
Вступ. Стирилціанінові барвники широко
застосовуються в різноманітних біологічних
дослідженнях як зонди для неспецифічної
флуоресцентної детекції білків та мембранні
зонди, а також у флуоресцентній мікроскопії,
оскільки мають здатність проникати в клітини
[1!3]. Стирилціаніни використовуються для
флуоресцентної детекції НК (нуклеїнових
кислот) [4!8]. Відомо, що стирилціанінові барв!
ники ефективно двофотонно збуджуються [9!
11], а отже, можуть застосовуватися в мульти!
фотонній флуоресцентній мікроскопії.

Раніше нами було синтезовано серію сти!
рилціанінових барвників на основі різних азо!
гетероциклів і вивчено їх спектральні власти!
вості в присутності НК [5!7, 12]. Було показано,
що стирилціаніни на основі бензотіазолового
ядра можуть бути використані для флуорес!

центної детекції ДНК за одно! та двофотонно!
го збудження (відповідно ОФЗ і ДФЗ). 

У цій роботі нами продовжено дослідження
взаємодії стирилціанінових барвників з НК. З
метою одержання барвників, що специфічно
взаємодіють з НК, ми синтезували стирилціа!
ніни на основі 4!оксо!4,6,7,8!тетрагідропіро!
ло[1,2!a]тієно[2,3!d]піримідину й вивчили їх
спектрально!люмінесцентні властивості у віль!
ному стані та в присутності НК і БСА (сироват!
кового альбуміну бика), а також дослідили
ефективність ДФЗ комплексів одержаних
барвників із РНК.

Матеріали й методи. Електронні спектри
поглинання записувалися на приладі «Specord
M!40» (Carl Zeiss, Німеччина). Для реєстрації
спектрів флуоресценції використовували
флуоресцентний спектрофотометр «Cary Ec!
lipse» (Varian, Австралія). Усі виміри проводи!
ли в кварцевій кюветі (10х10 мм) при кімнатній
температурі. Реєстрація спектрів флуорес!
ценції за ДФЗ на довжині хвилі 1064 нм прово!
дилась із застосуванням YAG:Nd3+ лазера,
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який генерував імпульси тривалістю 15 нс із
частотою 6 Гц. 1H ЯМР спектри були записані в
ДМСО!d6 на приладі «Varian» (300 MHz) із ви!
користанням ТМС як внутрішнього стандарту.

ППррииггооттуувваанннняя  ссттооккооввиихх  ррооззччиинніівв.. Стокові
розчини барвників (2х10!3 M) готували розчи!
ненням наважки барвників у ДМФА. Тотальна
ДНК з лосося, сумарна дріжджова РНК та
БСA були одержані з «Sigma» (США). Стокові
розчини НК і БСА готували розчиненням на!
важки біополімеру в 0,05 M Tris!HCl буфері
(pH 8.0). Концентрація НК і БСА в розчині ста!
новила 6х10!3 М п.о. (пар основ) для ДНК,
1,2х10!2 М о. для РНК і 0,2 мг/мл для БСА.

ППррииггооттуувваанннняя  ррооббооччиихх  ррооззччиинніівв.. Робочі роз!
чини барвників готували, розводячи стокові роз!
чини барвників у буфері чи метанолі, робочі роз!
чини комплексів барвник!ДНК (!РНК) — дода!
ючи аліквоти стокових розчинів барвників і
НК до буфера. Робочі розчини барвника в при!
сутності БСА готували, змішуючи стокові роз!
чини барвника й білка. Концентрації барвника,
ДНК, РНК і БСА в робочих розчинах станови!
ли відповідно 5х10!6 M, 6х10!5 M п.о., 1,2х10!4 M о.
та 0,2 мг/мл. За ДФЗ концентрація стирил!
ціанінових барвників і РНК у розчинах станови!
ла відповідно 1,5х10!5 M та 3,6х10!4 M о. Концен!
трація Rhodamine 6G, який використовувався
для порівняння, становила 5х10!6 M.

Стирилціаніни було синтезовано за методи!
ками, наведеними нижче. 

ММееттооддииккаа  11..  Одержання 4+оксо+4,6,7,8+те+
трагідропіроло[1,2+a]тієно[2,3+d]піриміди+
нових гетероциклів. У розчин 0,04 моль 1.1 та
0,044 моль 2!піролідинону в 30 мл абсолютного
дихлоретану при охолодженні додавали 4 мл
POCI3. Реакційну суміш кип’ятили 30 хв. Після
охолодження додавали розчин 5 г ацетату
натрію в 30 мл води та кип’ятили 20 хв. Ор!
ганічний шар відділяли, водний екстрагували
дихлоретаном. Об’єднані екстракти промива!
ли водою, дихлоретан випаровували під зни!
женим тиском, а утворений осад перекрис!
талізовували зі спирту. Вихід 70!80 %.

ММееттооддииккаа  22.. Одержання четвертинних
солей. Суміш 0,001 моль 1,2,3,5!тетрагідропіро!
ло[2,1!b]хіназолін!5!ону чи заміщеного 4!оксо!
4,6,7,8!тетрагідропіроло[1,2!a]тієно[2,3!
d]піримідину (1.2) і 0,0016 моль алкілйодиду в
3 мл діоксану кип’ятили 8 год. Після охолод!

ження осад фільтрували та промивали діети!
ловим етером. Продукт використовували без
додаткового очищення. Вихід 85!90 %.

ММееттооддииккаа  33.. Одержання стирилціаніно+
вих барвників. Суміш 0,001 моль четвертинної
солі, 0,0011 моль n!диметиламінобензальдегі!
ду та 5 крапель піперидину в 4 мл н!бутанолу
кип’ятили протягом години. Осад, що утворив!
ся, фільтрували, промивали діетиловим ете!
ром та перекристалізовували з метанолу.

Результати й обговорення. Синтез сти+
рилціанінів. Загальний метод синтезу барвни!
ків Stp�1—Stp�5 (рис. 1) наведено на схемі 1.
Похідні 2!аміно!3!карбетокситіофенів одер!
жували за рекцією Гевальда [13] з етилціано!
ацетату, сірки й відповідного кетону (2!бута!
нон, циклогексанон та 4!трет!бутилцикло!
гексанон). 4,6,7,8!тетрагідропіроло[1,2!a]тієно!
[2,3!d]піримідин!4!oни синтезували при вза!
ємодії (1.1) та 2!піролідинону (методика 1). На!
гріваючи одержаний гетероцикл із надлишком
йодистого метилу (у випадку Stp�5 йодистого
етилу) в діоксані, одержували четвертинні
солі (методика 2). Для отримання барвників
Stp�1—Stp�5 суміш відповідної четвертинної
солі та n!диметиламінобензальдегіду кип’яти!
ли в н!бутанолі в присутності піпередину як
каталізатора (методика 3). При спробі провес!
ти синтез в етанолі, який зазвичай застосо!
вують при одержанні стирилціанінів, конден!
сація практично не проходила навіть при дов!
готривалому кип’ятінні, а коли використову!
вали н!бутанол, що кипить більш високо, ре!
акція проходила менше ніж за годину.

Барвник Sbp було одержано з етилантрані!
лату та 2!піролідинону за аналогічною схемою,
Stp�6 — конденсацією 2,3!диметил!4,6,7,8!тет!
рагідропіроло[1,2!a]тієно[2,3!d]піримідин!4!
oну і п!диметиламінобензальдегіду згідно з [14].

Структури синтезованих барвників переві!
рялися за допомогою 1H ПМР спектроскопії та
мас!спектрометрії (дані не наводяться).

Спектральні властивості барвників в
індивідуальному стані. Спектральні характе!
ристики синтезованих стирилціанінів подано в
табл. 1. Максимуми спектрів поглинання в бу!
фері барвників Stp�1—Stp�4 і Sbp знаходяться
в інтервалі 472!487 нм. Для барвника Stp�5,
окрім основного максимуму на 412 нм, спо!
стерігаються довго! та короткохвильові плечі
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на 449 і 394 нм відповідно. Це можна пояснити
утворенням агрегатних структур різних типів
або з різною кількістю молекул. Крива погли!
нання ціаніну Stp�6 має максимум на 397 нм з
плечем на 453 нм.

Максимуми збудження флуоресценції до!
сліджуваних барвників зсунуті в довгохвильо!
ву ділянку спектра відносно максимумів спект!
рів поглинання до 20 нм. Для більшості сти!
рилціанінів максимуми спектрів флуоресцен!
ції в буфері знаходяться між 575 та 584 нм
(для Stp�6 крива флуоресценції має максимум
на 557 нм з плечем на 599 нм). Барвники мають
низькі значення інтенсивності флуоресценції
(1,5!2,9 у.о.). Винятком є незаряджений стирил
Stp�6, для якого інтенсивності флуоресценції в
буфері становлять 16,2 у.о.

Спектрально+люмінесцентні властивості
барвників у присутності НК і БСА. Характе!
ристики поглинання, збудження флуоресцен!
ції та емісії досліджуваних барвників у при!
сутності НК наведено в табл. 1. Максимуми по!
глинання барвників (за винятком Stp�6) у при!
сутності НК зсунуті в довгохвильову область
спектра до 8 нм відносно відповідних макси!
мумів вільних барвників і знаходяться між 477
та 491 нм. Для більшості стирилціанінів форми
кривих поглинання при додаванні НК практич!
но не змінюються. Виняток становить барвник
Stp�6, для якого максимум поглинання у при!
сутності ДНК має короткохвильовий зсув 5 нм.
Крім того, в спектрі поглинання цього стирилу
в комплексі з ДНК відсутнє плече, яке спос!
терігається в довгохвильовій області спектра

А.О. Баланда та ін.
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Рис. 1. Структури синтезованих барвників SSttpp++11—SSttpp++66 і SSbbpp.
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для вільного барвника в буфері та у присут!
ності РНК. Для барвника Stp�5 у присутності
ДНК спостерігається перерозподіл інтенсивно!
стей смуг поглинання: збільшується інтен!
сивність короткохвильової смуги (на 397 нм) та
зменшується інтенсивність довгохвильової (на
452 нм), у якої з’являється плече на 517 нм.

Для досліджуваних барвників у комплек!
сах з НК максимуми збудження флуорес!
ценції мають сильний батохромний зсув
відносно максимумів поглинання (до 47 нм у
присутності ДНК і 67 нм у присутності РНК).
Максимуми флуоресценції барвників Stp�1—
Stp�5 та Sbp у присутності ДНК/РНК знахо!
дяться між 583 та 596 нм (рис. 2). Підвищення
інтенсивності флуоресценції стирилціанінів у
присутності РНК значно більше, ніж у присут!
ності ДНК. Так, значення IДНК/I0 значно менші
(13,1!26,5), ніж значення IРНК/I0 (61,7!133). Ви!
нятком є барвник Sbp на основі хіназолінового
гетероциклу, для якого підвищення інтенсив!
ності флуоресценції у присутності ДНК та
РНК майже однакове і складає 20 та 23 рази
відповідно. Отже, стирилціаніни на основі тіє!
но[2,3!d]піримідин!4!oнів, на відміну від сти!
рилціанінів на основі хіназолінового гетеро!
циклу, проявляють РНК!специфічність. 

Слід зазначити, що барвники з аліфатични!
ми замісниками у 2 та 3 положеннях 4!оксо!
4,6,7,8!тетрагідропіроло[1,2!a]тієно[2,3!d]пі!

римідину проявляють більшу РНК!специфіч!
ність і мають більші значення підвищення ін!
тенсивності флуоресценції в комплексах із
РНК, ніж барвник Stp�4 з ароматичним замісни!
ком у 3 положенні.

Максимуми спектрів флуоресценції для
стирилу Stp�6 у присутності ДНК та РНК зна!
ходяться на 554 і 519 нм відповідно. Підвищен!
ня інтенсивності флуоресценції Stp�6 у при!
сутності НК майже не відбувається. 

Максимуми спектрів поглинання більшості
барвників у присутності БСА розташовані в
тому ж спектральному регіоні, що й відповідні
максимуми поглинання барвників у вільному
стані, а саме між 472 та 487 нм. Для Stp�6 мак!
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Таблиця 1
Спектрально+люмінесцентні характеристики стирилціанінових барвників SSttpp++11—SSttpp++66 і SSbbpp

У буфері У присутності ДНК У присутності РНК У присутності БСА -
погл, 
нм 

збф, 
нм 

фл, 
нм 

I0, 
у.о. 

погл, 
нм 

збф, 
нм 

фл, 
нм

IДНК, 
у.о.

IДНК/I0
погл, 
нм

збф, 
нм

фл,
нм

IРНК, 
у.о.

IРНК/I0 
погл, 
нм 

збф, 
нм 

фл, 
нм 

IБСА, 
у.о.

IБСА/I0

Stp�1 472 487 575 2,2 480 525 585 44,4 20 477 544 587 235 99 472 505 572 5,3 2,4 

Stp�2 474 493 578 2,9 481 528 587 52,4 18 480 542 588 234 80,7 473 517 571 11 3,8 

Stp�3 474 492 576 2,4 480 526 583 31,5 13,1 481 545 589 250 104 474 508 573 5,6 2,3 

Stp�4 483 503 583 2,3 488 534 591 61 26,5 488 547 593 142 61,7 485 518 572 12 5,2 

Stp�5 
394* 
412 
449* 

490 576 1,5 
397 
452* 
517* 

531 585 37 24,7
396
415
449*

544 588 170 133 555 511 570 13,8 9,2 

Stp�6 
397 
453* 

389 
557 
599* 

16,2 
12,4* 

392 393 554 17,4 1,07
394
449*

428 519 21,3 1,31 402 400 480 1168 72 
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Примітка. * — виявляється у вигляді плеча.
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Рис. 2. Профілі спектрів флуоресценції барвника
SSttpp++11 у вільному стані та у присутності нук+
леїнових кислот. Низькоінтенсивну смугу флуо+
ресценції вільного барвника збільшено в 13 разів.



симум поглинання в комплексі з БСА знахо!
диться на 402 нм.

Для стирилціанінів Stp�1—Stp�5 і Sbp мак!
симуми збудження флуоресценції у присут!
ності БСА зсунуті в довгохвильову ділянку
спектра до 44 нм відносно відповідних макси!
мумів поглинання. Максимуми флуоресценції
цих барвників у присутності БСА знаходяться
між 570 та 580 нм. Для Stp�6 максимум флуо!
ресценції в комплексі з БСА зсунутий у корот!
кохвильову ділянку спектра на 77 нм, тоді як у
випадку ДНК і РНК цей зсув складає 3 та
38 нм відповідно.

Підвищення інтенсивності флуоресценції
досліджуваних барвників у присутності БСА
досить низьке і складає 1,5!9,2 рази (за винят!
ком Stp�6). Емісія флуоресценції цих барв!
ників у присутності БСА знаходиться в межах
2,9!13,8 у.о. Незаряджений стирил Stp�6 де!
монструє високу інтенсивність флуоресценції
(1168 у.о.) і значне її підвищення в присутності
БСА.

Вивчення двофотонного поглинання барв+
ників у присутності РНК. Ми дослідили
ефективність ДФЗ комплексів зазначених
барвників із РНК за використання YAG:Nd3+

лазера з максимумом випромінювання на
1064 нм. Для барвників Stp�1, Stp�2, Stp�3 і Stp�
5 у присутності РНК спостерігалась інтенсивна
флуоресценція за двофотонного поглинання
(рис. 3). Інтенсивність флуоресценції ком!
плексів барвник!РНК була того ж порядку, що
й інтенсивність флуоресценції розчину Rhoda�
mine 6G в етанолі за ДФЗ. Положення макси!

мумів флуоресценції за ДФЗ для стирилціа!
нінів Stp�2, Stp�3 та Stp�5 у присутності РНК
були близькими до максимумів флуоресценції
за ОФЗ на 532 нм. Для барвника Stp�1 спос!
терігався 19!нм батохромний зсув спектра
флуоресценції за ДФЗ у порівнянні зі спек!
тром флуоресценції за ОФЗ. Форми смуг флу!
оресценції досліджуваних стирилціанінів у
присутності РНК за ДФЗ були схожі на
відповідні смуги флуоресценції за ОФЗ.

Отже, досліджені стирилціаніни можуть
бути використані як зонди для детекції РНК
за двофотонного поглинання.

Висновки. Уперше синтезовано серію сти!
рилціанінів на основі 4!оксо!4,6,7,8!тетрагід!
ропіроло[1,2!a]тієно[2,3!d]піримідину та 5!ок!
со!1,2,3,5!тетрагідропіроло[2,1!b]хіназоліну й
досліджено їх спектральні властивості у віль!
ному стані та в присутності НК і БСА.

Установлено, що інтенсивність флуорес!
ценції стирилціанінів на основі 4!оксо!4,6,7,8!
тетрагідропіроло[1,2!a]тієно[2,3!d]піримідину
в присутності РНК у 8 разів більша, ніж інтен!
сивність флуоресценції цих барвників у при!
сутності ДНК. Стирилціаніни Stp�1, Stp�2 та
Stp�3 мають значну емісію у присутності РНК
і можуть використовуватися як флуорес!
центні зонди для специфічної детекції РНК.

Стирилціанін на основі 5!оксо!1,2,3,5!тет!
рагідропіроло[2,1!b]хіназоліну, на відміну від
стирилціанінів на основі 4!оксо!4,6,7,8!тет!
рагідропіроло[1,2!a]тієно[2,3!d]піримідину,
має однакову інтенсивність флуоресценції у
присутності ДНК та РНК.

Барвник Stp�6 у присутності БСА має висо!
ку емісію флуоресценції (1168 у.о.) та 72!крат!
не її збільшення, тоді як у присутності НК спо!
стерігаються незначні зміни інтенсивності
флуоресценції.

Одержано спектри флуоресценції барвників
Stp�1, Stp�2, Stp�3 та Stp�5 у присутності РНК
за двофотонного поглинання на 1064 нм з вико!
ристанням YAG:Nd3+ 20 нс лазера. Синтезовані
стирилціаніни можуть використовуватися як
флуоресцентні зонди для детекції РНК за ДФЗ.

1H ПМР спектри 
синтезованих стирилціанінів*

8+[1+(4+диметиламінофеніл)метилідене]+
2,3,9+триметил+4+оксо+4,6,7,8+тетрагідро+
піроло[1,2+a]тієно[2,3+d]піримідин+9+ій йодид
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Рис. 3. Спектри флуоресценції барвника SSttpp++33 у
присутності РНК за ОФЗ та ДФЗ і RRhhooddaammiinnee
66GG за ДФЗ. 



((SSttpp++11)). Вихід: 74 %; Тпл 218!220 oC з розкл.; 1H
ПМР (ДМСО!d6): 2,43 (3H, с), 2,48 (3H, с), 3,06
(6H, с), 3,32 (2H+H2O, м), 4,17!4,27 (5H, м), 6,85
(2H, д, J=8,3), 7,61 (2H, д, J=8,3), 7,87 (1H, с). 

1+[1+(4+диметиламінофеніл)метилідене]+
11+метил+5+оксо+1,2,3,5,6,7,8,9+октагідро+
бензо[4,5]тієно[2,3+d]піроло[1,2+a]піримі+
дин+11+ій йодид ((SSttpp++22)). Вихід: 68 %; Тпл 242!
244 oC; 1H ПMР (ДМСО!d6): 1,83 (4H, м), 2,89
(4H, м), 3,07 (6H, с), 4,15!4,34 (5H, м), 6,85 (2H, д,
J=8,1), 7,62 (2H, д, J=8,1), 7,89 (1H, с).

8+[1+(4+диметиламінофеніл)метилідене]+
9+етил+2,3+диметил+4+оксо+4,6,7,8+тет+
рагідропіроло[1,2+a]тієно[2,3+d]піримідин+9+
ій йодид ((SSttpp++33)). Вихід: 71 %; Тпл 210!213 oC з
розкл.; 1H ПMР (ДМСО!d6): 1,67 (3H, т, J=8,0),
2,43 (3H, с), 2,48 (3H, с), 3,07 (6H, с), 3,27!3,42
(2H+H2O, м), 4,19 (2H, т, J=7,3), 4,61 (2H, д,
J=7,2), 6,86 (2H, д, J=8,8), 7,57!7,63 (3H, м).

8+[1+(4+диметиламінофеніл)метилідене]+
9+метил+3+(4+метилфеніл)+4+оксо+4,6,7,8+
тетрагідропіроло[1,2+a]тієно[2,3+d]піри+
мідин+9+ій йодид ((SSttpp++44)). Вихід: 78 %; Тпл 235!
236 oC; 1H ПMР (ДМСО!d6): 2,36 (3H, с), 3,08
(6H, с), 3,34 (2H+H2O, м), 4,20 (2H, т, J=6,8), 4,31
(3H, с), 6,87 (2H, д, J=8,3), 7,25 (2H, д, J=7,8),
7,41 (2H, д, J=7,8), 7,63 (2H, д, J=8,8), 7,73 (1H,
с), 7,93 (1H, с).

8+(трет+бутил)+1+[1+(4+диметиламіно+

ф е н і л ) м е т и л і д е н е ] + 1 1 + м е т и л + 5 + о к с о +
1,2,3,5,6,7,8,9+октагідробензо[4,5]тієно[2,3+
d]піроло[1,2+a]піримідин+11+ій йодид ((SSttpp++55)).
Вихід: 80 %; Тпл 165 oC з розкл.; 1H ПMР (ДМСО!
d6): 0,94 (9H, с), 1,29 (1H, с), 1,53 (1H, с), 2,06
(1H, д, J=12,7), 2,54!2,71 (2H, м), 2,95 (1H, уш д,
J=16,1), 3,19 (1H, уш д, J=17,0), 3,32 (2H, м),
4,20 (2H, д, J=8,3), 4,23 (3H, с), 6,86 (2H, д,
J=8,3), 7,6 (2H, д, J=8,0), 7,87 (1H, с).

8+[1+(4+диметиламінофеніл)метилідене]+
2,3+диметил+4,6,7,8+тетрагідропіроло[1,2+
a]тієно[2,3+d]піримідин+4+он ((SSttpp++66)). Вихід:
69 %; Тпл 288!289 oC; 1H ПMР (ДМСО!d6): 3,32
(3H, с), 2,37 (3H, с), 2,96 (6H, с), 3,12!3,22
(2H+H2O, м), 4,07 (2H, т, J=7,2), 6,74 (2H, д,
J=8,7), 7,43 (2H, д, J=8,7), 7,45 (1H, с).

1+[1+(4+диметиламінофеніл)метилідене]+
10+метил+5+оксo+1,2,3,5+тетрагідропіро+
ло[2,1+b]хінолін+10+ій йодид ((SSbbpp)). Вихід: 83 %;
Тпл 238!240 oC; 1H ПMР (ДМСО!d6): 3,07 (6H, с),
3,31 (2H, т, J=6,5), 4,21!4,29 (5H, м), 6,87, д,
J=9,3), 7,63 (2H, д, J=8,8), 7,77 (1H, т, J=7,3),
7,98 (1H, с), 8,10 (2H, м), 8,28 (1H, д, J=8,0).

*наведені положення (м.ч.), інтенсивність си!
гналу, його форма (с — синглет, д — дублет, уш
д — уширений дублет, т — триплет, м — муль!
типлет), константа спін!спінової взаємодії (Гц).
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Синтез і спектральні дослідження стирилціанінів

Synthesis and spectral studies of styrylcyanines based 
on 4�oxo�4,6,7,8�tetrahydropyrrolo[1,2�aa]thieno[2,3�dd]pyrimidinium 

and 5�oxo�1,2,3,5�tetrahydropyrrolo[2,1�bb]quinazolinium

A.O. Balanda, K.D. Volkova, V.B. Kovalska, V.P. Tokar1, S.M. Yarmoluk

Institute of Molecular Biology and Genetics, NAS of Ukraine
150 Zabolotny Str., Kyiv, 03143, Ukraine 

1Taras Shevchenko National University
6 Acad. Glushkova Ave., Kyiv, 03147, Ukraine

Summary. A series of novel styrylcyanine dyes based on 4!oxo!4,6,7,8!tetrahydropyrrolo[1,2!a]thieno[2,3!d]pyrim!
idinium and 5!oxo!1,2,3,5!tetrahydropyrrolo[2,1!b]quinazolinium were synthesised. Spectral!luminescent properties
of obtained dyes in unbound state and in presence of nucleic acids and BSA (bovine serum albumin) were evaluated.
p!Dimethylaminostyryls based on 4!oxo!4,6,7,8!tetrahydropyrrolo[1,2!a]thieno[2,3!d]pyrimidinium appeared to
selectively interact with RNA and thus could be used as RNA!specific fluorescent probes. Besides, for these dyes large
values of two!photon absorption cross!sections were observed in RNA presence.

Keywords: styrylcyanine dyes, nucleic acids detection, two!photon excitation.
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