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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ 
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 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 
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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 “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. 

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.  
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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. 

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. 
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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 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. 
 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ 
У вступі обґрунтовано актуальність теми роботи, викладено зв’язок вибраного 

напрямку дослідження з науковою тематикою відділу, визначено мету, об’єкти та 
предмет дисертаційної роботи, сформульовано наукову новизну та практичну 
значимість одержаних результатів, визначено особистий внесок здобувача. 

Літературний огляд (розділ 1) містить загальний опис флуоресцентних міток 
та основних методів їх кон′югації з біомолекулами і два підрозділи присвячені 
флуоресцентним похідним кумарину та методам отримання кумаринів із акцентом 
на гетарилкумарини, а також реакціям розкриття й лактонізації кумаринового циклу. 

У другому розділі роботи описано синтез барвників, функціоналізованих 
карбоксигрупою на алкільному лінкері, а також їх гідрофільних аналогів, що містять 
сульфогрупу для підвищення водорозчинності реагентів.  

У третьому розділі описано синтез кон’югатів синтезованих барвників із 
біомолекулами різних класів, що містять аліфатичні та ароматичні аміногрупи, а 
також гідроксильні групи, зокрема, глюкозаміном, трилейцином, нуклеозидами та 
олігонуклеоидами. 

У четвертому розділі розглянуто спектрально-флуоресцентні властивості 
барвників та їхніх кон’югатів. Крім того, представлено результати дослідження 
можливості візуалізації живих клітин за допомогою деяких кон’югатів глюкозаміну 
методом конфокальної флуоресцентної мікроскопії. 

 
1. Синтез функціоналізованих барвників (розділ 2) 

Проаналізувавши інтенсивність флуоресценції невеликого набору 7-гідрокси-3-
гетарилкумаринів, ми відібрали три корових сполуки, перспективні як 
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флуоресцентні мітки для біомолекул (Рисунок 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. 

 
Рис. 1. Барвники, відібрані для подальшої функціоналізації. 

Для перетворення цих барвників у реагенти для ковалентного флуоресцентного 
мічення в корові структури слід ввести відповідну реакційноздатну функціональну 
групу. Для ефективної кон’югації важливо, щоб вона була приєднана до репортерної 
молекули через лінкер оптимальної структури. При цьому лінкер потрібно ввести 
таким чином, щоб мінімально змінити спектральні властивості барвника. Важливою 
вимогою є також простота синтезу сполук. Ми вирішили функціоналізувати корові 
барвники карбоксиалкільними групами, оскільки найбільш поширеним методом 
кон’югації є взаємодія активованої карбоксильної групи мітки з аміно- чи 
гідроксильною групою в складі біомолекули. Крім того, можливе значне 
розширення набору реакцій біокон’югації за рахунок введення через карбоксильну 
групу реагента інших зручних для реакцій кон’югації функціональних груп.  

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. 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 У випадку 
фурилкумарину III легко реалізується подовження лінкера через карбоксигрупу 
фуранового циклу, наприклад, взаємодією з амінокарбоновими кислоами. 

 
Рис. 2. Реагенти, синтезовані й досліджені в роботі. 
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Спектри поглинання та флуоресценції можуть відрізнятися для реагентів із 
вільною карбоксильною групою та їх амідних чи естерних похідних, оскільки в 
останньому випадку сполука вже не містить рухливого кислотного протону. Тому 
для контролю було одержано й похідні кумаринів нейтрального характеру, а саме 
естери. 7-Ацетоксипохідні гетарилкумаринів синтезували як 7-О-захищені аналоги. 
7-Метоксипохідні отримали як сполуки, спектральні властивості яких не залежать 
від рН, на відміну від 7-гідроксикумаринів. Аналоги з сульфопропільною групою та 
фрагментом цистеїнової кислоти синтезували з метою отримання придатних для 
проведення біоконʼюгації водорозчинних реагентів. Структури синтезованих 
барвників серій a-f наведено на Рис. 2. 

7-Заміщені 3-тіазоліл- та 3-фурилкумарини. Синтез барвників серій a і b 
(Схема 1) розпочали з отримання відповідних бромметилкетонів (2a, 2b) за 
відомими методиками з ацетооцтового естеру (1a) та ацетилглутарату (1b). 
Бромацетофенон (2c′), потрібний для одержання барвників серії c, синтезували 
бромуванням відповідного О-алкілацетофенону (1c′) в етанолі. Далі сполуки 2a, 2b 
та 2c′ реагували з тіоціанацетамідом у метанолі із утворенням метиленнітрилів 
тіазолу (3a, 3b та 3c′).  

 
Схема 1. i. Br2, Et2O, 0oC; ii. 1. Br2, Et2O, 0oC; 2. HOAc/HCl, 80 oC; 3. MeOH, H2SO4, кип’ятіння;  

iii. Br2, EtOH, 45oC; iv. тіоціанацетамід, МеОН, кип’ятіння. 

Методику конденсації за Кневенагелем, яку раніше використали для синтезу 
корових барвників, нам довелося оптимізували (Схема 2). Одержання сполук 5a, 5b, 
5c та 5d ускладнене наявністю естерної групи, яка частково гідролізує під час 
кислотного гідролізу іміногрупи інтермедіату. Це призводить до утворення суміші 
естерів (6) та карбонових кислот (5). Досягти повного та одночасного гідролізу 
іміно- та COOMe груп не вдалося як у лужному (NaOH), так і у кислому середовищі 
(HCl/HOAc). Найкращим підходом до синтезу речовин 5 виявився гідроліз 
іміногрупи у суміші метанол-HCl із наступним in situ гідролізом у розбавленому 
розчині лугу. 

 
Схема 2. i. піперидин, MeOH, кип’ятіння; ii. MeOH/HCl, кип’ятіння; iii. NaOH, к. т.  
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Введення в реагент фрагменту амінокапронової кислоти виконали взаємодією 
N-оксисукцинімідних (NHS) чи N-оксибензотріазолових (HOBt) активованих естерів 
карбокси-похідних 5b, 5d і 8d із 6-амінокапроновою кислотою чи її метиловим 
естером. СООН-групи активували N,N'-дициклогексилкарбодіімідом DCC (Схема 
3). Сполуки 5f, 5e і 8e одержували також гідролізом метилових естерів 6f (без 
виділення), 6e та 7e.  

 
Схема 3. i. NHS або HOBt, DCC, ДМФ; ii. H2N(CH2)5COOH, ДМФ; iii. HCl×H2N(CH2)5COOMe, 

NEt3, ДМФ; iv. NaOH, к. т. 

Метилювання 7-гідроксигрупи барвників провели обробкою диметилсульфатом 
у ацетоні чи ДМФ у присутності поташу. 7-О-ацилювання сполук 5 та 6 проводили 
оцтовим ангідридом у піридині. У випадку 5, додатково виконували гідроліз водою 
утворених змішаних ангідридів оцтової кислоти та барвників.  

Водорозчинні похідні 3-тіазоліл- та 3-фурилкумаринів. Розчинність у воді є 
важливою властивістю флуоресцентних міток для біомолекул, які є передусім 
водорозчинними сполуками. Вона майже обов’язкова у випадку мічення білків та 
важлива для кон’югації нуклеїнових кислот і олігонуклеотидів. 7-Гідроксипохідні 
гетарилкумаринів помірно розчинні в лужних водних буферах, проте у випадку 7-
метоксипохідних розчинність у воді незадовільна в усьому діапазоні рН, що 
ускладнює практичне застосування останніх.  

Ми вирішили одержати добре розчинні у воді похідні наших барвників, синтез 
яких є можливим у одну-дві стадії із уже отриманих реагентів. У літературі описані 
численні методи підвищення гідрофільності гідрофобних органічних молекул. 
Переважно вони зводяться до введення сульфо-, фосфатної, фосфонатної, 
кватернізованої аміногрупи чи кількох карбоксильних груп. Ми вирішили ввести 
сульфогрупу, оскільки вона забезпечує високе підвищення гідрофільності, є хімічно 
інертною, а для її введення доступний широкий вибір реагентів. 

Для одержання аналогів 7-метоксипохідних барвників, які нечутливі до зміни 
рН, використали 1,3-пропансультон, проалкілювавши ним фенольний гідроксил 
(Схема 4). Реакцію проводили типовим методом у ДМФ у присутності поташу.  

 
Схема 4. i. 1,3-пропансультон, K2CO3, ДМФ, 65-75 oC; ii. NaOH, к. т. 



8 

Отримання водорозчинних похідних із вільною ОН-групою функціоналізацією 
вже наявних сполук можливе тільки по карбоксилу. Ми використали введення в 
лінкерну групу кумаринів залишку цистеїнової кислоти, яке проводили взаємодією 
N-оксибензотріазольних активованих естерів барвників з аміногрупою 
сульфокислоти (Схема 5).  

 
Схема 5. i. 1. HOBt, DCC, ДМФ; 2. H2NCH(CH2SO3H)COOMe, DIPEA, ДМФ; ii. NaOH, к. т. 

Сульфовані похідні барвників очищали обернено-фазовою хроматорафією на 
триметилсиліл-силікагені. При цьому їх виділяли у формі триетиламонієвих солей, 
які малопридатні для визначення молярного коефіцієнта поглинання, а також до 
певної міри ускладнене їхнє практичне застосування в реакціях кон’югації. 
Причиною є частковий розклад іонної пари СОО‒-NEt3

+ під час виділення продуктів, 
ступінь якого важко контролювати. Для розв’язання цієї проблеми ми вирішили 
перевести сульфопохідні в калієві солі. До останніх ми висунули додаткову вимогу 
‒ карбоксигрупа повинна бути у кислотній формі, щоб вони залишились 
придатними до активації стандартним карбодіімідом DCC. При використанні 
фосфонієвих (а ймовірно, також і уронієвих) активуючих реагентів відбувається 
модифікація ними фенольного гідроксилу 7-гідроксикумаринів. Поставлене 
завдання було успішно реалізоване шляхом переосадження триетиаммонієвих солей 
у розчин йодиду калію в ацетоні у присутності надлишку оцтової кислоти. 

Синтез 5-сульфобензотріазолу і його використання в реакціях конденсації. 
У хімії біокон’югації серйозною проблемою є приєднання гідрофобних міток до 
високогідрофільних біомолекул. Якщо таку мітку конʼюгують через утворення її 
карбоксигрупою амідного звʼязку, можна використати високо гідрофільні 
нуклеофільні добавки, отримавши водорозчинні активовані естери. На практиці 
широко використовується тільки сульфо-N-гідроксисукцинімід. Ми вирішили 
вивчити активовані естери 5-сульфобензотріазолу, які потенційно можуть бути 
водорозчинними. Його синтез (Схема 6) розпочали із сульфування о-фенілендіаміну, 
а циклізацію з утворенням тріазинової системи провели за типовою методикою 
синтезу бензотріазолів. 5-Сульфобензотріазол отримали як у кислотній формі 
(sBtH), так і у вигляді триетиламмонієвої солі (NEt3×sBtH) та калієвої солі 
(K+×sBtH). При кристалізації з води sBtH випадає у формі моногідрату (sBtH×Н2О). 

 
Схема 6. i. H2SO4, 140 оС; ii. KNO2, HOAc, 0оС; 
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На Схемі 7 представлено ймовірний механізм утворення амідного звʼязку із 
застосуванням sBtH. Із його використанням успішно провели тестові конденсації 
барвників 5b та 5d із метиловим естером амінокапронової кислоти, отримавши 
сполуки 5f та 5e відповідно після лужного гідролізу естерної групи. Безумовно, 
sBtH можна використовувати і при міченні біомолекул у водному середовищі. 

 

Схема 7. Застосування sBtH в реакції утворення амідного зв’язку. 

2. Кон’югація барвників із біомолекулами (розділ 3) 
Оцінку практичної придатності одержаних реагентів для ковалентного мічення 

біомолекул провели, синтезувавши серію кон’югатів. Основну увагу зосередили на 
взаємодії активованих естерів із первинною аліфатичною аміногрупою, присутньою 
в складі біомолекул (природною чи введеною синтетично). Ця високонуклеофільна 
група є першочерговою мішенню карбокси-похідних, оскільки дозволяє специфічне 
утворення амідного зв’язку у водному середовищі та у присутності ОН-груп. Деякі 
активовані естери досить добре реагують і з менш нуклеофільними ароматичними 
аміногрупами, а також із фенольними та гідроксигрупами, що часом можна 
використати на практиці. У другому розділі дисертації представдено результати 
дослідження флуоресцентного мічення різних біомолекул розробленими реагентами 
на основі 3-гетарилкумаринів. У першому підрозділі цього розділу описано реакції 
кон’югації барвників з первинною аліфатичною аміногрупою, у другому – реакції з 
первинною ароматичною аміногрупою та аліфатичною гідроксигрупою біомолекул.  

Кон’югація з аліфатичними аміногрупами біомолекул. Як модельні сполуки 
різних класів з первинною аліфатичною NH2-групою використали олігонуклеотиди 
– (2′-5′)-триаденілати із аміноалкільною групою, введеною в 5′- та 2′-кінець, 
пентадекатимідилат (dТ)15 із аміноалкільною групою на 5′-кінці нуклеотидної 
послідовності, гідрофобний пептид L-трилейцин і вуглевод D-глюкозамін (GlcN). 
Два останніх уже містять аміногрупу, в олігонуклеотиди ж аміноалкільну групу 
вводили у процесі їхнього синтезу на полімерному носії чи в розчині. В реакціях 
використовували переважно N-оксисукцинімідні естери барвників, які отримували, 
активуючи СООН-групу кумарину DCC в сухому диметилформаміді. 

Глюкозамін швидко реагує із N-оксисукцинімідними активованими естерами 
барвників 5a, 5b, 5e, 8a та 8b у системі ДМФ‒вода (4:1) із високими виходами 
продуктів (55-82%). Синтез вуглеводних конʼюгатів водорозчинних барвників 13a, 
13b та 15a провели, використавши їхні калієві солі (Схема 8.). Розчинити останні в 
ДМФ вдалося додаванням ~ 2 екв. дибензо-18-крауну-6 на іон K+. Конденсацію із 
GlcN також проводили в суміші ДМФ‒вода (7:1), а продукти очистили обернено-
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фазовою хроматографією на ТМС-силікагелі. За даними 1Н-ЯМР, отримані 
кон’югати існують як суміші α- та β-аномерів з різним співвідношенням 
компонентів.  

 

Схема 8. i. 1. NHS, DCC, ДМФ; 2. GlcN×HCl, NEt3, ДМФ-H2O. ii. 1. NHS, дибензо-18-краун-6, 
DCC, ДМФ; 2. GlcN×HCl, NEt3, ДМФ-H2O; 

Мічення L-трилейцину (Cхема 9) ускладнене через його низьку розчинність як 
у звичайних органічних розчинниках, так і у воді. У літературі описано спосіб 
вирішення цієї проблеми ‒ додавання 1,25 екв. трифтороцтової кислоти до суспензії 
пептиду в ДМФ із наступною нейтралізацією надлишком піридину. Нам вдалося 
підібрати трикомпонентну систему розчинників ДМФ‒Н2О‒CH3CN (4:1:1,5) із 
додаванням 2 екв. DIPEA, у якій трилейцин добре розчинний. Конденсація пептиду 
з активованим реагентом 5a в цих умовах проходила за ~20 хв. Кон’югат 20b 
виділили хроматографією на силікагелі з виходом 89%. 

 

Схема 9. Отримання міченого L-трилейцину та триаденілатів. i. 1. NHS, DCC, ДМФ; 2. Leu-Leu-
Leu, ДМФ-H2O-CH3CN, DIPEA; ii. 1. HOBt, DCC, ДМФ; 2. H2N-(2'-5')A3, ДМФ-H2O, pH 8-8,5. 

Кон’югацію барвника 5a з аміно-функціоналізованими по 5′- чи 2′-кінцю 
триаденілатами (2′-5′)А3-NH2, а також взаємодію реагентів 5b, 8b, 13e і 15c із 5'-
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аміно-функціоналізованим 15-членним олігонуклеотидом (dТ)15-NH2 проводили 
методом пост-синтетичної модифікації з використанням NHS або HOBt активованих 
естерів кумаринів (Схеми 9, 10). Реакції кон’югації проходили в суміші 
ДМФ‒карбонатний буфер (pH 8-8,5). Мічені олігонуклеотиди виділяли з хорошими 
виходами (40-60%) іонообмінною хроматографією з наступною гель-фільтрацією чи 
електрофорезом в поліакриламідному гелі.  

 
Схема 10. Флуоресцентне мічення пентадекатимідилату. i. 1. NHS, DCC, ДМФ; 2. (dТ)15-NH2, 

ДМФ-H2O, pH 8-8,5. 

Конденсація барвників з ароматичними аміногрупами та гідроксигрупами 
біомолекул. Природні нуклеозиди, нуклеотиди та олігонуклеотиди містять лише 
відносно низькореакційні функціональні групи (аміногупи гетероциклічних основ, 
ОН-групи вуглеводних фрагментів), ці біомолекули, як правило, слід попередньо 
функціоналізувати, ввівши в них більш реакційноздатні групи, такі як аліфатичні 
аміногрупи, що є синтетично складною процедурою. Нами було досліджено 
можливість прямого мічення нуклеозидів без їхньої попередньої функціоналізації. 

Мічення достатньо основної ароматичної аміногрупи 2′-дезоксицитидину було 
з успіхом проведене з використанням N-оксибезотріазолових активованих естерів 
барвників у ДМФ за кімнатної температури (Схема 11). Реакція конденсації 
протікала за ніч без О-ацилювання гідроксигруп та із високими виходами (62-72% 
після хроматографічної очистки на силікагелі).  

Ацилювання менш реакційноздатної 5′-гідроксильної групи 3′-О-бензоїл-2′-
дезокситимідину проводили HOBt-активованими естерами барвників в ДМФ у дещо 
більш жорстких умовах при легкому нагріванні, у присутності основи DIPEA 
(виходи 65-70%).  
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Схема 11. i. 1. HOBt, DCC, ДМФ, 2. dC×HCl, NEt3, ДМФ; або dT(Bz), ДМФ, DIPEA, 35-40oC. 

3. Абсорбційна та флуоресцентна спектроскопія 
і конфокальна мікроскопія (розділ 4) 

Абсорбційна спектроскопія барвників. Спектральні характеристики 
отриманих гідрофобних гетарилкумаринів (5-10) досліджували в метанолі, а 7-
гідроксипохідних (5a, 5b, 5c, 5d та 5e) також у фосфатному буфері (ФБ) в діапазоні 
рН від 4,6 до 10,5. Їх водорозчинні аналоги 13 та 15 вивчали у ФБ (рН1,9-10,5) та 
метанолі (13). Декілька сполук із серії с досліджували також у ДМСО та бензолі. В 
цілому, спектри поглинання досліджених сполук є досить типовими для похідних 3-
гетарилкумаринів. Більшість із них мають у спектрі дві смуги поглинання, за 
винятком 7-ацетоксипохідних 9a, 9b, 10a та 10b, які мають третю низько інтенсивну 
смугу, та сполук 9с та 10с у спектрах яких є кілька плечей та два низькоінтенсивних 
максимуми. На Рис. 4. зображено спектри поглинання сполук 15, а у Таблиці 1 
наведено спектрально-флуоресцентні характеристики барвників у різних 
розчинниках.  

 
Рис. 4. Нормалізовані спектри поглинання 15 (b, c, e) у ФБ із рН 4,6 та 10,5. 

Ми дослідили залежність спектрів поглинання та молярних коефіцієнтів 
екстинкції від концентрації для барвників 5d, 5f, 13 (ФБ, рН 4,7 і 7,9) та 15 (ФБ, рН 
4,7 та 10,5). У випадку сполук серій a, b, e та 5f, 5d спостерігається лінійна 
залежність коефіцієнту та незмінність форми спектру від концентрації (2-50 
мкмоль). У випадку 13c та 15c видно невелику зміну форми спектру поглинання та 
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невелике відхилення від лінійності залежності А=f(С) при концентраціях вищих ніж 
10-20 мкМ (рН 4,7, 15c) та 4,9 мкМ (рН 7,9, 13c). Ці дані можна пояснити агрегацією 
сполук 13c та 15c при підвищенні їх концентрації, а слабку вираженість змін ‒ 
незначним сольватохромним ефектом між МеОН та бензолом (Таблиця 1, 6c, 7c, 
13c). 

Таблиця 1. Спектрально-флуоресцентні властивості деяких барвників. 

Реч., 
№ 

Розчин. 

Абсорбція,  

λmax, нм (ε, ×103 M-1см-1) 

Флуоресценція, 

нм Φ 

смуга 1 смуга 2 смуга 3 Exmax (λem) Emmax (λex) 

5b 
MeOH 260 (7,0) – 382 (27,0) 382 (450) 458 (380); 482 (437) 0,84;– 
ФБ, pH 6,3 262 (6,5) – 380 (25,0) 381 (480) 480 (380) 0,82 
ФБ, pH 10,5 282 (7,4) – 425 (35,0) 425 (485) 484 (425) 0,71 

5c 
MeOH 257 (26,4) – 395 (24,3) 419 (520); 434 (480) 512 (395); 489 (460) 0,08;– 
ФБ, pH 10,5 268 (24,9) – 432 (39,5) 435 (490) 490 (431) 0,36 

5e 
MeOH 

269 (11,5) 
279 (11,9) 

– 382 (28,6) 383 (455); 383 (440) 453 (382); 484 (440) 0,84;– 

ФБ, pH 10,5 297 (13,2) – 421 (38,8) 423 (483) 486 (421) 0,59 

6c 

MeOH 257 (27,7) – 395 (26,1) 417 (520); 433 (480) 395 (504); 460 (486) 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); 

– 

Бензол – – 400 (26) 400 (475) 478 (400) 0,51 

15b 
ФБ, pH 1,9 263 (4.08) – 402 (27,5) 403 (500), 403 (450) 439 (402), 439 (440) 0,81 
ФБ, pH 4,6 262 (6,32) – 379 (23,8) 381 (440); 381 (480) 478 (378) 0,74 
ФБ, pH 10,5 282 (6,24) – 425 (29,7) 426 (480) 483 (426) 0,67 

15c 
ФБ, pH 4,6 257 (23,4) – 391 (22,7) Не флуоресцентний  
ФБ, pH 10,5 268 (22,4) – 432 (35,0) 435 (490) 490 (431) 0,31 

15e 
ФБ, pH 4,6 280 (11,3) – 379 (24,2) 381 (475) 474 (379) 0,74 
ФБ, pH 10,5 297 (10,6) – 421 (30,4) 424 (485) 485 (420) 0,62 

7b MeOH 259 (7,1) – 380 (27,1) 380 (450) 453 (380) 0,80 

7c 
MeOH 255 (26) – 393 (24,0) 396 (520) 528 (393) 0,06 
ДМСО – – 399 (26,5) 399 (525) 527 (399) 0,21 
Бензол – – 399 (26,0) 399 (480) 482 (399) 0,50 

7e MeOH 
266 (12,3) 
278 (12,6) 

– 380 (31,6) 381 (445) 448 (380) 0,81 

13b 
MeOH 257 (9,05) – 380 (36,1) 382 (455) 455 (380) 0,76 
ФБ, pH 1,9 261 (4,57) – 400 (29,6) 402 (500) 462 (400), 464 (440) 0,87 
ФБ, pH 10,5 260 (6,54) – 379 (25,3) 381 (460) 460 (378) 0,75 

13c 

MeOH 256 – 394 398 (530) 532 (394) 0,06 
ДМСО – – 400 (28) 400 (520) 523 (400) 0,23 
Бензол – – 400 (28) 400 (480) 482 (400) 0,37 
ФБ, pH 4,6 256 (22,9) – 392 (23,1) Не флуоресцентний  
ФБ, pH 10,5 256 (23,9) – 392 (24,2) Не флуоресцентний  

13e 
ФБ, pH 4,6 279 (11,9) – 379 (21,6) 381 (455) 455 (379) 0,76 
ФБ, pH 10,5 279 (11,5) – 381 (23,9); 381 (455) 455 (379) 0,77 

10b MeOH 247 (7,2) 291 (4,5) 363 (24,7) 368 (445) 444 (360) 0,72 
10c MeOH 250 (24,8) 329 (11) 386 (17,9) 391 (550) 547 (386) 0,02 
10e MeOH 255 (9,2) 269 (8,7) 368 (18,9) 369 (435) 433 (368) 0,83 

 
Під час роботи із сильнолужними розчинами барвників було помічено, що їхні 

спектри дещо змінюються з часом. Причиною може бути розкриття лактонового чи 
тіазольного циклів після взаємодії із ОН‒, окислення киснем повітря, тощо. Ми 
виконали попередню оцінку залежності абсорбційних спектрів 13a, 13c, 13e та 15b 
від часу при рН10,0. Одержані дані в цілому близькі до літературних для подібних 
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сполук; у 7-алкоксипохідних зміни відбуваються швидше ніж у їхніх фенольних 
аналогів. У перших макс. зазнає батохромного зсуву, а у останніх гіпсохромного. Із 
цього випливає, що для отримання дійсних спектрів і коректних коефіцієнтів 
екстинкції запис спектрів потрібно виконати швидко, протягом кількох хвилин. 

Оскільки рКа є важливою характеристикою барвників, ми визначили цей 
параметр для більшості рН-чутливих сполук в титрувальних експериментах (Рис. 5, 
Таблиця 2). Значення рКа розраховано за рівнянням Хендерсона-Хассельбальча, а 
експериментальні дані одержано записом спектрів поглинання у серії буферних 
розчинів у діапазоні рН 4,7-10. Проведення експерименту з досліджуваними 
речовинами можливе, якщо вони мають достатню розчинність при рН 4,7. Серед 
гідрофобних барвників цій вимозі відповідали тільки сполуки 5f, 5d, та 5e.  

 
Рис. 5. Спектри поглинання 15b у ФБ (рН4,7-10). Таблиця 2. Значення рКа деяких сполук. 

У випадку тіазолільних похідних при рН нижче ~4 спостерігаються спектральні 
зміни, які можна пояснити протонуванням атома азоту.  

Флуоресцентні властивості барвників. Флуоресцентні властивості барвників 
вивчали в тих же розчинниках, що були використані для абсорбційної спектроскопії. 
В загальному, властивості сполук серій a, b, d та e є типовими для барвників цього 
класу, а для сполук серії c вони суттєво відмінні. Перші мають переважно яскраво-
синю флуоресценцію в МеОН та у водних розчинах у діапазоні рН 4,7-10,5, а 
фенолятні форми 7-ОН-похідних демонструють зелену емісію як у МеОН так і у 
воді. Речовини серії c, на відміну від решти, мають світло-жовту флуоресценцію та 
значно вищий Стоксів зсув у МеОН. Фенольна та 7-метокси форми нефлуоресцентні 
у воді, а емісія фенолятної близька до такої у інших барвників. Спектри збудження 
всіх барвників близькі до відповідних спектрів поглинання як в органічному, так і у 
водному середовищі. 

Емісія 7-метоксипохідних сполук серій a, b, d та e майже не залежить від 
розчинника (MeOH чи Н2О при рН 4,7-10,5) (Таблиця 1). У кислому середовищі (рН 
1,9) у барвників серій a, b та c спостерігаються зміни у спектрах емісії та збудження, 
які можна пояснити протонуванням тіазольного циклу (Рис. 6, 13a). Вивчення 7c і 
13c у МеОН, ДМСО й бензолі виявило незначний сольватохромізм спектрів 
збудження. Для спектрів емісії він незначний лише в МеОН та ДМСО, але в бензолі 
спостерігається значний гіпсохромний зсув і зростає квантовий вихід (Таблиця 1).  

Реч. рКа Реч. рКа 
5d 7,72 16a 7,28 

5e 7,69 16b 7,32 
5f 7,35 16e 7,56 
15a 7,43 21a 7,46 
15b 7,42 22a 7,68 
15c 7,34 27a 7,21 
15e 7,65 27b 7,14 
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Флуоресцентні властивості 7-гідроксикумаринів, подібно до абсорбційних, 
сильно залежать від рН. Іонізація фенольного гідроксилу зсуває максимум емісії на 
~25 нм як у МеОН так і у ФБ, що є типовим для фенолів. Подібно до умбеліферону, 
у фенольної форми 7-гідроксипохідних гетарилкумаринів спостерігається перенос 
протону у збудженому стані. Це явище буде пояснено нижче на прикладі кон’югатів 
глюкозаміну. В кислому середовищі (рН 1,9) спектри емісії 7-гідроксипохідних 
барвників серій a та b суттєво відрізняються від їх 7-алкокси-аналогів (Рис. 6). У 
сполуки 15e спостерігається зміна форми спектру емісії у кислому середовищі (рН 
1,9-4,7), і зі зниженням рН він наближається до спектру емісії 13e (в якого вона не 
залежить від рН), проте спектри збудження та абсорбції 15e не змінюються (Рис. 7). 
Очевидно, зміна концентрації Н+ впливає на процеси, які протікають у збудженому 
стані барвника. У 7-ацетоксипохідних максимуми емісії зсунуті у блакитну область 
на 15-20 нм. Квантовий вихід флуоресценції у випадку тіазолільних і фурильних 
похідних переважно трохи нижчий ніж у їх метокси-аналогів, а у фенілтіазолільних 
аналогів він знижується у ~10 разів.  

  
Рис. 6. Нормалізовані спектри збудження та  Рис. 7. Нормалізовані спектри збудження та 

емісії 15a та 13a у ФБ (рН1,9)   емісії 13e та 15e у ФБ (рН1,9) 

Оптичні властивості кон’югантів. Спектрально-флуоресцентні властивості 
глюкозамінових кон’югатів 16a, 16b, 16e, 18a, 18b та 19a (Таблиця 3) вивчали в 
MeOH та фосфатних буферах із рН 4,7-10,0, а 7-метоксипохідних 17a та 17b – тільки 
в МеОН, оскільки вони малорозчинні у воді. Слід зазначити, що 16a та 16b мають 
достатню розчинність у воді для спектроскопічних досліджень навіть при pH 4,7, 
тоді як вихідні барвники 5a та 5b достатньо розчинні лише при pH понад ~6,3. У 
більшості випадків оптичні властивості кон’югатів близькі до властивостей 
відповідних вільних барвників. 

Характерне для 7-гідроксикумаринів перенесення протону у збудженому стані 
(із 7-ОН на 2-СО) також спостерігається у 16a, 16b, 16e та 19a (Рис. 8, верхній). 
Відзначається суттєва різниця між спектрами емісії в MeOH (ex = 383 нм) та 
кислому буфері (pH 4,7); 1.- max (Em) змістився від 454 нм в МеОН до 480 нм у 
водному розчині, 2.- профілі спектрів емісії 16a, 16b, 16e та 19a при рН 4,7 
виглядають як суперпозиція спектрів фенольної та фенолятної форм у MeOH, 
незважаючи на те, що спектри поглинання і збудження в цих розчинниках близькі 
(Рис. 8, верхній). В той же час, у фенолятних форм 16a, 16b та 16e у воді (рН 10) та 
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метанолі (ex = 440 нм) ідентичні спектри емісії (Рис. 8, верхній) та ідентичні 
спектри збудження.  

 
Рис. 8. Нормалізовані спектри поглинання та флуоресценції 16a (верхній) та 16′′ (нижній) у MeOH 

та фосфатних буферах (pH 4,7 і 10,0). 

 
Рис. 9. Структура 16′′. 

Аналог 16′′ виявляє подібні властивості. Спектри 
поглинання і збудження його фенольної форми в MeOH і 
при рН 4,7 ідентичні, а спектри емісії в цих розчинниках 
суттєво відрізняються (Рис. 8, нижній). У той же час, 
спектри емісії фенольної та фенолятної форм подібні, за 
винятком того, що перший містить плече в районі390-410 
нм. Ймовірно, це випромінювання збудженого стану 16′′ 
з неіонізованою 7-OH-групою, яке відрізняється від емісії 

іонізованих форм, але близьке до емісії неіонізованої форми в метанолі. Його низька 
інтенсивність може бути зумовлена перенесенням протону в збудженому стані. 

У більшості випадків оптичні властивості нуклеозидних кон’югатів близькі до 
властивостей відповідних барвників (Таблиця 3). Так, спектри поглинання (основна 
смуга) та емісії кумаринових фрагментів у сполуках 27a, 28a, 28b, 29a та 29b добре 
збігаються зі спектрами вільних барвників 5, 8 та барвників 6, 7 із блокованою 
COOH-групою в МеОН і ФБ. Однак між спектрами 27b і 5b у ФБ існують 
відмінності, які можна пояснити внутрішньомолекулярною взаємодією фрагментів 
барвника й цитидину. Вони легко зближуються просторово у 27b, а у випадку 27a 
контакт ускладнений через недостатню довжину лінкера.  

Форми й положення основних смуг поглинання 27a та 5a дуже близькі при рН 
6,3 та 10 (Рис. 10, верхній). Спектри збудження та емісії 27a та 5a теж близькі (не 
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показані на Рис.10), а спектр збудження 27a збігається із його спектром поглинання. 
Квантовий вихід флуоресценції 27a близький до 5a при рН 6,3, хоча при лужному 
рН він вдвічі нижчий. У випадку 27b основна смуга поглинання зміщена в червону 
область на 8 нм порівняно з 5b (Рис. 10, нижній), а смуга збудження 27b (рН 10) 
зміщена у блакитну ділянку на ~8 нм відносно смуги поглинання. Збігаються як Ex- 
так і Em-смуги 27b і 5b. Квантовий вихід флуоресценції 27b сильно знижується у 
порівнянні з 5b (приблизно в 2 і 6 разів при рН 6,3 та 10 відповідно). Ці ефекти 
можна пояснити існуванням 27b у двох основних конформаціях: відкритій та 
“контактній парі”, утвореній кумариновою та цитозиновою частинами. У першій 
27b поводиться подібно до вільного барвника, а в “контактній парі” флуоресценція 
гаситься із-за електронної взаємодії хромофорів. 

 
Рис. 10. Нормалізовані спектри поглинання 27a та 27b у фосфатному буфері при різних рН. 

Спектральні властивості міченого пептиду та олігонуклеотидних конʼюгатів 
близькі до властивостей відповідних вільних барвників, що свідчить про відсутність 
значних електронних взаємодій між барвником та біомолекулою (Таблиця 3).  

Таблиця 3. Спектральні властивості деяких конʼюгатів. 

Реч., 
№ 

Розчин. 

Абсорбція, 
λmax, нм (ε, ×103 M-1см-1) 

Флуоресценція, 
нм 

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) 0,70 

ФБ, pH 4,7 <240 – 352 (22,2) 355 (445) 447 (352) 0,80 
ФБ, pH 10,0 252 (9,1) – 404 (38,2) 404 (445) 447 (404) 0,95 
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16a 
MeOH 261 (6,7) – 383 (26,2) 384 (455) 456 (383), 483 (440) 0,52 
ФБ, pH4,7 262 (6,5) – 378 (24,8) 380 (480) 480 (378) 0,84 
ФБ, pH10 283 (7,1) – 428 (34,7) 425 (482) 483 (427) 0,57 

16b 
MeOH 261 (6,9) – 383 (25,8) 384 (455) 457 (383), 481 (440) 0,52 
ФБ, pH4,7 262 (6,5) – 379 (24,0) 382 (480) 480 (378) 0,78 
ФБ, pH10 283 (7,4) – 427 (34,1) 426 (482) 484 (427) 0,68 

20b 
MeOH 260 (6,6) – 382 (24,5) 381 (458) 458 (380), 482 (437) 0,80 
ФБ, pH10 281 (6,3) – 427 (28,3) 425 (485) 484 (425) 0,47 

21a 
ФБ, pH4,7 258 – 382 384 (480) 481 (382) 0,54 
ФБ, pH10 259 – 432 433 (480) 485 (431) 0,53 

27a 

MeOH 250 (16)  302 (8,6)  383 (21)  382 (452), 425 (482) 455 (380), 483 (437) 0,84 
ФБ, pH4,7 249 (15) 300 (9,4) 379 (20) 380 (480) 476 (378) 0,64 
ФБ, pH6,3 248 (16) 300 (9,9) 380 (19) 380 (455), 382 (480) 479 (380),  0,66 
ФБ, pH10 245 (16) 296 (13) 429 (29) 425 (483) 483 (426) 0,35 

27b 

MeOH 251 (19) 300 (9,3) 384 (26) 382 (452), 423 (485) 458 (380), 484 (437) 0,83 
ФБ, pH4,7 251 (17) 299 (9,0) 385 (23) 386 (470) 471 (385) 0,35 
ФБ, pH6,3 251 (18) 299 (9,5) 387 (23) 388 (455) 473 (388) 0,32 
ФБ, pH10 248 (17) 299 (13) 433 (35) 425 (483) 484 (425), 484 (433) 0,12 

29a MeOH 262 (17) – 380 (31) 381 (450) 452 (380) 0,73 
29b MeOH 263 (17) – 379 (26) 382 (453) 453 (380) 0,81 

** λmax і ε не були визначені оскільки зразок містив ДМСО із стокового розчину 16′′.  

Візуалізація клітин з використанням кон’югатів глюкозаміну. Відомо, що 
деякі кон’югати глюкози та глюкозаміну ефективно проникають через клітинну 
мембрану за рахунок переносу білками-транспортерами глюкози (GLUT). Ми 
дослідили транспорт у клітину кон’югатів D-глюкозамін-кумарин, оскільки вони 
теж потенційно здатні проникати у клітину за GLUT-опосередкованим механізмом. 
Нас також зацікавив відомий факт, що реагент 16′′ не забарвлює клітини, на відміну 
від близького 6,8-дифторзаміщеного аналога. Отже, ми дослідили можливість 
візуалізації живих клітин лінії HeLa реагентами 16a та 16b та контрольним 16′′.  

Зображення, отримані на конфокальному флуоресцентному мікроскопі (Рис. 
11), підтверджують проникнення кон’югатів 16a та 16b через клітинну мембрану. В 
клітині вони локалізуються переважно в цитоплазмі та ядерцях. Ми вважаємо, що це 
відбувається через GLUT-рецептори, але відповідні експерименти ще не проводили. 

 
Рис. 11. Отримане конфокальним мікроскопом Leica TCS SPE зображення пухлинних клітин 

HeLa, забарвлених кон’югатами 16a (A) та 16b (B). 

В дослідах з аналогом 16′′ не вдалося отримати конфокальне зображення 
клітин; спостерігали слабку флуоресценцію зі швидким зменшенням інтенсивності. 
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Ми припускаємо, що реагент проникає у клітину, але такі процеси, як вигоряння, 
розкриття кільця кумарину або швидкий метаболізм у клітині, можуть призвести до 
втрати флуоресценції 16′′. Отже, наявність тіазольного ядра між фрагментом цукру і 
кумарину і/або лінкерної групи значно покращує ефективність фарбування клітин. 

Отримані нами кумарин-мічені глюкозаміни можуть знайти застосування як 
нові реагенти для флуоресцентної візуалізації клітин. 

 
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 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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АНОТАЦІЯ 
Кузів Я.Б. Ковалентне мічення біомолекул реагентами на основі 3-

гетарилкумаринів. – 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 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). 
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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 

SUMMARY 
Kuziv Ia.B. Covalent labeling of biomolecules with the reagents based on 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 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 
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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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