ш. с, 8-H), 7,03 (1H, д, 9,0 Гц, 6-H), 4,22 

(2H, т, J = 6.5 Гц, CH2O), 2,94-2,74 (7,8H, м, CH2CH2CH2COОН та CH2 (NEt3)), 2,59 
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(2H, т, 7,3 Гц, HO3SCH2), 2,27 (2H, т, J = 7,3 Гц, CH2COОН), 2,04 (2H, квінт, J = 6,9 

Гц, HO3SCH2CH2CH2O), 1,92 (2H, квінт, J = 7,4 Гц, CH2CH2CH2CO), 1,52 (1H, 

квінт, J = 7,7 Гц, CH3 (NEt3)), 1,31 (1H, м, CH3 (NEt3)), 1,24-1,11 (3H, м, NEt3), 1,06 

(6H, т, J = 7,3 Гц, NEt3), 0,87 (2H, т, J = 7,3 Гц, NEt3). LC-MS: m/z 454,1 [M+H]+.  

 

4-[4-[2-[2-оксо-7-(3-сульфопропокси)хромен-3-іл]тіазол-4-

іл]фенокси]бутанової кислоти (13c). Елюювали 20-25% CH3CN. Одержали 260 

мг жовтої речовини (масло та кристали). Далі її перекристаллизовивали з EtOH (~ 

3 мл + 15 мкл NEt3, -20 oC) і висушили у високому вакуумі над P2O5. Одержали 

світло-жовту аморфну речовину (55 мг, 21%). Маточний розчин випарили, 

розчинили в EtOH (3 мл) і осадили в Et2O (45 мл). Випало масло, яке 

закристалізувалося протягом дня. Його відфільтрували, висушили у високому 

вакуумі над P2O5. Отримали 150 мг жовтої речовини. Додаткову порцію (30 мг) 

отримали з другого маточного розчину. Вихід відносно 5c становить 110-95%. 

Rf 0,59 (Л). Тпл (NEt3-сіль): 95-105 oC, Тпл (моно-K+-сіль): > 350 oC (розкл.), Тпл 
(ди-K+-сіль): > 350 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 9,08 (1H, с, 4-H), 8,10 (1H, с, 

5-H (тіазол)), 8,03 (2H, д, J = 8,8 Гц, Ph), 7,97 (1H, д, J = 8,8 Гц, 5-H), 7,08 (1H, д, J 

= 2,0 Гц, 8-H), 7,08 (1H, д. д, J = 2,0 Гц, J = 8,3 Гц, 6-H), 7,02 (2H, д, J = 8,8 Гц, Ph), 

4,25 (2H, т, J = 6,6 Гц, CH2O), 4,05 (2H, т, J = 6,4 Гц, CH2O), 3,09 (4H, к, J = 7,2 Гц, 

CH2 (NEt3)), 2,57 (2H, т, J = 6,8 Гц, HO3SCH2), 2,42 (2H, т, J = 7,3 Гц, CH2COОН), 

2,04 (2H, квінт, J = 7,3 Гц, HO3SCH2CH2CH2O), 1,97 (2H, квінт, J = 6,9 Гц, 

CH2CH2CH2CO), 1,17 (7H, т, J = 7,1 Гц, CH3 (NEt3)). LC-MS: m/z 546,0 [M+H]+.   

 

5-[2-оксо-7-(3-сульфопропокси)хромен-3-іл]фуран-2-карбонова кислота 

(13d). Елюювали 10% CH3CN. Одержали коричневе масло, яке закристалізується 

при за к.т. жовті кристали. Вихід 109-90%. 

Rf 0,19 (Л). Тпл = 125-132 oC (розкл., NEt3-сіль). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,35 

(1H, с, 4-H), 7,85 (1H, д, J = 8,3 Гц, 5-H), 7,10 (1H, д, J = 3,4 Гц, 2-H або 3-H 

(фуран)), 7,04 (1H, д, J = 2,0 Гц, 8-H), 7,00 (1H, д. д, J = 2,0 Гц, 8,8 Гц, 6-H), 6,95 

(1H, д, J = 3,4 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 4,21 (2H, т, J = 6,3 Гц, CH2O), 3,02 (12-
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13H, к, J = 7,3 Гц, CH2 (NEt3)), 2,58 (2H, т, J = 7,3 Гц, HO3SCH2), 2,04 (2H, квінт, J 

= 7,0 Гц, HO3SCH2CH2CH2O), 1,16 (18H, т, J = 7,3 Гц, CH3 (NEt3)). LC-MS: m/z 

395,0 [M+H]+, 417,0 [M+Na]+, 393,0 [M−H]−.  

 

6-[[5-[2-оксо-7-(3-сульфопропокси)хромен-3-іл]фуран-2-

карбоніл]аміно]гексанова кислота (13e).  

1. ‒ Елюювали 15% CH3CN. одержали жовте масло, яке частково затвердіває 

при за к.т. Вихід 63-54%. 

2. ‒ Сполуку 13d (250 мг, 0,42 ммоль), sBtH (92 мг, 0,46 ммоль), NEt3 (23 мкл, 

0,17 ммоль), HOBt (62 мг, 0,46 ммоль), і DCC (117 мг, 0,57 ммоль) розчинили в 

ДМФ (2,5 мл). Активація завершилась через 3 год. (ТШХ (Л)). Потім додали ГМК 

(84 мг, 0,50 ммоль) та NEt3 (87 мкл, 0,63 ммоль). Конденсація завершилась через 

1,5 години (ТШХ (Л)). Далі додали NaOH (0,84 г у 17 мл H2O) і через 35 хв 

нейтралізували HOAc (1,0 мл). Продукт очистили хроматографією на TMS-

силікагелі, елюювали 15% CH3CN. одержали 174 мг жовтого масла. Вихід 68-58%. 

Rf 0,43 (Л). Тпл: > 350 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,63 (1H, с, 4-H), 8,56 

(1H, т, NH), 7,73 (1H, д, J = 8,4 Гц, 5-H), 7,14 (2H, с, 2-H, 3-H (фуран)), 7,02 (2H, м, 

8-H, 6-H), 4,22 (2H, т, J = 6,5 Гц, CH2O), 3,27 (2H, к, J = 7,5 Гц, NHCH2), 2,89 (2H, 

к, J = 6,5 Гц, CH2 (NEt3)), 2,80 (1H, м, CH2 (NEt3)), 2,66 (2H, к, J = 6,5 Гц, CH2 

(NEt3) ), 2,60 (2H, т, J = 6,5 Гц, HO3SCH2), 2,19 (2H, т, J = 6,5 Гц, CH2CO), 2,05 (2H, 

квінт, J = 7,5 Гц, HO3SCH2CH2CH2O), 1,53 (4H, м, β,δ-CH2 (капронова кислота)), 

1,32 (2H, квінт, J = 7,5 Гц, γ-CH2 (капронова кислота)), 1,14 (4H, м, CH3 (NEt3)), 

1,01 (3H, т, J = 7,5 Гц, CH3 (NEt3)), 0,88 (1H, м, CH3 (NEt3)). LC-MS: m/z 506,0 

[M+H]+.  

 

3-[3-[5-(циклогексилкарбамоіл)-2-фурил]-2-оксо-хромен-7-

іл]оксипропан-1-сульфо кмслота (13d′′′′′). Сполуку 13d (300 мг, 0,5-0,6 ммоль) 

sBtH (130 мг, 0,65 ммоль), DCC (219 мг, 1,14 ммоль) та NEt3 (21 мкл, 0,15 ммоль) 

розчинили в ДМФ (3,0 мл). Наступного дня додали ГМК (110 мг, 0,66 ммоль) та 

NEt3 (105 мкл, 0,76 ммоль). Після завершення конденсації (ТШХ (Л)) додали 
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NaOH (1,18 г) у H2O (23 мл), а через ~ 1 год. нейтралізували HOAc (5,0 мл у 10 мл 

води). Продукт очистили хроматографією на TMS-силікагелі, елюювали 30% 

CH3CN. Одержали 170 мг жовтого масла. Вихід 58-48%.  

Rf 0,45 (Л). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,62 (1H, с, 4-H), 8,39 (1H, д, J = 8,39 Гц, 

NH), 7,77 (1H, д, J = 8,39 Гц, 5-H), 7,17 (2H, м, 2-H та 3-H (фуран)), 7,05 (1H, с, 8-

H), 7,05 (1H, д, J = 8,39 Гц, 6-H), 4,22 (2H, т, J = 6,53 Гц, CH2O), 3,76 (1H, м, CH 

(С6Н11)), 3,07 (6H, кв., J = 7,46 Гц, CH2 (NEt3)), 2,58 (2H, т, J = 7,46 Гц, HO3SCH2), 

2,04 (2H, квінт, J = 7,46 Гц, HO3SCH2CH2CH2O), 1,53 (4H, м, β,δ-CH2 (капронова 

кислота)), 1,9-1,55 (5H, м, С6Н11), 1,43 1,22 (5H, м, С6Н11), 1,17 (9H, т, J = 7,47 Гц, 

CH3 (NEt3)). LC-MS: m/z 476,1 [M+H]+, 474,0 [M+H]-.  

 

Загальний метод синтезу похідних цистеїнової кислоти. Речовини 9a, 9b, 

9c, 9e та HOBt розчинили в ДМФ та додавали DCC. Через 4-8 год. (ТШХ (Л)) 

додали DIPEA та метиловий ефір L-цистеїнової кислоти, та залишили на ніч. 

Співвідношення між барвниками, HOBt, DCC, метиловим ефіром L-цистеїнової 

кислоти та DIPEA становило 1,0:1,2:1,2:1,5:3,0. Після завершення реакції (ТШХ 

(Л)) додали розчин NaOH (3-5%) і через 35-45 хв (ТШХ (Л)) підкислили HOAc до 

рН ~ 4. Наступного дня відфільтровували дициклогексилсечовину та очистили 

хроматографією на TMS-силікагелі в системі CH3CN-ТЕАВ (50 мМ, рН7,6) [33]. 

Відповідні фракції випарили досуха (з додаванням EtOH) та висушили у 

глибокому вакуумі над P2O5.  

 

2-[[2-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]ацетл]аміно]-3-сульфо-

пропанова кислота (15a). Реакція конденсації та гідролізу контролювалася по 

ТШХ (З). Елюювали 10% CH3CN. Отримали світло-жовте масло. Вихід 89-76%. 

Rf 0,18 (Л). Тпл: > 350 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 9,14 (1H, с, 4-H), 8,54 

(1H, д, J = 6.8 Гц, NH), 7,89 (1H, д, J = 8,3 Гц, 5-H), 7,58 (1H, с, 5-H (тіазол)), 6,88 

(1H, д. д, J = 2,2 Гц, 8,6 Гц, 6-H), 6,82 (1H, д, J = 2,0 Гц, 8-H), 4,38 (1H, м, CH 

(цистеїнова кислота)), 3,69 (2H, с, CH2CON), 2,78 (10H, к, J = 7,3 Гц, CH2 (NEt3)), 

1,06 (16H, т, J = 7,3 Гц, CH3 (NEt3)). LC-MS: m/z 455,0 [M+H]+.  



89 

 

2-[4-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]бутаноіламіно]-3-

сульфо-пропанова кислота (15b). Стадії конденсації та гідролізу контролювали 

по ТШХ (З). Елюювали 10-15% CH3CN. Одержали світло-жовте масло. Вихід 105-

90%.  

Rf 0,20 (Л). Тпл: > 350 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,86 (1H, с, 4-H), 7,85 

(2H, м, 5-H, NH), 7,39 (1H, с, 5-H (тіазол)), 6,80 (1H, д, J = 9,2 Гц, 6-H), 6,72 (1H, 

ш. с, 8-H), 4,29 (1H, м, CH(цистеїнова кислота)), 2,84-2,65(14H, м, CH2CH2CH2CO, 

CH2 (NEt3)), 2,48 (CH2SО3Н, ДМСО), 2,15 (2H, т, J = 6,3 Гц, CH2CO), 1,92 (2H, 

квінт, J = 7,4 Гц, CH2CH2CH2CO), 1,06 (16H, т, J = 7,3 Гц, CH3 (NEt3)). LC-MS: m/z 

483,0 [M+H]+.  

 

2-[4-[4-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-

іл]фенокси]бутаноіламіно]-3-сульфо-пропанова кислота (15c). Реакцію 

активації контролювали по ТШХ (Г), а конденсації та гідролізу по ТШХ (Л). 

Елюювали 20-25% CH3CN. Одержали коричнево-жовте масло. Вихід 96-84%.  

Rf 0,25 (Л). Тпл: > 350 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 9,06 (1H, с, 4-H), 8,13 

(1H, д, J = 6,35 Гц, NH), 8,07 (1H, с, 5-H (тіазол)), 8,02 (2H, д, J = 8,8 Гц, Ph), 7,91 

(1H, д, J = 8,8 Гц, 5-H), 7,05 (2H, д, J = 8,8 Гц, Ph), 6,91 (1H, д. д, J = 2,4 Гц, J = 8,8 

Гц, 6-H), 6,84 (1H, д, J = 2,4 Гц, 8-H), 4,37 (2H, м, CH(цистеїнова кислота)), 4,05 

(2H, т, J = 6,4 Гц, OCH2), 2,84-2,65(12H, м, CH2 (NEt3)), 2,48 (CH2SО3Н, ДМСО), 

2,42 (2H, т, J = 7,3 Гц, CH2СOОН), 1,97 (2H, квінт, J = 7,4 Гц, CH2CH2CH2CO), 1,08 

(19H, т, J=7,3 Гц, CH3 (NEt3)). LC-MS: m/z 575,0 [M+H]+.  

 

2-[6-[[5-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)фуран-2-

карбоніл]аміно]гексаноіламіно]-3-сульфо-пропанова кислота (15e). Реакцію 

активації контролювали по ТШХ у сиситемі (Г), конденсації у (Г і Л), а гідролізу 

у (Л). Елюювали 10-15% CH3CN. Отримали жовте масло. Вихід 50-43%. 

Rf 0,16 (Л). Тпл: > 350 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,66 (1H, с, 4-H), 8,60 

(1H, т, J = 5,6 Гц, NH), 7,79 (1H, д, J = 6,9 Гц, NH), 7,71 (1H, д, J = 8,3 Гц, 5-H), 
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7,14 (1H, д, J = 3,9 Гц, 2-H чи 3-H (фуран)), 7,09 (1H, д, J = 3,9 Гц, 22-H чи 3-H 

(фуран)), 6,85 (1H, д. д, J = 2,0 Гц, 8,3 Гц, 6-H), 6,75 (1H, д, J = 2,0 Гц, 8-H), 4,25 

(2H, м, CH(цистеїнова кислота)), 3,47-3,33 (4H, м, CH2 (NEt3)), 3,25 (2H, м, NCH2), 

2,92-2,74 (8H, м, CH2 (NEt3)), 2,57 (CH2SО3Н, ДМСО), 2,08 (2H, м, CH2COОН), 

1,53 (4H, м, NCH2CH2CH2CH2CH2CO), 1,32 (2H, м, N(CH2)2CH2(CH2)2CO), 1,24-

1,94 (17H, м, CH3 (NEt3)). LC-MS: m/z 537,2 [M+H]+, 535,2 [M-H]-.  

 

Загальний метод перетворення NEt3-солей в солі калію. Барвники у формі 

NEt3-солей розчинили у H2O (13a, 13b, 15a, 15b, 15c), MeOH (13e, 15e) або 

ДМФ:MeOH 1:1 (13c) та відцентрифугували невелику кількість білого осаду 

(незмінюється при прожарюванні). Прозорі розчини прикапали в сухий ацетон що 

містив HOAc та KI (1,31 г/100 мл). Співвідношення між барвником (ди-NEt3 

сіль):KI:HOAc було 1:50:100-200. Жовті осади відфільтрували, промили ацетоном 

та Et2O. Висушили у глибокому вакуумі над P2O5. 
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Розділ 3. Кон’югація барвників із біомолекулами 

Вступ 

Тестування придатності одержаних барвників для ковалентного мічення 

біомолекул перевірили синтезувавши їх кон'югати із деякими представниками 

цього класу сполук. Основна увага була приділена взаємодії активованих естерів 

із первинною аліфатичною аміногрупою біомолекул, оскільки, саме вона є 

основною мішенню цих реагентів. Але, деякі активовані ефіри, також, досить 

добре реагують із ароматичними аміногрупами та фенольними та гідрокси-

групами, що періодично використовується на практиці. Перший підрозділ цього 

розділу дисертації описує вивчення кон'югації із первинною аліфатичною 

аміногрупою, а другий із первинною ароматичною аміногрупою та первинною 

аліфатичною гідроксигрупою. Третій підрозділ це експериментальна частина. 

3.1. Конденсація із аліфатичними аміногрупами біомолекул 

3.1.1. Кон’югати глюкозаміну. 
Мічення глюкозаміну виконали методом активованих ефірів (Схема 3.1). 

Методика виконання синтезу дещо відрізнялася для гідрофобних (5a, 5b, 5e та 8a, 

8b) та гідрофільних барвників (13a, 13b та 15a). У першому випадку 

карбоксигрупи активували 1,1 екв. DCC та NHS у сухому ДМФ. Але у випадку 

сполук 8a та 8b, додавали також 1 екв. триетиламіну, для підвищення розчинності 

у ДМФ. Подальша селективна реакція NHS активованих ефірів з аліфатичною 

аміногрупою D-глюкозаміну (20% молярного надлишку над активованим 

барвником) проводилась у суміші вода:ДМФ (4:1), у якій і цукор, і барвники 

розчинні. Виділення конʼюгатів провели у два етапи. Спочатку екстрагували 

сумішшю CHCl3-MeOH дициклогексилмочевину та ДМФ. Для зручності 

проведення екстракції додавали воду (кілька обʼємів реакційної суміші). 

Конʼюгати 16a, 16b, 16e, 17a та 17b частково розчинні у водній фазі в цих умовах, 

тому, для уникнення втрат продуктів, водну суспензію випарили. А залишок 

перекристалізували у системі діоксан-вода. Очистка кінцевих речовин 
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хроматографією на силікагелі у орг. розчинниках неможлива через їх низьку 

розчинність, а можливість оберненофазової хроматографії не перевірялася. 

Синтез конʼюгатів водорозчинних барвників 13a, 13b та 15a виконали 

активуючи їх монокалієві солі ситемою DCC-NHS (Схема 3.1). Але для 

підвищення розчинності у ДМФ, додавали двомольний надлишок дибензо-18-

краун-6 ефіру відносно іону К+. Стадія конденсації із GlcN×HCl суттєво не 

відрізнялася від вище описаної. Виділення конʼюгатів виконали обернено-

фазовою хроматографією на ТМС-силікагелі.  

 

Схема 3.1. i. 1. NHS, DCC, ДМФ; 2. GlcN×HCl, NEt3, ДМФ-H2O; ii. 1. NHS, дибензо-18-

краун-6-ефір, DCC, ДМФ; 2. GlcN×HCl, ДМФ-ТЕАВ; 

Дані 1H ЯМР та LC-MS показують, що всі кон'югати є сумішами двох 

ізомерів, ймовірно діастереомерних сумішей α- та β-аномерів. Так, у ЯМР-

спектрах деякі протони (NH, 4-H (тіазол), 2-H та 3-H (фуран), 1'-H, 1'-OH) 

з'являються у вигляді двох окремих сигналів (4-H-сигнал кумарину також 

розділяються, але вони частково перекриваються, що ускладнює інтегрування). 

Спектр 17a в DMSO-d6 + D2O (де немає сигналів обмінюваних протонів) 

дозволив ефективно проаналізувати аномери. Сигнали 1'-Н протонів 

спостерігаються як дублети при 4,97 (основний ізомер) і 4,49 (мінорний ізомер) м. 

ч. Вони були присвоєні α- та β-аномеру відповідно до опублікованих хімічних 

зсувів для аномерів N-ацетилглюкозаміну [195] та констант зчеплення. Відомо, 
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що константа 3J1'-2' аномерного протону гексоз залежить від його конфігурації, і 

експериментальні значення цих констант (2,9 і 8,8 Гц для дублетів при 4,97 і 4,49 

м.ч.) типові для α- та β-аномерів глюкопіранозидів відповідно [196]. 

У спектрі 17a в сухому ДМСО-d6 1'-Н-резонанс α-аномеру зʼявляється як 

триплет через зчепленя із близькими константами з 2'-Н (J = 4 Гц) і 1'-ОН (J = 3,5 

Гц), тоді як β-аномерний протон виглядає як дублет дублетів.  

Подібні ЯМР-спектри спостерігаються для інших кон'югатів із 

співвідношенням ізомерів від 1:3 до 1:9. У всіх випадках α-аномер є основним 

компонентом суміші. Ймовірно, він стабілізується внутрішньомолекулярним 

водневим зв'язком між 1'-ОН та амідним карбонілом [195]. 

На HPLC етапі LC-MS аналізу кожен кон'югат елююється двома піками з 

невеликою різницею часу утримання (0,1-0,2 хв) і однаковою молекулярною 

масою (m/z). Співвідношення ізомерів знаходиться в межах від (1:4) до (1:9). 

Мінорний ізомер завжди рухається швидше. 

3.1.2. Кон’югат Leu-Leu-Leu. 

Гідрофобний пептид трилейцин був ковалентно приєднаний до транспортних 

полімерів та проникаючих у клітину пептидів, як рН-залежний фрагмент для 

виходу із ендосом, для посилення доставки до клітини терапевтичних агентів, 

таких як антисенсові олігонуклеотиди [197], малі інтерферуючі РНК (siRNA) 

[198] та низько-молекулярні мед. препарати [199]. Мічений барвником пептид 

можна використовувати для вивчення його механізму біологічної активності. 

 

Схема 3.2. i. 1. NHS, DCC, ДМФ; 2. Leu-Leu-Leu, ДМФ-CH3CN-H2O+DIPEA 

Кон'югат пептид-барвник 20b синтезовали, використавши NHS активований 

ефір 5b (Схема 3.2). Цю реакцію проводили як описано вище для глюкозамінових 

конʼюгатів. Однак подальша конʼюгація NHS-активованого барвника з кінцевою 
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аміногрупою трилейцину ускладнювалась через низьку розчинність цього 

гідрофобного пептиду в типових розчинниках. Проблема розчинності трилейцину 

раніше була вирішена шляхом додавання 1,25 екв. трифтороцтової кислоти, а 

потім надлишку піридину в ДМФ [200]. Ми виявили, що суміш ДМФ-

ацетонітрил-вода (4:1,5:1), що містить N,N′-диізопропілетиламін (DIPEA, 2 екв.), є 

придатним розчинником для трилейцину, і пептид гладко реагує з активованим 

ефіром барвника в цій водно-органічній системі. Реакцію конденсації проводили 

при к.т., використвши 1,2 екв. активованого барвника відносно пептидного 

амінокомпонента. 

Мічений кумарином трипептид 20b був виділений із виходом 89%, а його 

чистота становила >97% за даними LC-MS. 1Н-ЯМР спектр цієї сполуки містить 

сигнали барвника та фрагменту трилейцину. Зокрема, резонанси трьох амідних 

протонів NH у DMSO-d6 спостерігаються при 7,71, 7,96 та 8,03 м. ч. 

3.1.3. Кон’югат триаденілату. 

Щоб перевірити придатність нових міток для використання з іншим класом 

біомолекул, ми також підготували мічені кумарином олігонуклеотид, а саме (2′-

5′)-триаденілати. Короткі 5-фосфорильовані 2′-5′-олігоаденілати (2-5A) відіграють 

важливу роль у вродженому імунітеті до вірусних інфекцій [201]. На противагу 

цьому, «корові» (дефосфорильовані) триаденілати демонструють інші види 

активності. Зокрема, попередні дослідження показали їх здатність зв'язуватися з 

низкою біологічно важливих білків [202, 203] та модулювати активність 

протеїнкінази [204]. Флуоресцентно мічені 2-5A були б цінними інструментами 

для вивчення їх клітинних функцій.  

Кумарин-олігонуклеотидні кон'югати 21а та 22а були отримані методом 

активованих ефірів. Барвник 5а активували реакцією із DCC у присутності HOBt 

у ДМФ, а потім конденсували з 5′-аміногрупою 5′-аміногексил-

функціоналізованого чи 2′-аміногрупою 2′-аміногексил-(2′-5′)-триаденилатів 

(Схема 3.3). Останні були приготовлені фосфотриефірним синтезом у розчині 

[205] з подальшою функціоналізацією за допомогою класичного 

карбонілдиімідазольного методу [206] (Схеми Б.1. та Б.2.). Реакцію кон'югації 
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проводили у слабоосновному водно-органічному середовищі (2:1 суміш ДМФ та 

натрій бікарбонатному буфері, рН 8). 

 

Схема 3.3. i. 1. NHS/HOBt, DCC, ДМФ; 2. (2′-5′)A3-NH2, ДМФ-H2O 

Продукти 20а та 21а виділяли аніонообмінною колонковою хроматографією 

з виходом 42% та 50% відповідно. Оксибензтриазоловий активоний ефір 

карбоксимодифікованого барвника був ефективнішим, ніж NHS-естер; в 

останньому випадку реакція конденсації в тому ж середовищі була повільнішою, і 

вихід кон'югату був на 15% нижчим. 

Структура та чистота кон'югатів олігонуклеотид-барвник були підтверджені 

абсорбційною спектроскопією та LC-MS-аналізом з електроспрей іонізацією (ES) 

як у позитивному, так і в негативному режимах. Мас-спектри кон'югату містять 

піки, що відповідають протонованим або депротонованим іонам з одним, двома 

або трьома позитивними чи негативними зарядами. Наскільки нам відомо, це 

перший приклад синтезу флуоресцентно мічених «корових» (2′-5′)-

олігоаденилатів. 
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3.1.4. Кон’югати олігонуклетиду. 

Для експериментальної перевірки можливості ковалентного мічення 

аміноалкілмодифікованих олігонуклеотидів, синетезували конʼюгати деяких 

сполук із модельним 15-членним олігонуклеотидом (Т15), що містив 

аміноалкільний фрагмент на 5′-кінці. Аміногрупу вводили на 5ʹ-кінець 

олігонуклеотиду методом опублікованими у [206]. 

Одержали конʼюгати олігонуклеотиду як із гідрофобними барвниками 5b та 

8b (Схема 3.4) так і з водорозчинними 13e та 15c (Схема 3.5). Активацію перших 

виконали як описано для глюкозамінових похідних (пункт 3.1.1.). Кон’югації 

проводили у водно-органічній суміші при слабкому нагріванні додавши до 

розчину Т15 (карбонатний буфер, рН8,5) аліквоту реакції активації та чистого 

ДМФ, кінцеве співвідношення вода:ДМФ-2:3. У цій системі розчинний як 

олігонуклеотид так і активований ефір. Використали 25 екв. барвників відносно 

олігонуклеотиду (4,8 ОД260, ~ 40 нмоль; ɛ260 = 1,2x105).  

 
Схема 3.4. i. 1. NHS, DCC, ДМФ; 2. (dТ)15-NH2, ДМФ-H2O, рН8,0. 

У випадку 13e та 15c активація дещо відрізнялася, оскільки ці барвники 

використали у формі триетиламмонієвих солей, точна малекуклярна маса яких 

невідома (підрозділ 2.2, Вступ). Розрахунок кількості реактивів робили вважаючи, 

що це дитриетиламмонієві солі, що як наслідок, призведе до не повної активації 

барвників. Але оскільки для взаємодії із олігонуклеотидом використовується їх 
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великий надлишок це не вплине суттєво на вихід реакції. Конденсація протікала 

при к.т. Кількості барників та (dT)15-NH2 були такі ж, як і у випадку 5b та 8b.  

Утворення конʼюгатів підтверджено HPLC-аналізом реакційних сумішей. 

Продукти виділили препаративним гель-електрофорезом у поліакриламідному 

гелі. Конʼюгати помітні в гелі, як смуги з інтенсивною флуоресценцією. Виходи 

сполук становлять 23b (29 %), 24b (23 %), 25e (25 %), 26c (20 %). 

 

Схема 3.5. 1. NHS, DCC, ДМФ; 2. (dТ)15-NH2, ДМФ-H2O, рН8,0. 
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3.2. Конденсація із ароматичними аміногрупами та гідроксигрупами 

біомолекул 

3.2.1. Кон’югати цитидину. 

Наші попередні дослідження N-ацилювання О-захищених нуклеозидів із 

активованими ефірами показали, що похідні HOBt були найбільш ефективними 

реагентами, а пентафторфенілові ефіри були дещо менш активними [207]. У цій 

роботі ми вивчали ацилювання незахищеного дезоксицитидину HOBt естери 

карбокси-кумаринів 5a, 5b, 8a та 8b (1,2 екв.) у ДМФ при к.т. Активовані естери 

отримали використовуючи DCC в якості активуючого реагенту (Схема 3.6). Було 

виявлено, що вони є селективними щодо екзоциклічної NH2- над менш 

нуклеофільними гідроксилами цукру. Кон'югати 27 та 28 отримали із хорошими 

виходами (65-72% у випадку 28a та 28b і 50-62% для 27a та 27b). 

 

Схема 3.6. i. 1. HOBt, DCC, ДМФ; 2. dC×HCl, NEt3, ДМФ. 

Ми також перевірили ацилювання незахищених пуринових нуклеозидів на 8b 

за вказаних умов. У випадку аденозину утворювався основний продукт, але 

реакція була дуже повільною (приблизно 20% перетворення за тиждень (по 

ТШХ). Це узгоджується з опублікованими даними [207, 208]. При спробі мічення 

вільного гуанозину реакція також протікала повільно, та утворилася суміш 

продуктів, що містить O-ацильовані сполуки. Деякі автори припускають, що 

амінофункції пуринових нуклеозидів не потребують захисту при синтезі 

олігонуклеотидів через їх низьку реакційну здатність [209]. Ми не виділяли мічені 

пуринові нуклеозиди через їх низький вихід. 
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3.2.2. Кон’югати dTBz. 

О-ацилювання зазвичай проводять в умовах основного каталізу третинними 

амінами, таким як триетиламін, DIPEA, 4-диметиламінопіридин, та ін. В цій 

області, переважно карбоксигрупу активують фосфонієвими або уронієвими 

конденсуючими реагентами, із утворенням ацилюючих реагентів, що здатні 

реагувати з гідрокси групами [210]. Цей підхід забезпечує високий вихід 

ацилювання (90-100%), але висока вартість цих конденсуючих реагентів обмежує 

їх використання. Активація дешевшими карбодиімідами у присутності 

нуклеофільних добавок, таких як HOBt [211], є дуже популярною, незважаючи на 

менший вихід і повільніше ацилювання. 

 

Схема 3.7. i. 1. HOBt, DCC, ДМФ; 2. dTBz, DIPEA, ДМФ. 

Ми вивчили взаємодію HOBt ефірів карбоксиалкіл-кумаринів із гідроксилом 

нуклеозидів. 3′-О-бензоїл-2′-дезокситимідин використали як модельний 

нуклеозид із одною ОН групою. Барвники активували DCC-HOBt системою у 

ДМФ (Схема 3.7). Потім додали нуклеозид та DIPEA; використавши 2-кратний 

моляр надлишок барвника над нуклеозидом. 

На додаток до гідроксилу цукру, DIPEA також може депротонувати 

фенольний ОН 7-гідроксикумаринів. Як наслідок, 5′-O-мічення кумариновими 

реагентами 5a та 5b було не дуже ефективний (40% перетворення за 1,5 дня і ~ 

60% за два тижні). Основною причиною низьких виходів може бути ацилювання 

фенольного гідроксилу сполук 5 та/або 30 активованими ефірами при додаванні 

DIPEA, з можливою поліконденсацією. Сполуки 30a та 30b не були виділені через 
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утворення складної реакційної суміші та майже однакові значення Rf барвників і 

кон'югатів, що сильно ускладнює їх хроматографічне розділення. 

Майже повна конверсія нуклеозиду при взаємодії із активованим ефіром 9b 

із захищеною ацетилом фенольною групою була досягнута за 1,5 доби. Однак 

спостерігалася часткова втрата досить лабільної Ac групи, мабуть через наявності 

такої сильної основи як DIPEA.  

Навпаки, реакції конденсації 7-метоксикумаринів 8a та 8b і dTBz протікали 

плавно та ефективно. Мічені нуклеозиди 29a і 29b були виділені з виходом 65 і 

70%, відповідно. 

Всі кон'югати охарактеризвані ЯМР і LC-MS. Їх чистота становила > 95%. 

У ЯМР спектрі сполуки 29a протонні сигнали метиленової групи фрагменту 

тіазолу-CH2-CO виглядають як дублет із великою константою зчеплення (J = 16,8 

Гц). Це означає, що протони CH2 в короткому лінкері між барвником і 

нуклеозидом є нееквівалентними (система АВ), можливо через обмежене 

обертання навколо C4′-C5′, C5′-O, CH2-COO або тіазол-CH2 звʼязків. Це може 

бути результатом взаємодії трьох великих фрагментів молекули (барвника, тиміну 

та бензоільної групи). Протонна нееквівалентність не спостерігається у випадку 

довшого пропіленового лінкера 29b. 

3.3. Експериментальна частина 

3.3.1. Реагенти, розчинники, аналітичні методи та обладнання. 

L-лейцил-L-лейцил-L-лейцину (L-трилейцин, Leu-Leu-Leu) купили у Sigma-

Aldrich (США). D-Глюкозамін гідрохлорид куплений у Acros Organics (Бельгія), а 

цитидин гідрохлорид у Fluka (Німеччина). Олігонуклеотид куплений у Sigma-

Aldrich (США). 3'-O-бензоілтимідин dTBz синтезували (Схема Б.3.), як описано у 

публікації [212]. Решту реактивів та розчинників описано у «Пункті 2.4.1».  

Тонкошарову хроматографію (ТШХ), колонкову хроматографію, ЯМР та LC-

MS описано у «Пункті 2.4.1». Трилейцин візуалізували на пластинках для ТШХ 

нінгідріном (1%) у метанолі при нагріванні у вигляді синіх плям.  
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3.3.2. Методики синтезу речовин. 

Загальна методка синтезу кон'югатів глюкозаміну із гідрофобними 

барвниками. 

Барвники (5a, 5b, 5e, 8a, 8b) (1,0 ммоль) і N-гідроксисукцинімід (1,1 ммоль) 

розчинили в безводному ДМФ (400-800 мкл) і додали DCC (1,1 ммоль). У випадку 

сполук 8 довали триетиламін (1,0 ммоль) для підвищення розчинності барвника в 

ДМФ. Після активації протягом ночі додали водний розчин GlcN×HCl (1,2 ммоль) 

та NEt3 (1,2 ммоль (кінцеве співвідношення ДМФ:H2O‒4:1). Наступного дня 

додали води і реакційну суміш кілька разів екстрагували CHCl3-EtOH (9:1). Потім 

водну суспензію випарили у вакуумі. Залишок перекристалізували із суміші 

діоксан-вода і промивали 1× тим же діоксаном-водою, 1×водою, 2×i-PrOH та 

2×Et2O. Отримали жовті кристали. 

 

2-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]-N-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-

тригідрокси-6-(гідроксиметил)тетрагідропіран-2-іл]ацетамід (16a). 

Діоксан−вода 1:1 (2 мл). Вихід 55%.  

Rf 0,25 (Е). Тпл 179,5-180,5 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,85 (1H, с, 4-H), 

8,08-7,92 (1H, м, NH), 7,83 (1H, д, J = 7,3 Гц, 5-H), 7,51 (1H, м, 5-H (тіазол)), 6,88 

(1H, д, J = 8,3 Гц, 6-H), 6,82 (1H, с, 8-H), 6,61 (0,2H, м, 1'-OH (β-аномер)), 6,54 

(0,8H, м, 1'-OH (α-аномер)), 4,99, 4,93 (1,8H, 2м, 1'-H (α-аномер), 3'-OH чи 4'-OH), 

4,73 (1H, м, 3'-OH чи 4'-OH), 4,53, 4,45 (1,2H, м, 1'-H (β-аномер), 6'-OH), 3,80-3,05 

(H2O, CH2, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H). LC-MS: m/z 465,2 [M+1]+, 463,2 [M-1]−, 

співвідношення аномерів ~1:4. 

 

4-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]-N-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-

тригідрокси-6-(гідроксиметил)тетрагідропіран-2-іл]бутанамід (16b). 

Діоксан−вода 0,7:1 (1,7 мл). Вихід 70%.  

Rf 0,32 (Е). Тпл 195-200 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,87 (1H, с, 4-H), 

7,85 (1H, д, J = 8,3 Гц, 5-H), 7,70 (0,1H, д, J = 7,8 Гц, NH), 7,62 (0,9H, д, J = 8,3 Гц, 

NH), 7,41 (1H, с, 5-H (тіазол), 6,87 (1H, д, J = 7,3 Гц, 6-H), 6,81 (1H, с, 8-H), 6,50 
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(0,1H, м, 1'-OH (β-аномер)), 6,42 (0,9H, м, 1'-OH (α-аномер)), 5,01-4,78 (1,9H, м, 1'-

H (α-аномер), 3'-OH чи 4'-OH), 4,63 (1H, м, 3'-OH or 4'-OH), 4,56-4,34 (1,1H, м, 1'-H 

(β-аномер), 6'-OH), 3,70-3,03 (м, H2O, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H), 2,77 (2H, т, J = 6,3 Гц, 

CH2CH2CH2COO), 2,20 (2H, т, J = 6,3 Гц, CH2CH2CH2COO), 1,92 (2H, квінт, J = 6,3 

Гц, CH2CH2CH2COO). LC-MS: m/z 493,2 [M+1]+, 491,2 [M-1] −, співвідношення 

аномерів ~1:7. 

 

5-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)-N-[6-оксо-6-[[(2S,3S,5S)-2,4,5-

тригідрокси-6-(гідроксиметил)тетрагідропіран-3-іл]аміно]гексил]фуран-2-

карбоксамід (16e).  

Діоксан−вода 0,6:1 (1,6 мл). Вихід 62%.  

Rf 0,38 (Е). Тпл 165-168 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,59 (1H, с, 4-H), 

8,34 (1H, т, J = 6 Гц, NH), 7,69 (0,2H, д, J = 7,8 Гц, NH), 7,60 (0,8H, д, J = 8,3 Гц, 

NH), 7,57 (1H, д, J = 8,4 Гц, 5-H), 7,12 (1H, д, J = 3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 7,09 

(1H, д, J = 3,6 Гц, 2-H або 3-H (фуран)), 6,81 (1H, д. д, J = 2 Гц, J = 8,4 Гц, 6-H), 

6,73 (1H, д, J = 2 Гц, 8-H), 6,48 (0,2H, м, 1'-OH (β-аномер)), 6,40 (0,8H, м, 1'-OH (α-

аномер)), 5,05-4,77 (1,8H, м, 1'-H (α-аномер), 3'-OH чи 4'-OH), 4,61 (1H, м, 3'-OH 

чи 4'-OH), 4,55-4,33 (1,2H, м, 1'-H (β-аномер), 6'-OH), 3,72-3,05 (м, H2O, NCH2, 3'-

H, 4'-H, 5'-H, 6'-H), 2,21 (2H, т, J = 7,2 Гц, CH2CO), 1,62 (4H, м, 

(NCH2CH2CH2CH2CH2CO), 1,42 (2H, м, (N(CH2)2CH2(CH2)2CO)). 

LC-MS: m/z 547,2 [M+1]+, співвідношення аномерів ~1:7. 

 

2-[2-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]-N-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-

тригідрокси-6-(гідроксиметил)тетрагідропіран-2-іл]ацетамід (17a). 

Діоксан−вода 2:1 (10 мл). Вихід 66%.  

Rf 0,38 (Е). Тпл 245-250 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,91, 8,90 (1H, с, 4-

H), 8,04 (0,3H, д, J = 8,8 Гц, NH), 8,00 (0.7H, д, J = 7,8 Гц, NH), 7,93 (1H, д, J = 8,8 

Гц, 5-H), 7,56 (0,24H, с, 5-H (тіазол)), 7,54 (0,75H, с, 5-H (тіазол)), 7,13 (1H, м, 8-

H), 7,05 (1H, м, 6-H), 6,62 (0,3H, м, 1'-OH (β-аномер)), 6,54 (0,9H, д, J = 3,4 Гц, 1'-

OH (α-аномер)), 5,10-4,45 (4H, м, 1'-H, (α-аномер), 3'-OH, 4'-OH, 1'-H (β-аномер), 
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6'-OH), 3,89 (3H, с, OCH3), 3,78-3,20 (м, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H, CH2COO, H2O), 3,19-

3,04 (1H, м, 2'-H). 1H ЯМР (ДМСО-d6 + D2O): δ 8,80 (1H, с, 4-H), 8,07 (0,3H, ш. с, 

Гц, NH), 7,98 (0,7H, ш. с, NH), 7,81 (1H, д, J = 8,8 Гц, 5-H), 7,50 (0,24H, с, 5-H 

(тіазол)), 7,49 (0,75H, с, 5-H (тіазол)), 7,03 (1H, ш. с, 8-H), 7,00 (1H, д, J = 8,8 Гц, 6-

H), 4,97 (0,76H, д, J = 2,9 Гц, 1'-H, (α-аномер)), 4,49 (0,23H, d, J = 8,8 Гц, 1'-H (β-

аномер)), 3,85 (3H, с, OCH3), 3,82 (HOD), 3,74-3,28 (6H, м, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H, 

CH2COO), 3,19-3,04 (1H, м, 2'-H). LC-MS: m/z 479,1 [M+1]+, співвідношення 

аномерів ~1:8.  

 

4-[2-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]-N-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-

тригідрокси-6-(гідроксиметил)тетрагідропіран-2-іл]бутанамід (17b). 

Діоксан−вода 1:1 (10 мл). Вихід 82%.  

Rf 0,46 (Е). Тпл 219-220 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,93 (1H, с, 4-H), 

7,96 (1H, д, J = 8,8 Гц, 5-H), 7,71 (0.2H, д, J = 6,8 Гц, NH), 7,63 (0,8H, д, J = 5,8 Гц, 

NH), 7,44 (1H, с, 5-H (тіазол), 7,13 (1H, с, 8-H), 7,05 (1H, д, J = 7,3 Гц, 6-H), 6,51 

(0,2H, м, 1'-OH (β-аномер)), 6,43 (0,8H, м, 1'-OH (α-аномер)), 5,01-4,80 (1,8H, м, 1'-

H (α-аномер), 3'-OH чи 4'-OH), 4,65 (1H, м, 3'-OH чи 4'-OH), 4,53 (0,2H, м, 1'-H (β-

аномер)), 4,42 (1H, м, 6'-OH), 3,90 (3H, с, OCH3), 3,68-3,44 (4H, м, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 

6'-H), 3,17-3,03 (1H, м, 2'-H), 2,79 (2H, м, CH2CH2CH2COO), 2,20 (2H, м, CH2COO), 

1,93 (2H, м, CH2CH2CH2COO). LC-MS: m/z 507,0 [M+1]+, співвідношення аномерів 

~1:6.  

 

3-[2-оксо-3-[4-[2-оксо-2-[[(2S,3S,5S)-2,4,5-тригідрокси-6-

(гідроксиметил)тетрагідропіран-3-іл]аміно]етил]тіазол-2-іл]хромен-7-

іл]оксипропан-1-сульфокислота (18a). Монокалієву сіль 13a (40 мг, 86 мкмоль), 

дибензо-18-краун-6-ефір (62 мг, 172 мкмоль), NHS (12 мг, 104 мкмоль) та DCC 

(48 мг, 233 мкмоль) розчинили у 1,08 мл ДМФ. Після завершення ркації активації 

(ТШХ (Д + 2% НОАс)) додали GlcN×HCl (20 мг, 93 мкмоль) у ТЕАВ (150 мкл, 

0,1М, рН~8,0). Наступного дня реакційну суміш розвели водою очистили 
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обернено-фазовою хоматографією на ТМС-силікагелі. Одержали світло-жовту 

речовину (31 мг, 52%). 

Rf 0,28 (Л). Тпл > 350 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,85 (1H, с, 4-H), 7,83 

(1H, д, J = 8,3 Гц, 5-H), 7,69 (0,1H, д, J = 7,8 Гц, NH), 7,61 (0,9H, д, J = 8,3 Гц, NH), 

7,40 (1H, с, 5-H (тіазол), 6,85 (1H, д, J = 7,3 Гц, 6-H), 6,80 (1H, с, 8-H), 6,49 (0,1H, 

м, 1'-OH (β-аномер)), 6,41 (0,9H, м, 1'-OH (α-аномер)), 5,01-4,78 (1,9H, м, 1'-H (α-

аномер), 3'-OH чи 4'-OH), 4,62 (1H, м, 3'-OH or 4'-OH), 4,56-4,34 (0,1H, м, 1'-H (β-

аномер)), 4,34 (1H, м, 6'-OH), 3,75-3,01 (м, CH2COO, H2O, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H), 

3,03 (6Н, к, J = 7,3 Гц, CH2 (NEt3)), 1,16 (9Н, т, J = 7,3 Гц, CH3). LC-MS: m/z 479,1 

[M+1]+. співвідношення аномерів ~1:9. 

 

3-[2-оксо-3-[4-[4-оксо-4-[[(2S,3S,5S)-2,4,5-тригідрокси-6-

(гідроксиметил)тетрагідропіран3-іл]аміно]бутил]тіазол-2-іл]хромен-7-

іл]оксипропан-1-сульфокислота (18b). Конʼюгат 18b синтезували, як описано 

для 18a виходячи із монокалієвої солі 13b (50 мг, 102 мкмоль). Одержали світло-

жовтий поршок (вихід 43%). 

Rf 0,38 (Л). Тпл > 350 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,91 (1H, с, 4-H), 7,94 

(1H, д, J = 8,8 Гц, 5-H), 7,69 (0,25H, д, J = 8,8 Гц, NH), 7,58 (0,75H, д, J = 8,8 Гц, 

NH), 7,43 (1H, с, 5-H (тіазол), 7,09 (1H, д, J = 2,4 Гц, 8-H), 7,04 (1H, д. д, J = 2,4 Гц, 

J = 8,8 Гц, 6-H), 6,48 (0,2H, м, 1'-OH (β-аномер)), 6,40 (0,8H, м, 1'-OH (α-аномер)), 

4,98-4,78 (1,8H, м, 1'-H (α-аномер), 3'-OH чи 4'-OH), 4,61 (1H, м, 3'-OH or 4'-OH), 

4,46 (0,2H, м, 1'-H (β-аномер)), 4,39 (1H, м, 6'-OH), 4,24 (2Н, т, J = 6.4 Гц, 

HO3SCH2), 3,70-3,1 (м, H2O, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H), 3,03 (6Н, к, J = 7,3 Гц, CH2 

(NEt3)), 2,79 (2Н, т, J = 6,4 Гц, CH2CH2CH2COO), 2,58 (2H, т, J = 7,3 Гц, CH2O), 

2,25-2,10 (2H, м, CH2CH2CH2CONH), 2,05 (2H, квінт, J = 7,3 Гц, 

HO3SCH2CH2CH2O), 1,93 (2H, квінт, J = 7,3 Гц, CH2CH2CH2COO), 1,16 (9Н, т, J = 

7,3 Гц, CH3). LC-MS: m/z 615,0 [M+1]+. співвідношення аномерів ~1:9. 

 

2-[[2-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)-3H-тіазол-5-іл]ацетил]аміно]-3-

оксо-3-[[(2S,3S,5S)-2,4,5-тригідрокси-6-(гідроксиметил)тетрагідропіран-3-
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іл]аміно]пропан-1-сульфо кислота (19a). Конʼюгат 19a синтезували, як описано 

для 18a виходячи із монокалієвої солі 15a (45 мг, 91 мкмоль) Одержали жовтий 

поршок (вихід 62%). 

Rf 0,12 (Л). Тпл > 350 oC (розкл.). 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 9,13 (1H, с, 4-H), 8,52 

(1H, д, J = 6,8 Гц, NH), 7,87 (1H, д, J = 8,3 Гц, 5-H), 7,57 (1H, с, 5-H (тіазол)), 6,87 

(1H, д. д, J = 2,2 Гц, 8,6 Гц, 6-H), 6,81 (1H, д, J = 2,0 Гц, 8-H), 6,48 (0,2H, м, 1'-OH 

(β-аномер)), 6,40 (0,8H, м, 1'-OH (α-аномер)), 4,98-4,78 (1,8H, м, 1'-H (α-аномер), 

3'-OH чи 4'-OH), 4,61 (1H, м, 3'-OH or 4'-OH), 4,46 (0,2H, м, 1'-H (β-аномер)), 4,37 

(2H, м, 6'-OH, CH(цистеїнова кислота)), 3,70-3,1 (м, CH2CON, H2O, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 

6'-H), 3,03 (6Н, к, J = 7,3 Гц, CH2 (NEt3)), 1,06 (16H, т, J = 7,3 Гц, CH3 (NEt3)). MS: 

m/z 602,0 [M+1]+. співвідношення аномерів ~1:7. 

 

Флуоресцентно мічений трилейцин (20b). Сполуку 5b (28 мг, 0,085 ммоль) 

та NHS (12 мг, 0,104 ммоль) розчинили в безводному ДМФ (300 мкл). Потім 

додали DCC (21 мг, 0,102 ммоль). Після завершення активації (~ 4 год, ТШХ (Г)) 

дициклогексилсечовину відідлили центрифугуванням. Супернатант розбавили 

сумішшю ацетонітрилу (115 мкл) та води (75 мкл) і додали до розчину L-лейцил-

L-лейцил-L-лейцину (25 мг, 0,07 ммоль) у суміші ДМФ–СН3СН–H2O (4:1,5:1, 490 

мкл) і DIPEA (25 мкл, 0,14 ммоль). Через годину (ТШХ, (Ж)) додали оцтову 

кислоту (40 мкл, 0,7 ммоль) і розчинник випарили у вакуумі. Залишок розчинили 

в 30 мл 5% МеОН у CH2Cl2, що містить 200 мкл оцтової кислоти, і очистили 

колоночною хроматографією на силікагелі. Продукт елюювали 7-14% МеОН у 

CH2Cl2. Відповідні фракції випарили та висушили у вакуумі над Р2О5, отримавши 

42 мг жовтого порошку (вихід 89%).  

Rf 0,5 (Д). Тпл 212-216 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 8,85 (1H, с, 4-H), 8,02 (1H, д, 

J = 8,4 Гц, NH), 7,96 (1H, д, J = 8,4 Гц, NH), 7,81 (1H, д, J = 8,8 Гц, 5-H), 7,71 (1H, 

ш. с, NH(C-кінець)), 7,38 (1H, с, 5-H (тіазол)), 6,86 (1H, д, J = 9,2 Гц, 6-H), 6,80 

(1H, с, 8-H), 4,31 (2H, м, α-H), 4,13 (1H, м, α-H (C-кінець)), 2,74 (2H, т, J = 7,6 Гц, 

CH2CH2CH2CO), 2,19 (2H, т, J = 7,6 Гц, CH2CO), 1,91 (2H, квінт, J = 7,6 Гц, 

CH2CH2CH2CO), 1,66-1,52 (3H, м, CH2CH(CH3)2), 1,52-1,36 (6H, м, i-Pr-CH2), 0,93-
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0,74 (18H, м, CH3). 13C ЯМР (ДМСО-d6): δ 171,99, 171,87, 170,97, 159,68, 158,57, 

156,39, 155,31, 139,78, 131,11, 116,00, 114,85, 114,10, 110,74, 102,09, 69,76, 51,32, 

50,99, 50,79, 41,26, 40,66, 40,58, 34,64, 30,34, 25,15, 25,14, 24,21, 24,02, 23,07, 

23,06, 22,96, 21,74, 21,66, 21.60. LC-MS (ES): tR 0,952 хв.; m/z 671,4 [M+H]+. 

Обчислено для 20b: молекулярна формула C34H46N4O8S, Молекулярна маса = 

670,8. 

 

Флуоресцентно мічені 5'-аміноалкіл модифікований (2'-5')-триаденілат 

(21a) та 2'-аміноалкіл модифікований (2'-5')-триаденілат (22a). Кумарин 5a (30 

мг, 0,1 ммоль) та безводний N-гідроксибензотріазол (27 мг, 0,2 ммоль) розчинили 

в 1,5 мл сухого ДМФ, який не містив амінів, додали дициклогексил карбодиімід 

(31 мг, 0,15 ммоль) і суміш витримали при кімнатній температурі протягом 3 год 

(ТШХ, (Г)). Осад відцентрифугували і розчин активованого ефіру додавали до 

аміномодифікованого тринуклеотиду 21a′′′′ (1200 ОД259 одиниць, 0,032 ммоль) у 

натрій гідрокарбонатному буфері (100 мМ, рН 8, 750 мкл) при інтенсивному 

перемішуванні. Реакція протікала в темряві протягом ночі при кімнатній 

температурі. Контроль ТШХ в системах Г і К підтвердив перетворення 

олігонуклеотиду в продукт з інтенсивною синьою флуоресценцією (при 

опроміненні пластинок ультрафіолетом 365 нм). Нерозчинний матеріал видалили 

центрифугуванням і промили водою (200 мкл). Об'єднаний розчин випарили у 

вакуумі досуха. Залишок ефективно розподіляли між бутанолом і 5 мМ TEAB (pH 

7,5) для видалення надлишку барвника. Водну фазу наносили на колонку з 

Sephadex DEAE G-25 (~ 20 мл), врівноважений тим же буфером, і мічені 

олігонуклеотиди виділили в градієнті TEAB (5-300 мМ, рН 7,5). Відповідні 

забарвлені фракції випарили у вакуумі та кілька разів спільно випарювали з 

етанолом для видалення надлишку TEAB. Вихід кон'югатів олігонуклеотидних 

барвників (солі триетиламонію) становив 21a ‒ 560 ОД259 одиниць (47%) та 22a ‒ 

600 ОД259 одиниць (50%). У продуктах не було вільного барвника (ТШХ (Г та К)). 

Отримане A259/A432=1,19 (21a) та A259/A432=1,24 (22a), розрахункове відношення 

1,10 (теоретичний коефіцієнт поглинання для кон'югату ε259=41,8×103 М-1см-1). 
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21a та 22a ‒ LC-MS (ES): tR 0,655 хв.; m/z (позитивна) 1353,6 [M+H]+, 677,0 

[M+2H]2+, 451,8 [M+3H]3+; (негативна) 1351,4 [M-H]-, 675,0 [M-2H]2-. Розрахована 

для 21a та 22a у формі вільних кислот: формула C51H58N18O21P2S, Мr = 1353,1.  

 

Синтез кон'югатів олігонуклеотиду dТ15. 

Кон’югат олігонуклеотиду dТ15 із 4-[2-(7-гідроксикумарин-3-іл)тіазол-5-

іл]бутановою кислотою (23b).  

Приготування активованого ефіру. Змішали 60 мкл (0,2 М, 1 екв) розчину 5b 

у ДМФ (4 мг, 12 мкмоль у 60 мкл ДМФ), 20 мкл (0,7 М, 1,3 екв) розчину NHS (8 

мг, 70 мкмоль у 100 мкл ДМФ) та 20 мкл (0,58 М, 1,1 екв) DCC (24 мг, 116 мкмоль 

у 200 мкл ДМФ). Реакційну суміш залишили на 24 годин.  

Реакція кон’югації. Змішали 50 мкл розчину олігонуклеотиду у воді (20 

нмоль, 1 екв) та 10 мкл карбонатного буферу (рН=8,5). Після чого додали 10 мкл 

диметилформаміду та різко вприснули 20 мкл розчину активованого ефіру (25 

екв). Випав жовтий осад тому додали ще 40 мкл ДМФ і залишили на ніч при к.т. 

Потім додали ще 10 мкл розчину активованого ефіру та 10 мкл ДМФ і витримали 

при нагріванні (40-45оС, жовтий осад повністю розчинився) протягом 2 годин. 

Розвели водою до обʼєму 700 мкл, осад відцентрифугували, акуратно відібрали 

центрифугат (~650 мкл), який знесолели гельфільтрацією, та випарили із 

додаванням етилового спирту. Виділили препаративним гель-електрофорезом, як 

описано нижче. Вихід становить 29%. 

 

Кон’гат олігонуклеотиду dТ15 із 4-[2-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-

іл)тіазол-4-іл]бутанова кислота (24b). Синтез проводили аналогічно методиці, 

описаній для 5b. Вихід становив 23%. 

 

Кон’гат олігонуклеотиду dТ15 із 6-[[5-[2-оксо-7-(3-сульфопропокси)-

хромен-3-іл]фуран-2-карбоніл]аміно]гексанова кислота (25e). Синтез 

проводили аналогічно методиці, описаній для 5b. Вихід становив 25%. 
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Кон’гат олігонуклеотиду dТ15 із 2-[4-[4-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-

іл)тіазол-4-іл]фенокси]бутаноіламіно]-3-сульфо-пропанова кислота (26c). 

Синтез проводили аналогічно методиці, описаній для 5b. Вихід становив 20%. 

 

Знесолювання олігонуклеотидів 

Знесолювання здійснювали методом гель-філтрації на колонці PD-10 

(Pharmacia, Швеція) з сорбентом Sephadex G-25. Елюцію проводили 0,05М ТЕАВ. 

Олігонуклеотидні фракції випарювали в вакуумі при температурі не вище 500С в 

присутності етанолу чи метанолу (спирт додають для ефективного розкладу 

TEAB).  

 

Приготування денатуруючого поліакриламідного гелю 

(20%-й гель по Гілберту) 

20 г акриламіду, 0,66 г метиленбісакриламіду, 40 г сечовини та 5 мл Тріс-

боратного буферу (1М) розчинили в ~ 50 мл дистильованої води при слабкому 

нагріванні. Охолодили до к.т. та додали 1 г персульфату амонію і довели об’єм до 

100 мл. Отриманий розчин профільтрували через паперовий фільтр. До розчину 

додали 100 мкл тетраметилендіаміну та швидко залили між двома скляними 

пластинами розміром 20х20 см в спеціально складеному пристрої. Через короткий 

час починається інтенсивна полімеризація. Гель залишали на дві години.  

 

Проведення гель-електрофорезу 

Олігонуклеотидні проби розчинили в 300 мкл буферу для нанесення такого 

складу: 7 М сечовина, 0,05 М Тріс-борат (рН 8,3), 0,025% бромфеноловий синій 

(кольоровий маркер для електрофорезу). Препарати вносили в лунки гелю для 

проведення електрофоретичного розділення. Електродним буфером служив 0,05 

М Тріс-борат (рН 8,3). Електрофорез проводили при постійній напрузі 600 В 

протягом 4-5 год. Процес припиняють, коли барвник пройде приблизно 3/4 

довжини гелю. В поліакриламідному гелі даного складу бромфеноловий синій 

рухається на рівні 8-10-членного олігонуклеотиду. 
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Виділення олігонуклеотидів з гелю 

Смуги олігонуклеотидів в гелі візуалізують за допомогою УФ-лампи. Гель 

поміщають на пластинку для ТШХ з флуоресцентним індикатором (Kieselgel 

60F254, 20х20 см, Merck) та опромінюють ультрафіолетом з довжиною хвилі 254 та 

365 нм. У першому випадку видно власне погдинання олігонуклеотидів, у 

другому флуоресценцію кумаринів. 

Потрібні смуги акуратно вирізають з геля, подрібнюють та додають по 2 мл 

ТЕАВ (0,25 М, рН 7,5) для елюції олігонуклеотидних продуктів. Елюцію 

проводять протягом 16 год при 30-35 оС. Гель відфільтровують та промивають 

0,25 М ТЕАВ (2х1 мл). Одержані розчини знесолюють на колонці з сорбентом 

Sephadex G-25, як описано вище. Розчини очищених олігонуклеотидів випарюють 

у вакуумі в присутності спирту до повного видалення ТЕАВ.  

 

Загальна методика синтезу кон'югатів дезоксицитидину. 

Реагенти 5a, 5b, 8a або 8b (висушені у вакуумі над Р2О5) та безводний HOBt 

розчинили в сухому ДМФ (концентрація барвника ~ 0,1 М) і додали DCC. Після 4 

год активації додали сухий триетиламін та 2'-дезоксицитидин гідрохлорид і суміш 

перемішували одну добу при к.т. Молярне співвідношення між dC×HCl, NEt3, 

барвником, HOBt і DCC становило 1,0:1,0:1,2:1,45:1,38. По закінченні конденсації 

суміш випарили і висушили у вакуумі над Р2О5. Продукти очистили колонковою 

хроматографією на силікагелі.  

 

N-[1-[(2S,4R,5S)-4-гідрокси-5-(гідроксиметил)тетрагідрофуран-2-іл]-2-

оксо-піримідин-4-іл]-2-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]ацетамід 

(27a). Отримали із 5a (70 мг, 0,23 ммоль). Кон'югат 27а елюювали 8% МеОН у 

хлороформі. Жовтий порошок (70 мг, 72%).  

Rf 0,33 (Г). Тпл 224-226 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 11,17 (1H, с, NH (Cyt)), 8,83 

(1H, с, 4-H), 8,36 (1H, д, J = 7,2 Гц, 6-H (Cyt)), 7,83 (1H, д, J = 8,4 Гц, 5-H), 7,58 

(1H, с, 5-H (тіазол)), 7,21 (1H, д, J = 7,2 Гц, 5-H (Cyt)), 6,87-6,79 (1H, м, 6-H), 6,77 
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(1H, м, 8-H), 6,11 (1Н, т, J= 6,4 Гц, 1'-H), 5,29 (1H, м, 3'-OH), 5,07 (1Н, м, 5'-OH), 

4,22 (1Н, м, 3'-H або 4'-H), 4,01 (2H, с, CH2COO), 3,85 (1Н, м, 3'-H або 4'-H), 3,59 

(2Н, м, Н-5'), 2,3 (1H, м, 2'-H або 2''-H), 2,02 (1H, м, 2'-H або 2''-H). LC-MS: m/z 

512,9 [M+1]+. 

 

N-[1-[(2S,4R,5S)-4-гідрокси-5-(гідроксиметил)тетрагідрофуран-2-іл]-2-

оксо-піримідин-4-іл]-4-[2-(7-гідрокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]бутанамід 

(27b). Отримали із 5b (76 мг, 0,23 ммоль). Мічений нуклеозид 27b елюювали 8% 

МеОН у CHCl3. Жовтий порошок (67 мг, 65%).  

Rf 0,33 (Г). Тпл 169-171 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 10,89 (1H, с, NH (Cyt)), 8,86 

(1H, с, 4-H), 8,32 (1H, д, J = 7,2 Гц, 6-H (Cyt)), 7,83 (1H, д, J = 8,4 Гц, 5-H), 7,42 

(1H, с, 5-H (тіазол)), 7,23 (1H, д, J = 7,6 Гц, 5-H (Cyt)), 6,85 (1H, д, J = 8,8 Гц, 6-H), 

6,79 (1H, с, 8-H), 6,10 (1Н, т, J= 6,2 Гц, 1'-H), 5,28 (1H, ш. с, 3'-OH), 5,07 (1Н, ш. с, 

5'-OH), 4,22 (1Н, м, 3'-H або 4'-H), 3,85 (1Н, м, 3'-H або 4'-H), 3,64-3,54 (2Н, м, 5'-

H), 2,79 (2H, т, J = 7,4 Гц, CH2CH2CH2COO), 2,45 (CH2COO+DMSO,), 2,30-

2,25(1H, м, 2'-H або 2''-H), 2,02 (3H, м, 2'-H або 2''-H, CH2CH2CH2COO). LC-MS: 

m/z 540,8 [M+1]+. 

 

N-[1-[(2S,4R,5S)-4-гідрокси-5-(гідроксиметил)тетрагідрофуран-2-іл]-2-

оксо-піримідин-4-іл]-2-[2-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]ацетамід 

(28a). Отримано із 8a (79 мг, 0,25 ммоль). Мічений нуклеозид 28a елюювали 4-6% 

МеОН у хлороформі. Сирий продукт (~ 100 мг) перекристалізували із суміші 

діоксан-вода (4:3), отримавши жовтий порошок (66 мг, 62%).  

Rf 0,44 (Г). Тпл 189-191 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 11,17 (1H, с, NH (Cyt)), 8,91 

(1H, с, 4-H), 8,35 (1H, д, J = 7,5 Гц, 6-H (Cyt)), 7,95 (1H, д, J = 8,7 Гц, 5-H), 7,64 

(1H, с, 5-H (тіазол)), 7,21 (1H, д, J = 7,5 Гц, 5-H (Cyt)), 7,14 (1H, д, J = 2,0 Гц, 8-H), 

7,04 (1H, д. д, J = 2,0 Гц, 8,7 Гц, H-6), 6,12 (1Н, т, J= 6,7 Гц, 1'-H), 5,28 (1H, д, J = 

3,9 Гц, 3'-OH), 5,05 (1Н, т, J = 5,0 Гц, 5'-OH), 4,21 (1Н, м, 3'-H або 4'-H), 4,03 (2H, 

с, CH2COO), 3,9 (3H, с, OCH3), 3,86 (1Н, м, 3'-H або 4'-H), 3,59 (2Н, м, 5'-H), 2,3 

(1H, м, 2'-H або 2''-H), 2,02 (1H, м, 2'-H або 2''-H). LC-MS: m/z 527,2 [M+1]+. 
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N-[1-[(2S,4R,5S)-4-гідрокси-5-(гідроксиметил)тетрагідрофуран-2-іл]-2-

оксо-піримідин-4-іл]-4-[2-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-іл]бутанамід 

(28b). Отримано із 8b (42 мг, 0,12 ммоль). Продукт 28b елюювали 5-6% МеОН у 

CHCl3, кристалізували із суміші діоксан-вода і висушили у вакуумі над Р2О5. 

Жовтий порошок (26 мг, 50%).  

Rf 0,44 (Г). Тпл 145-147 oC. 1H ЯМР: δ 10,86 (1H, с, NH (Cyt)), 8,91 (1H, с, 4-H), 

8,32 (1H, д, J = 8,0 Гц, 6-H (Cyt)), 7,94 (1H, д, J = 8,8 Гц, 5-H), 7,44 (1H, с, 5-H 

(тіазол)), 7,23 (1H, д, J = 7,6 Гц, 5-H (Cyt)), 7,12 (1H, д, J = 2,2 Гц, 8-H), 7,03 (1H, д. 

д, J = 2,4 Гц, J = 8,4 Гц, 6-H), 6,1 (1Н, т, J= 6,4 Гц, 1'-H), 5,25 (1H, д, J = 4,4 Гц, 3'-

OH), 5,03 (1Н, т, J = 5,6 Гц, 5'-OH), 4,22, 3,86 (2×1Н, 2м, 3'-H, 4'-H), 3,9 (3H, с, 

OCH3), 3,59 (2Н, м, 5'-H), 2,81 (2H, т, J = 7,2 Гц, CH2CH2CH2COO), 2,45-2,53 (2H, 

м, CH2COO), 2,29 (1H, м, 2'-H або 2''), 2,30-1,91 (3H, м, 2'-H чи 2''-H, 

CH2CH2CH2COO). LC-MS: m/z 555,2 [M+1]+. 

 

Загальна методика O-етерифікації нуклеозидів 

Реагенти 8а або 8b (висушені у вакуумі над Р2О5) та безводний HOBt 

розчинили в сухому ДМФ (концентрація барвника ~ 0,1 М) і додавали DCC. Через 

4 години додали DIPEA та 3′-O-бензоїл-2′-дезокситимідин, суміш перемішували 

1,5 дні при к.т. Молярне співвідношення між dTBz, барвником, HOBt, DCC і 

DIPEA було 1,0:2,0:2,4:2,2:2,0. Суміш розбавили дихлорметаном, промили 

водною лимонною кислотою, NaHCO3 та водою, висушили над сульфатом натрію 

та випарювали. Сирий матеріал хроматографували на силікагелі. 

 

[(2S,3R,5R)-2-[[2-[2-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-

іл]ацетил]оксиметил]-5-(5-метил-2,4-диоксо-піримідин-1-іл)тетрагідрофуран-

3-іл] бензоат (29a). Отримали із 8а (64 мг, 0,2 ммоль). Мічений нуклеозид 29а 

елюювали 1% метанолом у хлороформі. Жовтий порошок (42 мг, 65%).  

Rf 0,43 (Б), 0.87 (В). Tпл 204-207 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 11,39 (1Н, с, NH 

(Thy)), 8,83 (1H, с, 4-H), 7,98 (2Н, д, J = 7,8 Гц, 2-Ph, 6-Ph), 7,87 (1H, д, J = 8,7 Гц, 
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5-H), 7,7-7,48 (5H, 2м, 5-H (тіазол), 3-Ph, 4-Ph, 5-Ph, 6-H (Thy)), 7,12 (1H, s, 8-H), 

7,02 (1H, d, J = 8,7 Гц, 6-H), 6,26 (1Н, т, J = 7,2 Гц, 1'-H), 5,43 (1Н, м, 3'-H), 4,51-

4,35 (3H, м, 4'-H, 5'-H), 4,06(1H, д, J = 16,8 Гц, CH2COO), 3,98 (1H, д, J = 16,8 Гц, 

CH2COO), 3,90 (3Н, с, OCH3), 2,41 (2H, м, 2'-H, 2''-H), 1,79 (3H, с, CH3 (Thy)). LC-

MS: m/z 646,3 [M+1]+. 

 

[(2S,3R,5R)-2-[[4-[2-(7-метокси-2-оксо-хромен-3-іл)тіазол-4-

іл]бутаноілоксиметил]-5-(5-метил-2,4-диоксо-піримідин-1-

іл)тетрагідрофуран-3-іл] бензоат (29b). Отримали із 8b (70 мг, 0,20 ммоль). 

Продукт елюювали в градієнті МеОН у CHCl3 (0-1%). Жовтий порошок (48 мг, 

70%).  

Rf 0,43 (Б). Тпл 179-181 oC. 1H ЯМР (ДМСО-d6): δ 11,36 (1Н, с, NH (Thy)), 8,88 

(1H, с, 4-H), 8,01 (2Н, д, J = 7,2 Гц, 2-Ph, 6-Ph), 7,92 (1H, д, J = 8,8 Гц, 5-H), 7,69 

(1Н, м, 4-Ph), 7,51-7,58 (3Н, м, 3-Ph, 5-Ph, 6-H (Thy)), 7,42 (1H, с, 5-H (тіазол)), 

7,11 (1H, д, J = 2,4 Гц, 8-H), 7,03 (1Н, д. д, J = 2,4 Гц, 8,8 Гц, Н-6), 6,28 (1Н, т, J = 

6,8 Гц, 1'-H), 5,46 (1Н, м, 3'-H), 4,37 (3Н, м, 4'-H, 5'-H), 3,91 (3Н, с, OCH3), 2,82 

(2H, т, J = 7,6 Гц, CH2CH2CH2COO), 2.43-2,55 (м, CH2CO, 2'-H, 2''-H), 2,01 (2H, 

квінт, J = 7,6 Гц, CH2CH2CH2COO), 1,77 (3H, с, CH3 (Thy)). LC-MS: m/z 674,2 

[M+1]+. 
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Розділ 4. Абсорбційна та флуоресцентна 

спектроскопія і конфокальна мікроскопія 

4.1. Абсорбційна спектроскопія барвників 

4.1.1. Загальний опис. 

Спектральні характеристики отриманих гідрофобних 3-гетарилкумаринів (5-

10) досліджували в метанолі, а 7-гідрокси похідні 5a, 5b, 5c, 5d, 5e також у ФБ в 

діапазоні рН від 10,5 до 7,6 (с), 6,3 (a та b) та 4,7 (f, d та e). Їх водорозчинні 

аналоги 13 та 15 вивчали у ФБ (рН1,9-10,5) та метанолі (13). Декілька речовин із 

серії с досліджували також у ДМСО та бензолі.  

В загальному, спектри поглинання, усіх сполук є цілком типовими для 

барвників цього класу [27, 108, 213]. Більшість з них мають дві смуги поглинання 

(Рисунок 4.1), за винятком 7-ацетокси похідних 9a, 9b, 10a та 10b, які мають 

третю низько інтенсивну та 9c та 10c спектри яких дещо складніші. 

Довгохвильовий максимум у кілька разів інтенсивніший за короткохвильовий, за 

винятком речовин серії с, у яких вони обидва приблизно одинакової 

інтенсивності. УФ-смуги сполук серій d та e часто мають два максимуми у 

метанолі, а у воді це спостерігається тільки у 5d при рН4,7. Вплив замісників, у 

положеннях С-3 та С-7, корелює з їх донорно/акцепторними властивостями. 

 

Рисунок 4.1. Нормалізовані спектри поглинання 15b, 15c, 15e у ФБ із рН 4,6 та 10,5. 
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4.1.2. 7-Метокси похідні.  

Спектральні властивості цього ряду барвників наведено у Таблиці Б.1. У 

метанолі, максимуми поглинання ультрафіолетових смуг сполук 7, 8 та 13 

знаходиться при 255–277 нм (ɛ = 6400–30300 М-1см-1). А видимих смуг при 378–

381 нм (ɛ = 24500–30800 М-1см-1) за винятком 7c, 8c та 13c, у яких вони зміщені до 

393–394 нм (ɛ = 24000–30900 М-1см-1). Вищі значення ɛ у похідних 13 порівняно із 

7 та 8 (Таблиця Б.1) пояснюються використанням у розрахунках значень 

молекулярних масс для їх дитриетиламмонієвих солей. Але реальне значення 

молекулярних масс використаних зразків дещо нижче та точно невідоме 

(Підрозділ 2.2, Вступ). Використання NEt3‒солей 13, а не їх калієвих аналогів 

поясннюється не розчинністю останніх у МеОН. 

  

Рисунок 4.2. Нормалізовані спектри  Рисунок 4.3. Нормалізовані спектри 

поглинання 13a у діапазоні рН 4,6-10,5  поглинання 13b у діапазоні рН 1,9-4,6 

У фосфатних буферах спектральні характеристики барвників 13a, 13b та 13c 

не залежать від рН у діапазоні значень 4,5-10,5 (Рисунок 4.2), а для 13e вони не 

змінні у діапазоні рН 1,9-10,5. При збільшенні кислотності у 13a, 13b, 13c 

спостерігаються батохромний зсув λmax обох смуг (Рисунок 4.3), що можна 

пояснити протонуванням N-атома тіазолу (рКа 2,0-2,5, [214]). У випадку барвника 

13c залежність А=f(С) є нелінійною, але це спостереження детальніше описано у 

підпункті 4.1.5. Загалом спектри 7-алкокси похідних (7, 8, 13) у метанолі близькі 

до близькі до водних розчинів 13 у межах однієї серії. Також, дуже близькі між 

собою спектри барвників серії а та b.  
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Оптичні властивості речовин 7c, 8c та 13c вивчалися додатково у ДМСО та 

бензолі. У цих розчинниках максимум у видимій області батохромно зсунутий на 

6 нм, а значення молярного коефіцієнту поглинання суттєво не змінюється. 

Сполуки 7c, 8c та 13c мають дуже близькі форму та положення смуг поглинання у 

МеОН, ДМСО та бензолі (Рисунок 4.4). 

 

Рисунок 4.4. Нормалізовані спектри поглинання 7c у метанолі, ДМСО та бензолі. 

4.1.3. 7-Гідрокси похідні.  
Основною відмінністю 7-гідрокси від 7-алкокси похідних є сильна 

залежність оптичних властивостей від рН, яка спричинена іонізацією фенольного 

гідроксилу (Рисунок 4.1). Це явище характерне для 7-гідроксикумаринів [215]. 

Невелика кількість фенолятної форми спостерігається, також, у метанолі у вигляді 

плеча в області 430–480 нм (a, b, d, e) та 450-475 нм (c). Його інтенсивність у 

нормалізованих спектрах сполук 5 завжди дещо нижча ніж у випадку 6 (Рисунок 

4.5 та 4.6). Цей фак можна пояснити внутрішньо молекулярним впливом 

карбоксильної групи на С-7 гідроксил. Це плече не спотерігається у 5d оскільки 

його СООН значно кислотніша ніж алкільна карбокси група (Рисунок 4.6).  

Гідрофільні барвники 15 не вивчалися у метанолі, оскільки гідроліз 

триетаммонієвої солі карбокси-алкільної групи, призведе до утворення невідомої 

кількості фенолятної форми.  

У водних розчинах, сульфо похідні 15 добре розчинні у діапазоні рН 1,9-10,5. 

А їх гідрофобні аналоги 5 розчинні, якщо рН вище 7,6 (с), 6,3 (a та b), 4,7 (d, e та 

f). Розчинність сполук 5 зростає зі збільшенням рН середовища, що пояснюється 

зростанням ступеню іонізації 7-гідрокси групи. Визначення її рКа описано у 
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підпункті 4.1.7. У випадку тіазолільних похідних 15a, 15b, та 15c, при рН<4, 

спостерігаються спектральні зміни, які можна пояснити протонуваням N-атому 

тіазолу подібно до 7-алкокси похідних.  

  

Рисунок 4.5.Нормалізовані спектри  Рисунок 4.6. Нормалізовані спектри 

поглинання 5b та 6b у метанолі.   поглинання 5d та 6d′ у метанолі. 

У ФБ із рН4,7 (Таблиці Б.2) короткохвильова смуга 15a та 15b знаходиться 

при 260 нм (ɛ = ~6000 М-1см-1), тоді як високоінтенсивна довгохвильова смуга 

спостерігається при 379 нм (ɛ = ~24000 М-1см-1). У барвника 15c УФ-смуга при 

257 нм (ɛ = 23400 М-1см-1), а видима смуга при 391 нм (ɛ = 22700 М-1см-1). У 

речовини 15e максимум УФ-смуги знаходиться при 280 нм (ɛ = 11300 М-1см-1), а 

видимої при 379 нм (ɛ = 24200 М-1см-1). Депротонування фенольного гідроксилу 

речовин 15, 5d та 5e в лужному буфері (pH 10,5) спричиняє великий червоний 

зсув (40–49 нм для основної смуги поглинання та 21–22 нм для короткохвильової 

смуги) у порівнянні зі спектрами відповідних барвників у ФБ із рН4,7 та 

одночасним збільшенням інтенсивності поглинання видимої смуги.  

Барвник 15c має нелінійну залежність А=f(С) при рН4,7 та лінійну при рН10, 

але це явище описано у підпункті 4.1.6. 

Речовину 6c вивчили також у ДМСО та бензолі. У останньому розчиннику її 

абсорбційні властивості дуже близькі до 7c, 8c та 13c, а також до її властивостей у 

метанолі (Рисунок 4.7, Таблиці Б.1 та Б.2). Натомість спектр у ДМСО має суттєву 

відміннсть: зʼявляється додаткова смуга поглинання із одним максимумом та 

плечем (Рисунок 4.8). А також, відностна інтенсивність цієї смуги у 
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нормалізованих спектрах (до 1,0 при 400 нм) зростає зі зменшенням концентрації 

барвника. Подібні спектральні зміни описані для корової сполуки I та аналога 

корового барвника II (Рисунок 2.1) у статті [216]. Автори відностять цю смугу до 

поглинання відповідних фенолятних форм.  

  

Рисунок 4.7. Нормалізовані спектри  Рисунок 4.8. Нормалізовані спектри 

поглинання 6c у бензолі та метанолі,  поглинання 6c у ФБ (рН10,5), ДМСО та 

а також 7c у бензолі.     метанолі, а також 7c у ДМСО. 

4.1.4. 7-Ацетокси похідні.  
Наявність 7-ацетокси-групи призводить до гіпсохромного зсуву та 

зменшення молярних коефіцієнтів екстинкції смуг поглинання порівняно з 7-

алкокси аналогами в метанолі (Таблиця Б.3). Також ацетилювання призводить до 

появи додаткової смуги поглинання у сполук 9a, 9b, 10a та 10b, яка знаходиться 

при 290–292 нм (ɛ = 4000–4600 М-1см-1). Спектри 9a, 9b та 10b ідентичні, а 10a  

  

Рисунок 4.9. Нормалізовані спектри  Рисунок 4.10. Нормалізовані спектри 

поглинання 7b, 9a, 9b, 10a, та 10b у метанолі. поглинання 7c, 9c, 10c у метанолі.  
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зсунутий й синю область на кілька нм (Рисунок 4.9). У фенілтіазолільних 

похідних 9c та 10c суттєво змінюється спектр в області 290-355 нм (Рисунок 4.10). 

Фурильні похідні 9e та 10e незазнають суттєвих змін спектру окрім гіпсохромного 

зсуву. 

4.1.5 Вивчення агрегації барвників у воді. 

Вивчення характеру залежності А=f(С) проводилося для сполук, які добре 

розчинні у фосфатних буферах (5f, 5d, 13, та 15). У випадку 7-гідрокси похідних 

(5f, 5d та 15) дослідження виконували при рН~4,6 (барники повністю у фенольній 

формі) та рН~10,5 (15b, 15c та 15e; повністю у фенолятній формі). 

Сульфопропільні похідні 13 вивчалися при рН7,9 (повна іонізація СООН-групи) 

та при рН~4,6 де досягається мінімально можливий ступінь іонізації СООН-групи 

та ще не має протонування N-тіазолу. Також, використання останнього значення 

рН робить можливим порівняння речовин 13 та 15. Дослідження характеру А=f(С) 

проводили записом спектрів поглинання серії розчинів різної концентрації (2-50 

мкМ). Потім будували графік А(λmax) від С для коротко- та довгохвильової смуги 

поглинання. Додатково порівнювали нормалізовані спектри записані у всьому 

діапазоні концентрацій. 

Лінійний характер залежності А=f(С), та ідентичність нормалізованих 

спектрів у всьому діапазоні концентрації, спостерігається для усіх вивчених 

речовин (Рисунок 4.11 та 4.12) за винятком 13с та 15с (при рН4,7). 

  

Рисунок 4.11. Нормалізовані спектри  Рисунок 4.12. Графік залежності А=f(С)  

поглинання 15b у ФБ (рН4,6) при різних  барвника 15b у ФБ (рН4,6). 

концентраціях. 
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Зміна нормалізованого (до 1,0 при 256 нм) спектру сполуки 13с при рН7,9 

майже не помітна до концентрації 4,9 мкМ, але стає чітко вираженою уже при 8 

мкМ. Підвищення концентрації призводить до зростання відносної інтенсивності 

довгохвильового плеча обох смуг поглинання та зменшення відносної 

інтенсивності λmax поглинання у видимій області (Рисунок 4.13). На графіку 

залежності А=f(С) також спостерігається відхилення від лінійності для видимої 

смуги поглинання та незначне відхилення для УФ-смуги (Рисунок 4.14). Для 

лінеаризації використали триточки (концентрації), які мають ідентичні 

нормалізовані спектри. 

  

Рисунок 4.13. Нормплізовані спектри  Рисунок 4.14. Графік залежності А=f(С) 

поглинання 13c у ФБ (рН7,92) при різних барвника 13c, у ФБ (рН7,92). 

концентраціях. 

У ФБ із рН4,7 невдалося вивчити залежність А=f(С) для сполуки 13с. Це 

повʼязано із її низькою розчинністю в цих умовах. (4-6 мкМ) та вузьким 

діапазоном концентрацій, який залишився доступним для рутинної спектроскопії 

(0,5-5 мкМ). При концентрації 6,5 мкМ та вищих випадання осаду спостерігається 

неозброєним оком, а спектр зазнає змін, які можна пояснити розсіюванням світла 

на мікрокристалах (Рисунок 4.15), а саме, зростанням відносної інтенсивності по 

всьому спектру крім невеликого діапазону в області максимуму видимої смуги 

поглинання. При концентрації 4,9 мкМ випадання осаду візуально не 

спостерігається, але спектр 13с зазнає слабко виражених змін, які можна пояснити 

розсіюванням світла на мікрокристалах. Нормалізовані спектри 13с із 
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концентрацією 1,6 та 3,3 мкМ дуже близькі та не мають ознак присутності 

мікрокристалів (розсіювання світла).  

 

Рисунок 4.15. Нормалізовані спектри поглинання 13c, у ФБ (рН4,6) при різних 

концентраціях. Синім та зеленим кольором позначено випадки коли візуально спостерігався 

осад у кʼюветі. 

Барвник 15c при рН10,5 у діапазоні концентрацій 7-30 мкМ, має ідентичні 

нормалізовані спектри (Рисунок 4.16) та лінійну залежність А=f(С) (Рисунок 4.17). 

Незначне відхилення від лійної залежності (Рисунок 4.17) для високих 

концентрацій пояснюється зміною в часі абсорбційного спектру у лужному 

середовищі (тривалість експерименту ~15 хв). Детальніше спектральні зміни в 

часі, у сильно лужному середовищі, описані у підпункті 4.1.6. 

  

Рисунок 4.16. Нормалізовані спектри  Рисунок 4.17. Графік залежності А=f(С) 

поглинання 15c, у ФБ (рН10,5) при різних барвника 15c, у ФБ (рН10,5). 

концентраціях. 
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Залежність А=f(С) барвника 15c при рН4,6 подібна до відповідної залежності 

13c при рН7,9. Підвищення концентрації призводить до зростання відносної 

інтенсивності довгохвильового плеча обох смуг поглинання та зменшення 

відносної інтенсивності поглинання у λmax видимої смуги (Рисунок 4.18). 

Нормалізовані спектри розчинів із концентраціями нижче 9,7 мкМ ідентичні, а 

спектр при концентрації 19 мкМ відрізняються від них. На графіку залежності 

А=f(С) спостерігається відхилення від лінійності для видимої смуги та близька до 

лінійної залежність для УФ-смуги (Рисунок 4.19).   

  

Рисунок 4.18. Нормалізовані спектри  Рисунок 4.19. Графік залежності А=f(С) 

поглинання 15c у ФБ (рН4,7)при різних  барвника 15c, у ФБ (рН4,7). 

концентраціях. 

Слід зазначити, що у випадку агрегації барвників 13c та 15c, спектральні 

зміни, малоймовірно, бути великими, оскільки суттєва зміна полярності 

середовища (МеОН та бензол) батохромно зміщуює максимум поглинання тільки 

на 6 нм (Рисунок 4.7). 

4.1.6. Спектральні зміни в часі у лужному середовищі. 
Під-час роботи із сильно лужними розчинами барвників було поміщено, що 

їхні спектри дещо змінюються із часом. Ймовірно, причиною такої поведінки є 

розкриття кумаринового циклу із утворенням відповідних кумаринових кислот та 

подальшими їх перетвореннями (підпункт 1.2.4). З практичної точки зору 

важливою є швидкість із якою відбуваються ці зміни. Попередню оцінку 

виконали періодично записуючи спектри барвників 13a, 13c, 13e, 15b у розчині з 
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рН10,5. Одержана серія спектрів для кожної речовини зображені на Рисунках 4.20 

‒ 4.23.  

  

Рисунок 4.20. Залежність спектрів  Рисунок 4.21. Залежність спектрів 
поглинання 13a від часу у ФБ (рН10,5).  поглинання 13c від часу у ФБ (рН10,5). 

  

Рисунок 4.22. Залежність спектрів  Рисунок 4.23. Залежність спектрів 
поглинання 13e від часу у ФБ (рН10,5).  поглинання 15b від часу у ФБ (рН10,5). 

У спектрах речовин 13с, 13e та 15b спостерігаються чотири місця перетину 

спектрів, які, можливо, є ізозбестичними точками (420,5, 322, 265, 245; 402,5-394, 

322,5, 290,5, 279,5 та 387,5, 298,5, 274, 228,5 відповідно).  

Слід зазначити, що вивчення спектральних змін у сильно лужному 

середовищі не було заплановано, як повноційний експеримент. 

4.1.7. Визначення рКа 7-гідрокси похідних водорозчинних барвників. 

Залежність спектрів поглинання та флуоресценції від pH є загальною рисою 

7-гідроксикумаринів [24, 215] та ширше усіх фенолів. Важливою 

характеристикою усіх фенольних барвників є показник константи кислотності 
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(рКа). Цей параметер дає можливість оцінити співідношення фенольної та 

фенолятної форм барвника при певному рН. 

Визначення рКа виконали класичним спектроскопічним методом за 

рівнянням Хендерсона-Хассельбальча [217]. Значення рКа визначили для 

барвників 5f, 5d, 5e та 15, трьох кон’югатів глюкозаміну (16a, 16b, 16e) та двох 

цитидину (27a та 27b). Спектри поглинання записували в серії фосфатних буферів 

із різним рН (Рисунок 4.24). А із графіка на Рисунок 4.25 визначали значення pKa 

(Таблиця 4.1).  

  

Рисунок 4.24. Спектри поглинання 15b Рисунок 4.25. Графік залежності  
у ФБ (рН4.7-10). log((Ai-A4,7)/(A9.9-Ai)) від рН для визначення рКа 

сполуки 15b. 

Таблиця 4.1. Показники констант кислотності та ізозбестичні точки сполук. 

Реч., № 5f 5d 5e 15a 15b 15c 15e 
рКа 7,35 7,72 7,69 7,43 7,42 7,34 7,65 

Ізозбестичні 
точки 

394,5 
313,5 
268,5 
245,0 

390,0 
317,5 
280,0 
240,5 

392 
325 
287 
н. в. 

395 
314 
270 
246 

394,5 
312,5 
269 
244 

400,5 
301 
263,5* 
236,5* 

392; 
324,5; 
287; 
248,5* 

Реч., № 16a 16b 16e 21a 22a 27a 27b 
рКа 7,28 7,32 7,56 7,46 7,68 7,21 7,14 

Ізозбестичні 
точки 

394 
313 
н. в. 
н. в. 

394,5 
313 
н. в. 
н. в. 

392; 
324; 
н. в. 
н. в 

398 
316 
н. в. 
н. в 

399 
317 
н. в. 
н. в. 

394 
313,5 
н. в. 
н. в. 

400,5 
313,5 
269 
н. в. 

н.в. ‒ не визначена; аліквота була розчинена у метанолі або ДМСО, * ‒ ± 2 нм. 
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4.2. Флуоресцентні властивості барвників 

4.2.1. Загальний опис флуоресцентних властивостей. 

Флуоресцентні властивості барвників вивчали в тих же розчинниках, що й 

абсорбційні. В загальному флуоресцентні властивості, сполук серій a, b, d та e є 

цілком типовими для барвників цього класу [27, 108, 213], а серії c суттєво 

відмінними. Перші мають яскраво-синю флуоресценцію із максимумами 

випромінювання в діапазоні 438–460 нм, у МеОН. Це стосується також водних 

розчинів їх 7-алкокси похідних у діапазоні рН 4,7-10,5. А їх фенолятні форми 

мають зелену еміссію як у МеОН так і у воді. Також у фенольної форми 7-

гідрокси похідних спостерігається, характерний для умбеліферону, перенос 

протону у збудженому стані. Речовини серії c, на відміну від решти, мають світло-

жовту еміссію та значно вищий Стоксів зсув у МеОН. Фенольна та 7-алкокси 

форми не флуоресцентні у воді, а еміссія фенолятної близька до відподної у 

решти барвників. Спектри збудження усіх барвників близькі до відповідних 

спектрів поглинання як в органічному, так і у водному середовищі. 

4.2.2. 7-Алкокси похідні. 

7-Алкокси похідні 7b, 8a, 8b, та 13a, 13b у метанолі, мають близькі спектри 

еміссії із значеннями ~454 нм, а у 7a λmax гіпсохроммно зсунутий на ~4 нм. У цих 

барвників також близькі як спектри збудження так і їх максимуми (Таблиця Б.1, 

Рисунок 4.26). У фурильних похідних подібна ситуація: спектри збудження та 

емісії речовин 7d, 7e, 8d та 8e у метанолі дуже близькі (Таблиця Б.1) (Рисунок 

4.27). Фенілтіазолільні похідні 7c, 8c, та 13c також мають ідентичні між собою 

спектри збудження та еміссії у МеОН, але на відміну від решти, вони мають 

низький квантовий вихід та більший Стоксів зсув (Рисунок 4.27).  

Спектри збудження та еміссії, а також квантовий вихід, сполук 13a та 13b не 

залежать від рН; вони ідентичні для кожної речовини у слабокислому (4,7), 

нейтральному (7,2-7,9) та лужному (10,5) середовищах. Протонування тіазольного 

ядра (рН1,9) барвників 13a та 13b призводить до батохромного зсуву смуги 

збудження, аналогічного зсуву смуги поглинання (Рисунок 4.3), а також невеликої 

зміни смуги еміссії (одержана збудженням при 440 нм де не поглинає не 



125 

протонована форма). Квантовий вихід 13a не змінюється, а 13b дещо 

збільшується (Таблиця Б.1). Барвник 13c не флуоресцентний у всьому діапазоні 

рН (1,9-10,5). Флуоресценція 13e, також, не залежить від рН, оскільки він не 

містить функціональних груп, які можуть протонуватися або депротонуватися. 

  

Рисунок 4.26. Нормалізовані спектри  Рисунок 4.27. Нормалізовані спектри 

збудження та еміссії 7a, 8a та 13a у МеОН збудження та еміссії 7c, 7e та 13c у МеОН 

У випадку гідрофільних барвників 13a та 13b спостерігається невеликий 

сольватохромний ефект відносно МеОН для смуги еміссії (~5 нм, Таблиця Б.1) та 

його відсутність для смуги збудження (як і для спектру поглинання, підпункт 

4.1.2.) (Рисунок 4.28).  

  

Рисунок 4.28. Нормалізовані спектри  Рисунок 4.29. Нормалізовані спектри  

поглинання, збудження та еміссії 13b у  поглинання, збудження та еміссії 7c у 

МеОН та ФБ (рН4,7)    МеОН, ДМСО та бензолі 

Фенілтіазолільні похідні 7c, 8c та 13c додатково вивчили у ДМСО та бензолі. 

У першому розчиннику (Рисунок 4.29), перелічені сполуки мають близькі спектри 
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еміссії та збудження між собою. А також спектри емісії цих речовин близькі до їх 

спектрів у метанолі, але квантовий вихід у чотири рази більший ніж у МеОН 

(Таблиця Б.1). Аналогічна ситуація зі смугами збудження, які співпадають із 

відповідними смугами поглинання. Але у спектрах збудження у ДМСО, на 

відміну від МеОН, спостерігається невелика полка в області 460-500 нм. Спектр 

еміссії одержаний опроміненням при 470 нм для барвників 7c, 8c та 13c добре 

співпадає зі спектром одержаним для 6c в цьому розчиннику (підпункт 4.2.3). 

Найбільш ймовірно, що вона спричинена малою кількістю домішки 5c у 8c та 13c, 

а також 6c у 7c.  

У бензолі смуги еміссії сполук 7c, 8c та 13c ідентичні міжсобою, але вони 

гіпсохромно зсунуті відносно смуг у МеОН та ДМСО (Рисунок 4.29). Спектри 

збудження співпадають зі спектрами поглинання, а також близькі до Ех-спектру у 

ДМСО. Квантовий вихід цих барвників у бензолі суттєво вищий ніж у ДМСО 

(Таблиця Б.1). 

4.2.3. 7-Гідрокси похідні. 

Флуоресцнтні характеристики 7-гідрокси похідних 5, 6 та 15 наведені у 

Таблиці Б.2. Характерною властивістю цих сполук є велика різниця спектральних 

властивостей фенольної та фенолятної форм (підпункт 4.1.7). У метанолі, спектри 

еміссії першої форми барвників 5 та 6 отримали збудженням на максимумі 

поглинання, а другої в області де поглинає тільки фенолятна форма (пункт 4.1.3, 

Рисунок 4.5 та 4.6). Смуги випромінювання фенольної форми подібні до емісії 

відповідних 7-алкокси похідних (Рисунок 4.30). Максимум спектру емісії 

фенолятної форми батохромно зміщений на 25-30 нм відносно фенольної. 

Для сполук 5c та 6c не вдалося отримати дійсні спектри еміссії та збудження 

фенольної форми, які ймовірно є близькими до спектру емісії відповідних 

метокси похідних 8c та 7c. Це пояснюється, тим що квантовий вихід фенолятних 

форм 5c та 6c значно вищий ніж фенольних, а також формою та розташуванням 

обох спектрів (Рисунок 4.31). Особливістю цих речовин є те, що смуги емісії 

нейтральної форми 7-ОН групи зсунуті у червону область відносно фенолятної 

форми.  
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Рисунок 4.30. Нормалізовані спектри  Рисунок 4.31. Нормалізовані спектри  

збудження та еміссії 6b та 7b у МеОН.  поглинання (5с), збудження та еміссії  

(6с та 7с) у МеОН. 

Максимуми емісій фенолятних форм барвників серій a, b та e знаходяться в 

діапазоні 382-385 нм, а сполук серії c біля 390 нм (Таблиця Б.2). Флуоресценція 

цієї форми усіх барвників у воді співпадає із її флуоресценцією у МеОН (Рисунок 

4.32).  

  

Рисунок 4.32. Нормалізовані спектри   Рисунок 4.33. Нормалізовані спектри  

поглинання, збудження та емісії (5b, 15b) збудження та еміссії (5f) у ФБ (рН4,7)  

у ФБ (рН10,5) та метанолі (5b, λex = 437 нм). та МеОН. 

Флуоресценція фенольної форми у слабокислому середовищі (рН4,7) вивчена 

для 5f, 5d, 5e, 15a, 15b та 15e. Сполуки 5a, 5b та 6 не розчинні у воді при цьому 

значенні рН. У порівнянні із метанолом максимуми спектрів еміссії цих речовин 

зсунуті у червону область, хоча спектри збудження у МеОН та воді близькі 

(Рисунок 4.33). Це явище можна пояснити переносом протону у збудженому стані 

(ППЗС), але детальніше воно буде пояснене у підпункті 4.3.1. Фенольна форма 
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сполуки 15c (рН 4,7) не флуоресцентна. Відсутність емісії цієї форми та 

інтенсивне світіння у лужному середовищі, також вказує на відсутність ППЗС. 

Причиною низького квантового виходу 15c, на відміну від 15a та 15b, ймовірно, є 

різна геометрія цих молекул у збуженогому стані [216].  

У 0,1М фосфорній кислоті (рН1,9) спектри еміссії тіазолільних похідних 5f, 

15a, та 15b зміщуються у червону область (Рисунок 4.34), що можна пояснити 

протонуванням атома азоту у тіазольному ядрі. А у випадку фурильного 

похідного 15e спектр емісії гіпсохромно зсувається відносно спектру при рН4,7, 

хоча спектри збуджння та поглинання ідентичні при рН4,7 та 1,9 (Рисунок 4.35). 

Це можна пояснити впливом рН та/або іонної сили на процеси які протікають у 

збудженому стані. Фенілтіазолільне похідне 15c не флуоресцентне при рН1,9.  

  

Рисунок 4.34. Нормалізовані спектри  Рисунок 4.35. Нормалізовані спектри  

поглинання, збудження та еміссії 15b  поглинання, збудження та еміссії 15e у 

у ФБ (рН1,9).      ФБ (рН1,9 та 4,7). 

Барвник 6c додатково вивчили у ДМСО та бензолі (Таблиця Б.2). У 

останньому розчиннику спектр еміссії подібний до відповідного спектру барвника 

8с, але гіпсохромно зміщений на ~ 5 нм (Рисунок 4.36). Спектри збудження 6с та 

8с близькі. Квантові виходи цих сполук суттєво не відрізняються.  

У ДМСО, еміссія одержана збудженням 6c на 483 нм є інтенсивною та має 

максимум 505 нм, а при збудженні на 402 нм світіння є слабшим у ~10 разів із 

максимумом 508 нм (Рисунок 4.37). Останній спектр емісії виглядає як сума 

першого (Ех 483 нм) та спектру емісії 7c у ДМСО. Спектр збудження одержаний 

детекцією при 505 нм співпадає із довгохвильовою смугою поглинання, а також 
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проявляється тонка структура у вигляді чотирьох вузьких піків (Рисунок 4.37). 

Флуоресценція отримана збудженням при 470 та 483 нм ідентична. 

  

Рисунок 4.36. Нормалізовані спектри  Рисунок 4.37. Нормалізовані спектри  

збудження та еміссії 6c та 8c у бензолі.  поглинання, збудження та еміссії 6c у ДМСО.  

4.2.4 7-Ацетокси похідні. 

7-Ацетокси барвники 9a, 9b, 9e, 10a, 10b та 10e вивчалися тільки у метанолі. 

Нормалізовані спектри еміссії та збудження зсунуті гіпсохромно на 6–15 нм 

відносно відповідних метокси похідних (Рисунок 4.38). Квантовий вихід 

ацетильованих барвників близький до метокси-аналогів, за винятком 9a, Φ якого 

у три рази нижчий ніж у 8a (Таблиця Б.3).  

  

Рисунок 4.38. Нормалізовані спектри  Рисунок 4.39. Нормалізовані спектри  

збудження та еміссії 7b і 10b та поглинання збудження та еміссії 7c і 10c та поглинання 

10b у МеОН.      10c у МеОН. 

У випадку 9c та 10c одержання реальних спектрів флуоресценції сильно 

ускладнене, оскільки, поперше, інтенсивність їх світіння дуже низька (Φ = 0,02), а 
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подруге, Φ відповідних гідрокси похідних 5c та 6c вищий у більш ніж 18 разів. Як 

наслідок, слідова кількість 5c та 6c та фонові шуми вносять суттєвий вклад у 

спектри еміссії та збудження (Рисунок 4.39). 

Ацильні похідні 7-гідроксикумаринів можна використати для детекції 

деацилаз, оскільки дія цих ферментів сильно підвищує інтенсивність 

флуоресценції у певній частині [218]. 

4.3. Спектральні властивості кон’югантів барвників 

4.3.1. Спектральні властивості кон’югантів глюкозаміну. 

Спектрально-флуоресцентні властивості глюкозамінових конʼюгатів вивчали 

в MeOH та фосфатних буферах із рН 4,7-10,0 за винятком 7-метокси похідні 17a 

та 17b, які мають низьку розчинність у воді.  

7-Акокси похідні 17a, 17b, 18a та 18b, у метанолі, мають близькі коефіцієнти 

екстинкції та λmax до 7a, 7b, 13a та 13b відповідно (Таблиці Б.4 та Б.1). Однак 

кон'югація по-різному впливає на квантовий вихід емісії: вона збільшується у 

випадку 17a та 18a і зменшується для 17b та 18b у порівнянні із відповідними 

вільними барвниками. У ФБ спектральні влатсивості 18a та 18b близькі до 13a та 

13b відповідно, за винятком Φ, які у конʼюгатів більші на ~ 0,2.  

У метанолі, глюкозамінові похідні 7-гідроксикумаринів (16a, 16b, 16e та 19a) 

мають близькі оптичні властивості до барвників 6a, 6b, 6e та 15a відповідно, за 

винятком Φ, які у конʼюгатів менші на ~ 0,3. У ФБ із рН10, фенолятні форми цих 

конʼюгатів, також мають близькі оптичні властивості до фенолятних форм 

барвників 5a, 5b, 5e та 15a відповідно. А також, спектри емісії фенолятної форми 

конʼюгатів 16a, 16b, 16e та 19a ідентичні у воді та метанолі (λex = 440 нм) 

(Рисунок 4.40, верхній). У кислому буфері, значення коефіцієнтів екстинкції та 

λmax поглинання і збудження 16e та 19a близькі до відповідних значень вільних 

барвників 5e та 15a. Слід зазначити, що пряме порівняння спектральних 

властивостей кон'югатів 16a та 16b із барвниками 5a та 5b при pH 4,7 є 

неможливим, оскільки найнижчий pH, при якому останні все ще розчинні у воді 

становить ~6,3. 
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Однак існує суттєва різниця між спектрами емісії в MeOH (збудження при 

383 нм) та кислому буфері (pH 4,7). Так, λmax змістився від 454 нм в МеОН до 480 

нм у водному розчині, а також, спектри емісії мають різну форму, незважаючи те, 

що спектри поглинання та збудження в цих розчинниках близькі. Спектри 

випромінювання 16a, 16b, 16e та 19a при рН 4,7 виглядають як суперпозиція 

спектрів емісії у MeOH (λex = 380 нм) та при рН10. Причиною цього ефекту є 

перенесення протону у збудженому стані з 7-ОН на карбонільну групу. Це явище 

характерне для 7-гідроксикумаринів [24, 215] і пояснюється естафетним рухом 

протону через молекули води [17]. 

 

Рисунок 4.40. Нормалізовані спектри поглинання (UV-Vis) та емісії 16a та 16′′ у 

MeOH та фосфатних буферах (pH 4,7 та 10,0). 

Подібна поведінка спектру емісії спостерігпається і для 16′′ (Схема Б.4.). Так, 

спектри поглинання та збудження в MeOH та при рН 4,7 ідентичні, тоді як 

спектри емісії в цих розчинниках суттєво відрізняються (Рисунок 4.40, нижній). У 

той же час спектри випромінювання у кислому та лужному водних розчинах 

подібні, крім низько інтенсивного плеча при 390-410 нм при pH4,7. Можливо, це 

випромінювання збудженого стану 16′′ із неіонізованою 7-OH-групою, яке 
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відрізняється від випромінювання іонізованих форм, але близьке до емісії 

неіонізованої форми в MeOH. Його низька інтенсивність може бути обумовлена 

перенесенням протону в збудженому стані. 

Визначення pKa глюкозамінових конʼюгатів (за винятком 19a), проводили як 

описано у підпункті 4.1.7. Значення pKa 16a та 16b майже однакові (7,28 та 7,32 

відповідно) та близькі до значень відповідних кон'югатів N4-цитидину 27a та 27b 

(підпункт 4.3.5). Показник кислотності 16e близький до 5e та 15e. 

4.3.2. Спектральні властивості кон’юганту Leu-Leu-Leu. 

Кон'югація 5b із L-трилейцином суттєво не впливає на спектральні 

властивості барвника. Нормалізовані спектри поглинання 20b у МеОН чи ФБ (рН 

10,5, верхній) близькі до відповідних спектрів барвників 6b (МеОН) чи 5b у ФБ 

(Рисунок 4.41); однак коефіцієнти екстинкції для обох смуг 20b приблизно на 20% 

нижчі, ніж для 5b та 6b (Таблиця Б.4). Спектри збудження і емісії 20b у МеОН та 

ФБ (рН10,5) близькі до відповідних спектрів 6b (МеОН) та 5b ФБ (Рисунок 4.41, 

нижній); положення смуг залишаються такими ж, але квантовий вихід 

кон'югованого барвника зменшується на 15–20%. Вивчити оптичні властивості 

сполуки 20b при рН 4,7 невдалося, через її низьку розчинність в цих умовах. 

 

Рисунок 4.41. Нормалізовані спектри поглинання, збудження та емісії 6b та 20b у 

MeOH (верхній), а також 5b та 20b у ФБ із рН10,5 (нижній). 
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4.3.3. Спектральні властивості кон’югату із (2′-5′) триаденілатом. 
Спектр поглинання олігонуклеотидних кон’югатів 21а та 22а чітко 

підтверджують наявність фрагментів (2′-5′)А3 та барвника. Наприклад, сполука 

21а містить дві інтенсивні смуги з λmax = 259 та 432 нм в лужному фосфатному 

буфері (Рисунок 4.42). Перша відповідає головним чином сильному поглинанню 

тринуклеотидного фрагмента, з певним внеском короткохвильового поглинання 

приєднаного барвника; для (2′-5′)A3, λmax = 259 нм, ɛ259 = 37,6×103 M-1см-1 [205], а 

для 5a ɛ259 = 4,2×103 у ФБ (pH10,5). Довгохвильова смуга поглинання 21а 

належить виключно фрагменту барвника. Спостережуване співвідношення УФ до 

видимого поглинання A259/A432 = 1,19 добре узгоджується з теоретичним 

значенням 1,10, що вказує на наявність одного залишку барвника в міченому 

продукті та підтверджує ефективне видалення непрореагованого барвника. Для 

22а співідношення A259/A432 становить 1,24. Після кон'югації довжина хвилі смуги 

поглинання барвників в обох конʼюгатах зміщується в червоний колір на 8 нм. 

Спектри флуоресценції 21а та 22а (λmax = 485 нм) подібні (як за формою, так і за 

положенням смуги випромінювання) до спектрів вихідного барвника 5а (Рисунок 

4.42), хоча квантовий вихід флуоресценції 21а зменшується на ~0,1, порівняно із 

вільним барвником (Таблиця Б.4 та Б.1). Спектри поглинання та емісії 21а та 22а 

у слабокислому середовищі наведені на Рисунку 4.43.  

Визначення pKa сполук 21a та 22a, проводили як описано у підпункті 4.1.7. 

  

Рисунок 4.42. Нормалізовані спектри  Рисунок 4.43. Нормалізовані спектри  

поглинання та емісії 5a та 21a у   поглинання та емісії 21a та 22a у  

ФБ (pH10,5).      ФБ (pH4,7). 
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4.3.4. Спектральні властивості кон’югатів із олігонуклеотидом (dT)15. 

Спектри поглинання конʼюгатів (dT)15 23b, 24b, 25e та 26c містять інтенсивну 

смугу із λmax = 265 нм та у кілька разів нижчої інтенсивності в області 385-400 нм 

(рН4,7). Перша переважно відповідає поглинанню олігонуклотидної частини, а 

остання обумовлена виключно поглинанням барвників (Рисунок 4.44). 

Співідношення інтенсивності при 260 нм (ɛ260 = 1,2x105) та у максимумі видимих 

смуг приблизно відповідає теоретичним значенням при рН10,5 і становить 3,5 

(23b), 5,1 (24b,), 6,0 (25e) та 3,6 (26c). Конʼюгація зміщує максимуми поглинання 

на приблизно 8 нм та не впливає суттєво на спектри емісії. 

 

Рисунок 4.44. Спектри поглинання конʼюгату 23b у ФБ із рН 4,7 та 10,5, а також 

барвника 5b у ФБ із рН10,5. 

4.3.5. Спектральні властивості кон’югантів нуклеозидів. 

Оптичні властивості конʼюгатів 2ʹ-дезоксицитидину 27a, 27b, 28a і 28b та 3ʹ-

бензоїл-2ʹ-дезокситимідину 29a і 29b наведені в Таблиця Б.4. Спектри поглинання 

кон'югатів 2′-дезоксицитидину в метанолі та фосфатному буфері мають три 

максимуми (Рисунок 4.45), а спектри 29a і 29b два (Рисунок 4.46). Загалом, 

спектральні властивості кон'югатів (форма, положення, інтенсивність смуг 

поглинання та флуоресценції, квантові виходи) близькі до властивостей 

відповідних вільних барвників. Так, усі спектри кумаринових фрагментів у 

сполуках 27a, 28a, 28b, 29a і 29b співпадають зі спектрами відповідних вільних 

барвників 6a, 7a і 7b у метанолі та 5a у ФБ із рН10,5. Однак у фосфатних буферах 

27b спостерігаються зміни, характерні для внутрішньомолекулярної взаємодії. 
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Рисунок 4.45. Нормалізовані спектри  Рисунок 4.46. Нормалізовані спектри  

поглинання та емісії 27a та 27b в MeOH.   поглинання та еміссії 29a та 29b в метанолі 

Так смуги поглинання 27a та 5a дуже близькі при рН 6,3 і 10 (Рисунок 4.47, 

верхній). Але довгохвильова смуга 27b зміщена в червону область на ~8 нм у 

порівнянні з 5b (Рисунок 4.47, нижній), що може бути обумовлено взаємодією 

фрагментів цитозину та барвника у 27b. У випадку конʼюгату 27a короткий 

лінкер унеможливлює таку внутрішньомолекулярну взаємодію.  

 

Рисунок 4.47. Нормалізовані спектри поглинання 27a та 27b у ФБ. 
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Контакт кумаринового фрагменту 27b із цитозиновим циклом, також, 

впливає на флуоресцентні властивості мітки. Так, спостерігається сильне 

зниження Φ 27b порівняно із 5b (приблизно в 2 і 6 разів при рН6,3 та 10, Таблиця 

Б.4). Спектр збудження фенолятної форми 27b зміщений у синю область на ~ 8 нм 

відносно його смуги поглинання (Рисунок 4.48, верхній). А також він ідентичний 

спектру збудження барвника 5b (у 5b спектри збудження та поглинання 

ідентичні). Також, смуги емісії 27b та 5b збігаються (Рисунок 4.48, нижній). Ці 

ефекти можна пояснити існуванням 27b у двох основних конформаційних 

формах: відкритій та “контактній парі” між кумариновою та цитозиновою 

частинами. У відкритій формі 27b поводиться подібно до вільного барвника чи 

27a, що містить більш короткий барвник-нуклеозидний лінкер, тоді як у 

“контактній парі” флуоресценція гаситься.  

 

Рисунок 4.48. Нормалізовані спектри поглинання, збудження та емісії 5b та 27b у ФБ. 

Гасіння флуоресценції кумаринових барвників азотистими основами 

нуклеїнових кислот описане у літературі [219–221]. Переважно воно спричинене 
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фотоіндукваним перносом електрону та протон-спареним переносом електрону 

[221].  

Визначення pKa конʼюгатів 27a та 27b проводилося як описано у пункті 

4.1.7. Одержані значення наведені у Таблиці 4.1.  

4.3.6. Конфокальна мікроскопія. 

Флуоресцентні конʼюгати цукрів є важливим інструметом у біологічних 

дослідженнях та медичній діагностиці [222]. Їх використовують для вивчення 

транспорту глюкози [223–225], візуалізації пухлин [226], забарвлення клітин 

[227–229] та вивчення локалізації глюкозних транспортерів на клітинній мембрані 

[230]. Основними вимогами для ефективного транспорту в клітину через глюкозні 

транспортери є якомога менший розмір барника та відсутність постійно 

заряджених функціональних груп [7, 231]. Кон'югати глюкозаміну із 

гідрофобними барниками 5 та 8 відповідають цим вимогам та, потенційно, 

можуть флуоресцентно забарвлювати клітин проникаючи в них через GLUT 

рецептори. Попередні дослідження виконали із сполуками 16a та 16b. Конʼюгати 

17a та 17b мають низьку розчинність, а 16e, 18a 18b та 19a заплановані для 

подальших експериментів. Як еталон для конфокальної мікроскопії використали 

сполуку 16′′ [229] (Схема Б.4.).  

Переважно експерименти з транспортом через GLUT виконують так: 

інкубація клітин у середовищі з низьким або нульовим вмістом глюкози [232] 

(рідко виконують цей етап), інкубація із реагентами при різних концентраціях 

глюкози, промивання з подальшою конфокальною мікроскопією. Фіксація 

клітини формальдегідом на останньому етапі використовуюється рідко. 

Вивчення проникнення та розподілу по клітині 16a та 16b виконали на 

культурі клітин HeLa культивованих у середовищі з низькою (1,0 г/л) 

концентрацією глюкози (Рисунок 4.49). Зображення отримали після швидкого 

промивання, оскільки стандартне (3× з інкубацією 5 хвилин) призводило до 

сильного зменшення інтенсивності флуоресценції. Фіксація клітини 

формальдегідом, також значно знижувала інтенсивність сигналу. Можливо, 

протокол фарбування ще потребує оптимізації. 
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Конфокальна мікроскопія показує, що реагенти 16a та 16b проникають через 

клітинну мембрану і переважно локалізуються в цитоплазмі та ядерцях. Ми 

вважаємо, що це відбувається через GLUT, однак експерименти у присутності 

інгібіторів GLUT не проводилися. 

 

Рисунок 4.49. Отримане конфокальним мікроскопом зображення клітин HeLa, 

забарвлених реагентами 16a (зправа) та 16b (зліва). 

В експериментах із 16′′ спостерігали слабку флуоресценцію зі швидким 

зменшенням інтенсивності (дані не наведені). Встановлення причини швидкого 

зниження еміссії вимагає подальших досліджень, але ми припускаємо, що воно 

може мати хімічну природу. Такі процеси, як вигарання, розкриття кільця 

кумарину або швидкий метаболізм у клітині, можуть призвести до втрати 

флуоресценції кон’югату 16′′.  

4.4. Експериментальна частина 

4.4.1. Приготування розчинів для УФ та флуоресценції. 

Стокові розчини для абсорбційної спектроскопії готували розчинення порції 

речовин (2-3 мг) у метанолі (10-20 мл), воді (4,0 мл) або ДМСО (4,0 мл). Аліквоту 

додавали до розчинника (3 мл) у кʼюветі. Концентрції речовин були в діапазоні 

(2-50 мкмоль, 0,1-1,1 o.д.).  
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Стокові розчини для флуоресценції готували шляхом розчинення порції 

речовин (2-3 мг) у ДМСО (1,5-2,0 мл), далі аліквоту (30 мкл) додавали до чистого 

ДМСО (0,3-1,8 мл). Аліквоту (30 мкл) із останнього стокового розчину додавали 

до розчинника (3 мл) у кʼюветі.  

Фосфатні буфери із заданим рН готували змішування 0,1 М розчинів H3PO4 

(1, рН1,9), NaH2PO4 (2, рН4,7), Na2HPO4 (3), та Na3PO4 (4). Розчини 1‒4 (0,1 М) 

готували розчинення H3PO4 (80%, 8,0 г), NaH2PO4×2H2O (15,6 г), Na2HPO4×12H2O 

(35,8 г) та Na3PO4×12H2O (38,0 г) у воді (1,0 л). Далі їх змішували у певних 

пропорціях: 1:2 ‒ 2:8 (рН2,98), 1:2 ‒ 1:9 (рН3,31), 2:3 ‒ 99:1 (рН5,33), 2:3 ‒ 97:3 

(рН 5,77), 2:3 ‒ 9:1 (рН6,33), 2:3 ‒ 7:3 (рН6,83), 2:3 ‒ 1:1 (рН7,19), 2:3 ‒ 3:7 

(рН7,53), 2:3 ‒ 2:8 (рН7,74), 2:3 ‒ 1:9 (рН8,04), 2:3 ‒ 5:95 (рН8,34), 3:4 ‒ 98:2 

(рН9,72), 3:4 ‒ 9:1 (рН10,5). 

4.4.2. Обладнання для УФ та флуоресценції. 

Наважки речовин відбирали на терезах XA 60 (Radwag, Польща). pH 

фосфатних буферів вимірювали pH-метром SevenEasy pH (Mettler Toledo, 

Швейцарія) за допомогою pH-електрода InLab 413 (Mettler Toledo, Швейцарія). 

Спектри поглинання записували на спектрофотометрі UV-2802 (Unico, США) 

та Specord 210 Plus (Analytik Jena GmbH, Німеччина) у кварцовій кʼюветі (10 або 

50 мм). Коефіцієнт екстинкції (ε) розраховували в Microsoft Excel за формулою ε 

= AVstMr(V0+Va)/mst/Va де ε − коефіцієнт екстинкції (л·моль-1·см-1), A − 

поглинання, Vst − об'єм стокового розчину (л), V0 − об'єм розчинника в кюветі (л), 

Va − об'єм стокового розчину, доданого до кювети (л), mst − маса речовини (г), Mr 

− молекулярна маса (г/моль).  

pKa визначали з графіка рівняння Гендерсона-Хассельбаха, записаного у 

формі: log ((Ai − AHA) / (AA
- − Ai)) = pHi − pKa. Де pHi − pH буферних розчинів, Ai 

− поглинання буферних розчинів (pHi) на певній довжині хвилі (440,  450 нм), AA
- 

− поглинання фенолятної форми на певній довжині хвилі (рН > 9,5), AHA −  

поглинання фенольної форми на певній довжині хвилі (pH < 5,0).  
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Вивчення залежності А=f(С) виконувалось у кварцових кʼюветах (10 та 50 

мм) у діапазоні концентрацій 2-50 мкМ. Діапазон концентрацій доступний для 

запису в кʼюветах розбивали на пять точок таким чином, що найбільш розведений 

розчин мав поглинання 0,1-0,2, а найбільш концентрований 0,9-1,1, крок 

поглинання становив ~0,2. Експеримет виконували таким чином: до розчинника у 

кʼюветі додавали аліквоту стокового розчину барвника та записували спектр. 

Потім додавали наступну аліквоту та знову записували спектр, і так далі. Для 

виконання лінеаризації використовували ті значення поглинання для яких 

нормалізовані спектри були ідентичними; Переважно це перших три точки 

записаних у 50 мм кʼюветі.  

Спектри флуоресценції реєстрували на спектрофлуориметрі Quanta Master 40 

(Photon Technology International, Канада) у кварцовій кювті 1×1 см. Ширина щілин 

збудження та випромінювання становила 2,0 нм, час детекції однієї точки 0,1 с, 

концентрація зразка була в межах 0,5−3,0×10-6 М. Емісія збуджувалась на 

максимумі поглинання, а збудження детектувалося на максимумі емісії.  

4.4.3. Конфокальна мікроскопія. 

Клітини HeLa культивували на скельцях в Dulbecco's modified Eagle's medium 

(DMEM), із вмістом глюкози 4,5 г/л, 10% фетальної бичачачої сироватки, 50 

мг/мл пеніциліну/стрептоміцину при температурі 37 °С у зволоженій атмосфері, 

що містила 5% СО2. Клітини промивали буфером PBS 3 рази, та витримували 

протягом 1,5 год. у свіжому DMEM, із вмістом глюкози 1,0 г/л та доданою 

речовиною 16а, 16b або 16′′ (кінцева концентрація 100 мкМ). Потім клітини 

швидко промивали PBS буфером 3 рази і швидко проводили конфокальо 

мікроскопічні дослідження без фіксації клітин. Зображення були одержані на 

конфокальному мікроскопі Leica TCS SPE (“Leica Microsystems GmbH”, 

Німеччина), використали 60-кратний об’єктив із імерсійним маслом. Барвники 

збуджували 405 нм лазером, а флуоресценцію детектували в області 420-540 нм. 
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Висновки 

В дисертаційній роботі представлено експериментальні та теоретичні дані щодо 

синтезу карбоксиалкіл-модифікованих 3-гетарилкумаринів, їх використання як 

реагентів для флуоресцентного мічення біомолекул та дослідження спектрально-

флуоресцентних властивостей отриманих барвників і біокон’югатів.   

1. Розроблено методи синтезу й отримано серію нових похідних кумарину, що 

містять у положенні С-3 кумаринового ядра фрагмент фурану, тіазолу чи 4-

фенілтіазолу із приєднаною до них карбоксиалкільною групою. У 

положенні С-7 барвника знаходиться гідрокси-, метокси- чи ацетокси-

замісник.  

2. Вперше отримано водорозчинні похідні карбокси-модифікованих кумаринів 

із 3-фурильним, 3-тіазолільним та 3-фенілтіазолільним замісником, що 

містять сульфоалкільну групу. Запропоновано два варіанти введення 

сульфогрупи – у положення С-7 алкілюванням фенольного гідроксилу 1,3-

пропансультоном та в лінкерну групу реагента шляхом приєднання залишку 

цистеїнової кислоти. 

3. Отримано з хорошими виходами кон’югати 3-гетарилкумаринів з 

біомолекулами різних класів (нуклеозиди, олігонуклеотиди, пептид L-

трилейцин, вуглевод D-глюкозамін). N-оксисукцинімідні та N-

оксибензотріазолільні активовані естери карбокси-модифікованих 

барвників реагували з аміно- та гідроксивмісними біомолекулами в 

основному водно-органічному чи органічному середовищі з утворенням 

амідного чи естерного зв’язку. Вперше отримано флуоресцентно мічений 

“коровий” 2'-5'-триаденілат – важливий медіатор клітинних процесів. 

Показана можливість прямого (без попередньої функціоналізації) мічення 

нуклеозидів як через екзоциклічну аміногрупу нуклеозидної основи, так і 

ОН-групу вуглеводного фрагмента.  

4. Досліджено спектрально-флуоресцентні властивості барвників і 

біокон’югатів, вплив структурних факторів, розчинника та рН на їхні 
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фотофізичні параметри. Сполуки збуджуються УФ-світлом і відзначаються 

інтенсивною емісією у блакитному спектральному діапазоні, демонструючи 

високі значення квантового виходу флуоресценції (до 0,85) та Стоксового 

зсуву (до 100 нм). Спектри поглинання та флуоресценції сполук, що містять 

фрагмент 7-гідроксикумарину, є рН-залежними, що дозволило визначити 

основність ряду похідних, у т.ч. мічених нуклеозидів і глюкозаміну (рКа 7,2-

7,7). В нуклеозидних кон’югатах виявлено взаємодію хромофору барвника з 

нуклеозидною основою. 

5. Вперше досліджено транспорт кон’югатів 3-тіазолілкумаринів з D-

глюкозаміном у клітину з використанням конфокальної флуоресцентної 

мікроскопії. Показана можливість застосування таких реагентів для 

візуалізації живих клітин. 
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Додаток Б. 

Схеми синтезів деяких вихідних сполук та спектральні властивості 

барвників і їх конʼюгатів. 

Б.1. Синтез 5′-аміногексил функціоналізованого (2′-5′)А3. 

 

Схема Б.1. i. 1. CDI, діоксан; 2. CF3CONH(CH2)6NH2, діоксан; ii. NH3‒діоксан, к.т.;  
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Б.2. Синтез 2′-аміногексил функціоналізованого (2′-5′)А3. 

 

Схема Б.2. i. 1. CDI, діоксан; 2. CF3CONH(CH2)6NH2, діоксан; 

ii. нарощування олігонклеотидного ланцюга; iii. NH3‒діоксан, к.т.; 

 

Б.3. Синтез 3′-бензоїл-2′-деокситимідину (dTBz). 

 

Схема Б.3. i. 1. DMTrCl, Py; 2. BzCl, Py; ii. толуолсульфокислота, CHCl3-MeOH. 
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Б.4. Синтезу конʼюгату глюкозаміну та  

7-гідрокси-3-карбоксикумарину (16′′). 

 

Схема Б.4. i. 1. 7-гідрокси-3-карбоксикумарин, DCC, NHS, ДМФ; 2. GlcN×HCl, NEt3. 

Синтезовано, як описано у патенті 10,288,604 United States of America. 

Method for imaging cell using fluorescence-labeled sugar derivative having coumarin 

derivative bound thereto, and imaging agent. / T. Yamada, K., Onoe, H., Teshima, T., 

Yamamoto; Hirosaki University. 

 

Таблиця Б.1. Спектральні властивості 7-алкокси похідних. 

Реч., 
№ Розчин. 

Абсорбція, 
λmax, нм (ε, ×103 M-1см-1) 

Флуоресценція, 
нм Стоксів 

зсув Φ** 

смуга 1 смуга 2 смуга 3 
Exmax 
(λem)* 

Emmax 
(λex)* 

7a MeOH 257 (7,6) – 378 (30,5) 380 (450) 450 (380) 72 0,81 
7b MeOH 259 (7,1) – 380 (27,1) 380 (450) 453 (380) 73 0,80 

7c 
MeOH 255 (26) – 393 (24,0) 396 (520) 528 (393) 135 0,06 
ДМСО – – 399 (26,5) 399 (525) 527 (399) 128 0,21 
Бензол – – 399 (26,0) 399 (480) 482 (399) 83 0,50 

7d MeOH 267 (10,4) 
277 (11,8) – 379 (34,2) 381 (445) 447 (379) 68 0,73 

7e MeOH 266 (12,3) 
277 (12,6) – 380 (31,6) 381 (445) 448 (380) 68 0,81 

8a MeOH 257 (7,4) – 378 (28,8) 381 (450) 454 (380) 76 0,71 
8b MeOH 259 (6,4) – 379 (24,5) 380 (450) 453 (380) 74 0,67 

8c 
MeOH 255 (30,3) – 393 (27,0) 394 (520) 532 (393) 139 0,05 
ДМСО – – 399 (27) 399 (525) 525 (400) 126 0,20 
Бензол – – 399 (27) 400 (480) 482 (400) 83 0,47 

8d MeOH 264 (14,2) 
273 (12,8) – 378 (33,3) 380 (450) 450 (378) 72 0,71 

8e MeOH 266 (11,9) 
277 (12,1) – 380 (30,8) 382 (445) 447 (380) 67 0,84 

13a 

MeOH 257 (6,77) – 381 (27,5) 381 (455) 454 (381) 73 0,76 

ФБ, pH 1,9 260 (5,47) – 385 (24,3) 385 (440) 
392 (500) 

460 (385) 
461 (435) 75 0,73 

– 
ФБ, pH 4,6 260 (6,22) – 377 (25,1) 381 (455) 459 (377) 82 0,76 
ФБ, pH 7,9 259 (6,45) – 378 (24,9) 381 (455) 459 (377) 81 0,77 
ФБ, pH 10,5 260 (6,44) – 378 (24,5) 381 (455) 459 (377) 81 0,72 
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Продовження Таблиця Б.1. Спектральні властивості 7-алкокси похідних. 

13b 

MeOH 257 (9,05) – 380 (36,1) 382 (455) 455 (380) 75 0,76 

ФБ, pH 1,9 261 (4,57) – 400 (29,6) 402 (500) 462 (400) 
464 (440) 62 0,87 

– 
ФБ, pH 4,6 260 (6,36); – 379 (25,9) 381 (460) 460 (378) 81 0,74 
ФБ, pH 7,9 260 (6,39) – 379 (25,7) 381 (460) 460 (378) 81 0,74 
ФБ, pH 10,5 260 (6,54) – 379 (25,3) 381 (460) 460 (378) 81 0,75 

13c 

MeOH 256 (32,2) – 394 (30,9) 398 (530) 532 (394) 138 0,06 
ДМСО – – 400 (28) 400 (520) 523 (400) 123 0,23 
Бензол – – 400 (28) 400 (480) 482 (400) 82 0,37 
ФБ, pH 1,9 256 (19,4) – 392 (20,0) Не флуоресцентний 
ФБ, pH 4,6 256 (22,9) – 392 (23,1) Не флуоресцентний 
ФБ, pH 7,2 256 (24,0) – 392 (24,1) Не флуоресцентний 
ФБ, pH 10,5 256 (23,9) – 392 (24,2) Не флуоресцентний 

13e 

MeOH 277 (16,7) – 378 (30,2) 381 (451) 451 (379) 73 0,78 
ФБ, pH 1,9 279 (11,8) – 379 (22,6) 382 (455) 456 (379) 77 0,77 
ФБ, pH 4,6 279 (11,9) – 379 (21,6) 381 (455) 455 (379) 76 0,76 
ФБ, pH 7,9 279 (11,7) – 378 (22,1) 381 (455) 455 (379) 77 0,81 
ФБ, pH 10,5 279 (11,5) – 381 (23,9); 381 (455) 455 (379) 75 0,77 

* λem – довжина хвилі еміссії, яка використана для запису спектру збудження; λex – довжина хвилі 

збудження, яка використана для запису спектру еміссії; Φ – квантовий вихід; ** дані отримані для 

збудження на максимумі основної смуги поглинання. 

 

Таблиця Б.2. Спектральні властивості 7-гідрокси барвників. 

Реч., 
№ Розчин. 

Абсорбція, 
λmax, нм (ε, ×103 M-1см-1) 

Флуоресценція, 
нм Стоксів 

ссув Φ** 

смуга 1 смуга 2 смуга 3 
Exmax 
(λem)* 

Emmax 
(λex)* 

5a 
MeOH 261 (7,1) – 382 (27,6) 382 (450) 458 (380) 

483 (437) 76 0,81 
– 

ФБ, pH 6,3 262 (6,8) – 380 (25,7) 381 (480) 480 (380) 100 0,76 
ФБ, pH 10,5 281 (7,8) – 424 (38,0) 425 (485) 483 (425) 59 0,69 

5b 
MeOH 260 (7,0) – 382 (27,0) 382 (450) 458 (380) 

482 (437) 76 0,84 
– 

ФБ, pH 6,3 262 (6,5) – 380 (25,0) 381 (480) 480 (380) 100 0,82 
ФБ, pH 10,5 282 (7,4) – 425 (35,0) 425 (485) 484 (425) 59 0,71 

5f 

MeOH 261 (7,9) – 382 (30,7) 382 (462) 459 (382) 
484 (440) 77 0,75 

 

ФБ, pH 1,9 – – 400 (31,1) 402 (500) 500 (400) 
500 (435) 100 0,79 

 
ФБ, pH 4,6 262 (7,5) – 379 (28,7) 380 (480) 480 (378) 101 0,74 

ФБ, pH 7,2 264 (6,5) – 389 (23,9) 380 (440) 
405 (480) 

482 (390) 
 93 0,65 

 
ФБ, pH 10,5 282 (8,5) – 426 (39,3) 428 (480) 482 (426) 56 0,60 

5c MeOH 257 (26,4) – 395 (24,3) 419 (520) 
434 (480) 

512 (395) 
489 (460) 117 0,08 

– 
ФБ, pH 10,5 268 (24,9) – 432 (39,5) 435 (490) 490 (431) 58 0,36 

5d 

MeOH 268 (11,1) 
275 (10,5) – 380 (27,1) 381 (455) 

381 (440) 
454 (380) 
472 (440) 74 0,80 

– 
ФБ, pH 4,6 276 (11,5) – 377 (26,3) 380 (470) 472 (377) 92 0,78 

ФБ, pH 7,2 277 (11,2) – 381 (24,0) 384 (483) 
380 (440) 

482 (381) 
485 (440) 101 0,77 

– 
ФБ, pH 10,5 290 (12,0) – 417 (33,0) 419 (483) 484 (417) 67 0,68 
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Продовження Таблиці Б.2. Спектральні властивості 7-гідрокси барвників. 

5e 

MeOH 269 (11,5) 
279 (11,9) – 382 (28,6) 383 (455) 

383 (440) 
453 (382) 
484 (440) 71 0,84 

– 
ФБ, pH 1,9 Випадає в осад 
ФБ, pH 4.7 281 (13,2) – 379 (28,7) 382 (480) 478 (379) 99 0,75 

ФБ, pH 7,2 282 (12,0) – 384 (25,4) 391 (483) 
382 (440) 

483 (384) 
486 (450) 99 0,78 

– 
ФБ, pH 10,5 297 (13,2) – 421 (38,8) 423 (483) 486 (421) 65 0,59 

6a MeOH 260 (7,0) – 382 (28,1) 382 (450) 454 (380) 
482 (437) 72 0,81 

– 

6b MeOH 260 (7,8) – 382 (28,0) 382 (450) 458 (380) 
482 (437) 76 0,85 

– 

6c 

MeOH 257 (27,7) – 395 (26,1) 417 (520) 
433 (480) 

504 (395) 
486 (460) 109 0,12 

– 

ДМСО – – 
402 (23,2) 
489 (11,4) 
*** 

469 (505), 
474 (505), 
484 (505), 
493 (505) 

508 (402) 
505 (434) 
505 (470) 
505 (483) 

13 – 

Бензол – – 400 (26) 400 (475) 478 (400) 78 0,51 

6d′ MeOH 280 (8,4)  382 (23,3) 383 (450) 
383 (440) 

452 (382) 
485 (440) 70 0,89 

– 

6e MeOH 270 (10,4) 
279 (10,8)  382 (26,2) 383 (450) 

383 (440) 
452 (382) 
484 (440) 70 0,89 

15a 

ФБ, pH 1,9 262 (5,23) – 388 (23,3) 397 (500) 
388 (450) 

499 (388) 
499 (440) 111 0,73 

– 

ФБ, pH 4,6 262 (6,03) – 379 (23,6) 379 (440) 
379 (480) 478 (379) 99 0,71 

ФБ, pH 6,3 262 (5,76) – 380 (22,8) 379 (440) 
382 (480) 479 (380) 99 0,71 

ФБ, pH 7,3 266 (5,22) – 392 (19,1) 380 (440) 
408 (480) 482 (392) 90 0,72 

ФБ, pH 10,5 283 (6,86) – 427 (33,8) 426 (480) 482 (426) 55 0,66 

15b 

ФБ, pH 1,9 263 (4,08) – 402 (27,5) 403 (500) 
403 (450) 

439 (402) 
439 (440) 37 0,81 

– 

ФБ, pH 4,6 262 (6,32) – 379 (23.8) 381 (440) 
381 (480) 478 (378) 99 0,74 

ФБ, pH 6,3 263 (5,73) – 380 (22,1) 375 (440) 
379 (480) 480 (380) 100 0,74 

ФБ, pH 7,2 264 (5,34) – 388 (19,6) 380 (440) 
399 (480) 481 (388) 93 0,73 

ФБ, pH 10,5 282 (6,24) – 425 (29,7) 426 (480) 483 (426) 58 0,67 

15c 

ФБ, pH 1,9 259(21,2) – 396 (22,5) Не флуоресцентний 
ФБ, pH 4,6 257 (23,4) – 391 (22,7) Не флуоресцентний 
ФБ, pH 7,2 262 (22,2) – 408 (21,3) 435 (480) 490 (407) 82 0,13 
ФБ, pH 10,5 268 (22,4) – 432 (35,0) 435 (490) 490 (431) 58 0,31 

15e 

ФБ, pH 1,9 280 (11,0) – 380 (23,6) 381 (480) 459 (380) 79 0,76 
ФБ, pH 4,6 280 (11,3) – 379 (24,2) 381 (475) 474 (379) 95 0,74 

ФБ, pH 7,2 282 (10,1) – 385 (20,8) 386 (480) 
381 (440) 

482 (384) 
485 (440) 97 0,84 

– 
ФБ, pH 10,5 297 (10,6) – 421 (30,4) 424 (485) 485 (420) 64 0,62 

* λem – довжина хвилі еміссії, яка використана для запису спектру збудження; λex – довжина хвилі 

збудження, яка використана для запису спектру еміссії; Φ – квантовий вихід; ** дані отримані для 

збудження на максимумі основної смуги поглинання. *** – C = 12.3 мкМ.  
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Таблиця Б.3. Спектральні властивості 7-ацетокси барвників. 

Реч., 
№ Розчин. 

Абсорбція, 
λmax, нм (ε, ×103 M-1см-1) 

Флуоресценція, 
нм Стоксів 

ссув Φ** 
смуга 1 смуга 2 смуга 3 Exmax 

(λem)* 
Emmax 
(λex)* 

9a MeOH 248 (6,5) 292 (4,3) 364 (22,3) 368 (445) 446 (360) 82 0,19 
9b MeOH 247 (6,0) 290 (4,6) 364 (24,2) 368 (445) 447 (358) 83 0,67 
9c MeOH 251 (26,0) 330 (11,5) 387 (18,0) 396 (550) 525 (386) 138 0,02 
9e MeOH 256 (5,58) 269 (9,85) 370 (22,7) 369 (435) 435 (370) 65 0,65 
10a MeOH 246 (6,9) 291 (4,0) 359 (24,3) 366 (440) 438 (360) 79 0,69 
10b MeOH 247 (7,2) 291 (4,5) 363 (24,7) 368 (445) 444 (360) 81 0,72 
10c MeOH 250 (24,8) 329 (10,9) 386 (17,9) 391 (550) 547 (386) 161 0,02 
10e MeOH 255 (11,4) 269 (10,8) 368 (23,5) 369 (435) 433 (368) 65 0,83 

* λem – довжина хвилі еміссії, яка використана для запису спектру збудження; λex – довжина хвилі 

збудження, яка використана для запису спектру еміссії; Φ – квантовий вихід; ** дані отримані для 

збудження на максимумі основної смуги поглинання.  

 

Таблиця Б.4. Спектральні властивості конʼюгатів. 

Реч., № Розчин. 

Абсорбція, 
λmax, нм (ε, ×103 M-1см-1) 

Флуоресценція, 
нм Стоксів 

ссув Φ** 
смуга 1 смуга 2 смуга 3 Exmax 

(λem)* 
Emmax 
(λex)* 

16′′ 
MeOH <240** – 352 (21,7)  

408 (4,0) 353 (405) 405 (352) 
448 (407) 53 0,70 

ФБ, pH 4,7 <240** – 352 (22,2) 355 (445) 447 (352) 95 0,80 
ФБ, pH 10,0 252 (9,1) – 404 (38,2) 404 (445) 447 (404) 43 0,95 

16a 

MeOH 261 (6,7) – 383 (26,2) 384 (455) 456 (383) 
483 (440) 73 0,52 

– 
ФБ, pH4,7 262 (6,5) – 378 (24,8) 380 (480) 480 (378) 102 0,84 

ФБ, pH6,4 262 (6,36) – 380 (23,3) 380 (440) 
382 (480) 

481 (380) 
483 (440) 101 0,85 

– 
ФБ, pH10 283 (7,1) – 428 (34,7) 425 (482) 483 (427) 55 0,57 

16b 

MeOH 261 (6,9) – 383 (25,8) 384 (455) 457 (383) 
481 (440) 74 0,52 

– 
ФБ, pH4.7 262 (6.5) – 379 (24,0) 382 (480) 480 (378) 101 0,78 

ФБ, pH6,4 263 (6,6) – 381 (23,2) 382 (480) 
381 (440) 

481 (380) 
484 (440) 100 0,78 

ФБ, pH10 283 (7,4) – 427 (34,1) 426 (482) 484 (427) 57 0,68 

16e 
MeOH 269 (11,5) 

279 (11,9) – 382 (28,6) 383 (455) 
383 (440) 

453 (382) 
484 (440) 71 0,64 

– 
ФБ, pH4,7 281 (13,2) – 379 (28,7) 382 (480) 478 (379) 99 0,75 
ФБ, pH10 297 (13,2) – 421 (38,8) 423 (483) 486 (421) 65 0,59 

17a MeOH 258 (6,9) – 380 (26,6) 381 (450) 452 (379) 72 0,98 
17b MeOH 257 (6,9) – 379 (26,3) 382 (455) 454 (379) 75 0,66 

18a 
MeOH 258 (7,3) – 382 (27,4) 382 (455) 454 (381) 72 0,98 
ФБ, pH7,4 261 (7,0) – 378 (27,5) 382 (455) 456 (378) 78 0,92 

18b 
MeOH 258 (6,9) – 381 (25,2) 382 (455) 455 (381) 74 0,56 
ФБ, pH7,4 261 (6,5) – 378 (24,5) 382 (460) 460 (378) 82 0,98 
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Продовження Таблиці Б.4. Спектральні властивості конʼюгатів. 

19a 
MeOH 263 (6,6) – 383 (24,2) 383 (455) 456 (383) 73 1,01 
ФБ, pH4,7 262 (6,4) – 378 (23,3) 380 (480) 479 (378) 101 0,94 
ФБ, pH10 282 (6,9) – 427 (32,6) 427 (482) 483 (427) 56 0,72 

20b 
MeOH 260 (6,6) – 382 (24,5) 381 (458) 458 (380) 

482 (437) 76 0,80 

ФБ, pH10 281 (6,3) – 427 (28,3) 425 (485) 484 (425) 57 0,47 

21a 
ФБ, pH4,7 258 – 382 384 (480) 481 (382) 99 0,54 
ФБ, pH10 259 – 432 433 (480) 485 (431) 53 0,53 

22a 
ФБ, pH4,7 259 – 384 378 (480) 476 (382) 92 0,49 
ФБ, pH10 259 – 432 436 (480) 485 (431) 53 0,48 

23b 
ФБ, pH 4,6 265 – 385 386 (478) 478 (384) 93 0,54 
ФБ, pH 10 266 – 434 432 (485) 484 (435) 50 0,48 

24b 
ФБ, pH 4,6 265 – 384 385 (459) 459 (385) 75 0,59 
ФБ, pH 10 265 – 385 386 (459) 459 (385) 74 0,53 

25e 
ФБ, pH 4,6 265 – 384 384 (455) 455 (385) 71 0,60 
ФБ, pH 10 265 – 385 385 (455) 455 (385) 70 0,55 

26c 
ФБ, pH 4,6 264 – 397 Не флуоресцентний 
ФБ, pH 10 267 – 441 435 (490) 490 (431) 49 0,25 

27a 

MeOH 250 (16)  302 (8,6)  383 (21)  382 (452) 
425 (482) 

455 (380) 
483 (437) 72 0,84 

ФБ, pH4,7 249 (15) 300 (9,4) 379 (20) 380 (480) 476 (378) 97 0,64 

ФБ, pH6,3 248 (16) 300 (9,9) 380 (19) 380 (455) 
382 (480) 

479 (380) 
 99 0,66 

ФБ, pH10 245 (16) 296 (13) 429 (29) 425 (483) 483 (426) 54 0,35 

27b 

MeOH 251 (19) 300 (9,3) 384 (26) 382 (452) 
423 (485) 

458 (380) 
484 (437) 74 0,83 

ФБ, pH4,7 251 (17) 299 (9,0) 385 (23) 386 (470) 471 (385) 86 0,35 
ФБ, pH6,3 251 (18) 299 (9,5) 387 (23) 388 (455) 473 (388) 86 0,32 

ФБ, pH10 248 (17) 299 (13) 433 (35) 425 (483) 484 (425) 
484 (433) 51 0,12 

28a MeOH 250 (20) 301 (9,4) 380 (29) 381 (450) 451 (380) 71 0,78 
28b MeOH 251 (22) 300 (10) 379 (28) 382 (452) 455 (380) 76 0,79 
29a MeOH 262 (17) – 380 (31) 381 (450) 452 (380) 72 0,73 
29b MeOH 263 (17) – 379 (26) 382 (453) 453 (380) 74 0,81 

* λem – довжина хвилі еміссії, яка використана для запису спектру збудження; λex – довжина хвилі 

збудження, яка використана для запису спектру еміссії; Φ – квантовий вихід; ** дані отримані для 

збудження на максимумі основної смуги поглинання.  

 


