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Вступ. Поліметинціаніни протягом трива�
лого часу широко застосовуються в біоло�
гічних і медичних методологіях як флуорес�
центні барвники для детекції та візуалізації
біологічних полімерів [1]. Стрімкий розвиток
новітніх біотехнологій вимагає розробки нових
ультрачутливих методів визначення нуклеї�
нових кислот (НК) і білків. Більшість цих мето�
дів ґрунтуються саме на ціанінових барвниках.
Так, поліметинціаніни використовують для
детекції НК у розчинах, електрофоретичних
гелях, на твердих носіях (блоти й мікрочіпи), у
капілярно�електрофоретичних процедурах,
флуоресцентній мікроскопії, полімеразно�
ланцюгових реакціях із визначенням кількості
отриманої НК у режимі реального часу (Real�
time PCR) [1, 2]. Усі ці методи вимагать поліме�

тинціанінів із новими, не характерними для
класичних ціанінів, спектральними властивос�
тями. 

Останнім часом зусилля науковців спрямо�
вані на розробку флуоресцентних барвників,
які поглинають у ближній ІЧ�області [3, 4].
Відомо, що саме 7�N,N�діалкіламінокумарини
та деякі їх похідні широко використовуються
як довгохвильові флуорофори [4, 5]. Уведення
ж сильних електроноакцепторних груп у по�
ложення 3 і 4 кумаринів спричинює, як прави�
ло, батохромний зсув смуги поглинання. Це по�
яснюється подовженням ланцюга спряження в
модифікованих кумаринах.

У зв’язку з цим ми вважали за доцільне от�
римати й більш детально дослідити спек�
трально�люмінесцентні властивості катіонних
ціанінових барвників — похідних 7�N,N�діал�
кіламінокумарину — з уведеним у положення
3 поліметиновим хромофором, об’єднавши та�
ким чином у складі однієї молекули структури
поліметинового барвника й кумарину.
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Резюме. Отримано ряд катіонних поліметинових барвників — похідних 7�N,N�діетиламінокумарину, а

також його аналога з просторово закріпленою аміногрупою (юлолідинілкумарин, кумарин 343), — модифіко�

ваних уведенням поліметинового хромофора в положення 3 кумаринового фрагмента. Досліджено спектри

поглинання всіх синтезованих речовин. Сполуки протестовано на можливість застосування як флуоресцент�

них зондів для детекції нуклеїнових кислот і білків. Встановлено, що барвники 5б і 6в є найбільш придатни�

ми об’єктами для неспецифічної детекції протеїнів у присутності додецилсульфату натрію, однак вони ма�

ють низьку хімічну стабільність у буферних розчинах та у присутності біологічних молекул.
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Варто зазначити, що поліметинові барвни�
ки — похідні кумаринів — представлені в літе�
ратурі лише одиничними прикладами [4, 7],
тоді як донорно�акцепторні похідні 7�N,N�ді�
етиламінокумарину (мероціаніни) — досить
широко [7]. Окрім того, у літературі майже не�
має згадок про флуоресцентні характеристики
всіх цих сполук, а також про їх застосування
як зондів. 

У цій роботі описано синтез ряду нових ка�
тіонних поліметинових барвників — похідних
7�N,N�діетиламінокумарину, а також його
аналога із закріпленою аміногрупою (юлолі�
динілкумарин, кумарин 343). Досліджено вла�
стивості спектрів поглинання та флуоресцен�
ції одержаних речовин. Синтезовані сполуки
вивчено як можливі флуоресцентні зонди для
детекції НК і білків.

Матеріали й методи. ЕЕккссппееррииммееннттааллььннаа
ччаассттииннаа.. Електронні спектри поглинання роз�
чинів синтезованих сполук в ацетонітрилі за�
писували на спектрофотометрі Shimadzu UV�
3100. Для вимірювань використовувався аце�
тонітрил спектральної чистоти. Спектри по�
глинання розчинів сполук у ДМФА, буфері та
за присутності біологічних молекул реєстру�
вали з допомогою спектрофотометра Specord
M�40 (Carl Zeiss, Німеччина). Для запису
спектрів флуоресценції використовували
флуоресцентний спектрофотометр Cary Eclip�
se (Varian Inc., Австралія). Спектри збудження
флуоресценції коректувалися на спектральну
неоднорідність джерела випромінювання, про�
те виправлення спектрів флуоресценції на
чутливість фотодетектора не здійснювалося.

Усі виміри проводилися за кімнатної темпера�
тури. Спектри ПМР записували на спектро�
метрі Varian VXR�300 з робочою частотою
300 МГц за 25 oС, внутрішній стандарт ТМС.
Температури плавлення, дані елементного
аналізу й розчинники для кристалізації наве�
дено в табл. 1.

2,3,6,7>Тетрагідро>11>оксо>1Н,5Н,11Н>
[1]бензопірано[6,7,8>ij]хінолізин>10>карбаль>
дегід (33бб). До розчину 1,1 г (4,6 ммоль) кумари�
ну 2б у 6 мл сухого ДМФА при перемішуванні
та охолодженні льодом прикапували 0,36 мл
POCl3. Суміш витримували 3 год за температу�
ри 70�80 oС. Після охолодження до неї прили�
вали 1 М розчин NaOH до рН 6�7 (універсаль�
ний індикаторний папір). Осад, що утворився,
відфільтровували та перекристалізовували.

Спектр ПМР, CDCl3, δ, м.ч.: 1,98 м (4Н,
NСН2CH2CH2), 2,76 м (2Н, NСН2CH2CH2), 2,87 м
(2Н, NСН2CH2CH2), 3,37 м (4Н, NСН2CH2CH2),
6,95 с (1Н, 5�Н), 8,1 с (1Н, 4�Н), 10,1 с (1Н, HСНО).

2>[2>(7>Діетиламіно>2>оксо>2H>хромен>3>
іл)>вініл]>1,3,3>триметил>3H>індолій пер>
хлорат (55аа). Суміш 0,2 г (0,82 ммоль) альдегіду
3а та 0,22 г (0,82 ммоль) перхлорату 1,2,3,3�те�
траметил�3H�індолію у 3 мл свіжоперегнаного
оцтового ангідриду кип’ятили протягом 3 хв.
Осад, що утворився після охолодження розчи�
ну, відфільтровували, промивали етилацета�
том, ефіром і сушили.

Спектр ПМР, CD3CN, δ, м.ч.: 1,27 т (6Н,
J=7 Гц, NCH2СН3), 1,8 с (6Н, С(СН3)2), 3,6 кв
(4Н, J=7 Гц, NCH2CH3), 3,94 с (3Н, NСН3), 6,63 д
(1Н, J=2,4 Гц, 4�Н), 6,87 дд (1Н, J=9, 2,4 Гц, 5�Н),
7,56 д (1Н, J=9 Гц, 6�Н), 7,6�7,73 м (4Н, HAr),

Дані елементного аналізу 

Розраховано, % Знайдено, % 

Спо�
лука 

Вихід 
% 

tпл

°С
(розч. для крист.)

Брутто� 
формула 

С H N (Cl) C H N (Cl) 

3б 61 
108�112 

(EtOH :CH3CN � 2:1) 
C16H15NO3 71,4 5,6 5,2 71,3 5,5 5,1 

5а 71 187�190 C26H29N2O6Cl 62,3 5,8 5,6 (7,0) 62,2 5,9 5,5 (7,0) 
5б 40 245�249 BC28H24N2O2F4 65,6 5,7 5,5 65,5 5,6 5,5 
6а 59 258�261 (HOAc) BC32H28NO3F4 68,5 5,0 2,5 68,7 5,4 2,7 

6б 52 
>300 

(HOAc: CH3CN – 2:1) 
BC34H28NO3F4 69,7 4,8 2,4 69,9 4,7 2,5 

6в 21 176�179 (i�PrOH) C28H36NO7Cl 63,0 6,8 2,6 (6,7) 62,9 6,9 2,7 (6,6) 
7а 50 289�291 C30H31N2O6Cl 65,4 5,6 5,1 (6,4) 65,3 5,5 5,1 (6,5) 
7б 19 >300 C32H31N2O6Cl 66,8 5,4 4,9 66,7 5,5 5,0 

Таблиця 1
Характеристики синтезованих барвників



7,88 д (1Н, J=16 Гц, СН=), 8,32 д (1Н, J=16 Гц,
СН=), 8,43 с (1Н, 8�Н).

Барвник 5б отримували аналогічно з аль�
дегіду 3б і тетрафторборату 1,2,3,3�тетраме�
тил�3H�індолію.

Спектр ПМР, CD3CN, δ, м.ч.: 1,8 с (6Н, J=7 Гц,
C(СН3)2), 2,6 м (4Н, NСН2CH2CH2), 2,84 м (4Н,
NСН2CH2CH2), 3,5 м (4Н, NСН2CH2CH2), 3,9 с
(3Н, NСН3), 7,13 с (1Н, 5�Н), 7,5�7,62 м (3Н, HAr),
7,71 д (1Н, J=7 Гц, 7�Н індолієвого залишку),
7,8 д (1Н, J=16 Гц, СН=), 8,2 д (1Н, J=16 Гц,
СН=), 8,26 с (1Н, 4�Н).

4>[2>(7>Діетиламіно>2>оксо>2H>хромен>3>
іл)>вініл]>2,6>дифенілпіранілій тетрафтор>
борат (66аа). Суміш 0,2 г (0,82 ммоль) альдегіду
3а та 0,27 г (0,82 ммоль) тетрафторборату 2,6�
дифеніл�4�метил�пірилію в 5 мл свіжопере�
гнаного оцтового ангідриду кип’ятили протя�
гом 5 хв.

Осад, що утворився після охолодження
розчину, відфільтровували, промивали етила�
цетатом, ефіром і перекристалізовували.

Спектр ПМР, ДМСО�d6, δ, м.ч.: 1,18 т (6Н,
J=6,6 Гц, NCH2СН3), 3,52 кв (4Н, J=6,6 Гц,
NCH2CH3), 6,6 с (1Н, 5�Н), 6,84 д (1Н, J=9 Гц, 5�Н),
7,57 д (1Н, J=9 Гц, 6�Н), 7,72 м (7Н, HPh + СН=),
8,2 с (1Н, 8�Н), 8,35 д (4Н, J=7 Гц, HPh), 8,48 д
(1Н, J=15 Гц, СН=), 8,86 с (2Н, ββ’�Н пірилію).

Барвник 6б отримували аналогічно з аль�
дегіду 3б і тетрафторборату 2,6�дифеніл�4�ме�
тил�пірилію.

Спектр ПМР, ДМСО�d6, δ, м.ч.: 1,79 м (4Н,
NСН2CH2CH2), 3,3 м (4Н, NСН2CH2CH2), 6,6 с
(1Н, 5�Н), 7,4 д (1Н, J=15 Гц, СН=), 7,6�7,7 м
(7Н, HPh + 4�Н), 7,81 с (2Н, ββ’�Н пірилію), 7,9 д
(1Н, J=15 Гц, СН=), 8�8,3 м (4Н, HPh). 

2,6>Ди>(трет>бутил)>4>[2>(7>діетиламі>
но>2>оксо>2H>хромен>3>іл)>вініл]>піранілій
перхлорат (66вв). Суміш 0,2 г (0,82 ммоль) аль�
дегіду 3а та 0,27 г (0,82 ммоль) перхлорату�2,6�
ди�(трет�бутил)�4�метил�пірилію у 3 мл свіжо�
перегнаного оцтового ангідриду кип’ятили
протягом 5 хв.

Після охолодження до реакційної маси до�
давали 50 мл ефіру, осад відфільтровували й
перекристалізовували з вугіллям.

Спектр ПМР, CD3CN, δ, м.ч.: 1,24 т (6Н, J=7 Гц,
NCH2СН3), 1,48 с (18Н, т�С4Н9), 3,5 кв (4Н, J=7 Гц,
NCH2CH3), 6,6 д (1Н, J=2,4 Гц, 4�Н), 6,83 дд (1Н,
J=9, 2,4 Гц, 5�Н), 7,53 д (1Н, J=9 Гц, 6�Н), 7,72 с

(2Н, ββ’�Н пірилію), 7,8 д (1Н, J=16 Гц, СН=),
8,16 д (1Н, J=16 Гц, СН=), 8,2 с (1Н, 8�Н).

1>(н>Бутил)>2>[2>(7>діетиламіно>2>оксо>
2H>хромен>3>іл)>вініл]>бенз[cd]індолій пер>
хлорат (77аа). Суміш 0,1 г (0,41 ммоль) альдегіду
3а і 0,132 г (0,82 ммоль) перхлорату 1�(н�бу�
тил)�2�метил�бенз[cd]індолію в 10 мл свіжопе�
регнаного оцтового ангідриду кип’ятили 5 хв.
Осад, що утворився після охолодження розчи�
ну та його відстоювання протягом двох діб, від�
фільтровували, промивали етилацетатом, ефі�
ром і сушили.

Спектр ПМР, ДМСО�d6, δ, м.ч.: 1,0 т (3Н, J=8Гц,
NСН2СН2CH2CH3), 1,19 т (6Н, J=6,6 Гц, NCH2СН3),
1,47 кв (2Н, J=8 Гц, NСН2СН2CH2CH3), 1,92 м (2Н,
NСН2СН2CH2CH3), 3,54 м (4Н, NCH2CH3), 4,59 м
(2Н, NСН2СН2CH2CH3), 6,52 с (1Н, 4�Н), 6,8 д
(1Н, J=9 Гц, 5�Н), 7,49 д (1Н, J=Гц, 6�Н), 7,86 тр
(1Н, J=7,5 Гц, HAr), 8,05�8,2 м (4Н, HAr), 8,56�
8,23 м (2Н, HAr), 9,08 д (1Н, J=7 Гц, HAr).

Барвник 7б синтезовано аналогічно з аль�
дегіду 3б і перхлорату 1�(н�бутил)�2�метил�
бенз[cd]індолію.

Спектр ПМР, ДМСО�d6, δ, м.ч.: 0,98 т (3Н,
J=7 Гц, NСН2СН2CH2CH3), 1,47 кв (2Н, J=7 Гц,
NСН2СН2CH2CH3), 1,87 м (6Н, NСН2CH2CH2 +
NСН2СН2CH2CH3), 2,49�2,67 м (2Н, NСН2CH2CH2),
3,43 м (2Н, NСН2CH2CH2), 4,46 м (4Н, NСН2СН2CH2CH3),
6,91 c (1Н, 5�Н), 7,8 м (1Н, HAr), 8,04 м (4Н, HAr),
8,37�8,5 м (3Н, HAr), 8,95 м (1Н, HAr).

ППррииггооттуувваанннняя  ззррааззккіівв.. Для отримання сто�
кових розчинів концентрації 2х10�3 M барвни�
ки розчиняли у ДМФА. Стокові розчини ДНК і
РНК концентрації відповідно 6х10�3 М пар основ
(п.о.) та 1,2х10�2 М основ (о.) готували в 0,05 M
Tris�HCI буфері, рН 8,0. У роботі використову�
валася тотальна ДНК із лосося й сумарна
дріжджова РНК (Sigma, США). Стокові розчи�
ни БСА (сироваткового альбуміну бика) та си�
стеми БСА�ДСН (додецилсульфат натрію) у
вищезазначеному буфері містили 0,2 мг/мл
БСА й суміш із 0,2 мг/мл БСА та 0,05 % ДСН
відповідно.

Розчини вільних барвників та їх комплексів
із нуклеїновими кислотами готували розве�
денням відповідних стокових розчинів у бу�
фері. Концентрації ДНК і РНК у робочих роз�
чинах дорівнювали відповідно 6х10�5 М п.о. та
1,2х10�4 М о. Розчини барвників у присутності
БСА й системи БСА�ДСН готували шляхом
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змішування необхідної кількості стокових роз�
чинів барвника та БСА чи БСА�ДСН. Таким
чином, концентрація БСА й ДСН у розчинах
складала відповідно 0,2 мг/мл і 0,05 %, концент�
рація барвників — 5х10�6 М. 

ККввааннттооввоо>>ххііммііччнніі  ррооззррааххууннккии.. Квантово�
хімічні розрахунки рівноважної молекулярної
геометрії катіонів досліджуваних барвників
5а, 6а, 6в, 7а, а також модельного вінілога сти�
рилу 8 виконувалися в наближенні АМ1 (па�
кет програм МОРАС). Для основного стану
процедура оптимізації геометрії проводилася
до моменту досягнення глобального мінімуму
енергії і припинялася при значенні градієнта
енергії grad(S0)=0,5 ккал/моль. У збудженому
стані оптимізувалися тільки довжини зв’язків
та валентні кути, так що молекула залишала�
ся пласкою (т.зв. флуоресцентний збуджений
стан). При цьому враховувалися збуджені
конфігурації за участі двох верхніх заповне�
них орбіталей і двох нижніх вакантних МО;
grad(S1)=0,5 ккал/моль. Енергії електронних
переходів з урахуванням правила Франка�
Кондона в геометрії основного стану (відпові�
дають спектрам поглинання) та при оптимізо�
ваній геометрії першого збудженого стану
(відповідають спектрам флуоресценції) обчис�
лено в рамках «спектрального» наближення
ZINDO/S (пакет HyperChem). Ураховувалися
20 однократно збуджених конфігурацій із най�
нижчою енергією. Змінний параметр OWF
(Overlap Weight Factor) добирався так, щоб
досягти найкращої кореляції з максимумом
довгохвильової смуги поглинання, що дало
змогу оцінити стоксові зсуви.

Результати й обговорення. ССииннттеезз  ббааррвв>>
ннииккіівв.. Отримано ряд сполук — похідних 7�N,N�

діалкіламінокумаринів із поліметиновим хро�
мофором, уведеним у положення 3 кумарино�
вого фрагмента. Барвники 5�7 за будовою ос�
новного хромофора можна трактувати (з дея�
ким наближенням) як похідні вінілогів сти�
рилів (бутадієнільних похідних), з якими їх
зручно порівнювати.

Як вихідні речовини для синтезу сполук 5�
7 (cхема 1) було обрано препаративно доступні
альдегіди ряду кумарину 3а,б [8].

Відомо, що просторове закріплення аміно�
групи через уведення метиленового містка ве�
де (у більшості відомих поліметинових барв�
ників) до поглиблення забарвлення [9]. Саме
тому для отримання барвників цього ряду на�
ми також було обрано ядро відомого флуоро�
фора — кумарину 343 (2б). Це мало спричини�
ти батохромний зсув максимуму поглинання
барвників — похідних цього ядра — в порів�
нянні з барвниками — похідними 7�N,N�діети�
ламінокумарину (де має місце вільне обертан�
ня діетильних залишків аміногрупи). Відомо,
що просторове закріплення аміногрупи приво�
дить до суттєвого збільшення квантового ви�
ходу флуоресценції для широкого ряду флуо�
рофорів різних типів [4].

У роботі [7] згадується про спробу синтезу
барвника 5а конденсацією альдегіду 3а з осно�
вою Фішера в умовах основного каталізу, однак
триядерний ціанін виявився єдиним продук�
том реакції 4 (схема 2), який виділено у вигляді
лейкооснови.

Провівши цю ж реакцію конденсації аль�
дегіду 3а з перхлоратом 1,2,3,3�тетраметил�
3Н�індолію в оцтовому ангідриді, нам вдалося
без особливих зусиль отримати бажаний барв�
ник 5а з високим виходом.
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Схема 1
Синтез вихідних сполук 33аа,,бб

R O O

O

OR'

R'

HCl . /	
 DMF, POCl3



R O O

R'

R'

R O O

O

R'

R'

1 , 2 , 3 ,

8N
7

6

R = N(C2H5)2; R' = H (1 -3 );
R =  R'- CH2CH2CH2NCH2CH2CH2-R' =               (1 -3 )



У ході дослідження виявилося, що опти�
мальним розчинником для синтезу всіх цільо�
вих сполук є оцтовий ангідрид, а оптимальни�
ми умовами — короткочасне кип’ятіння роз�
чинів двох вихідних компонентів. У той же час
проведення реакцій ціанінової конденсації в
інших розчинниках (піридин, етанол) або
збільшення часу реакції суттєво погіршувало
вихід цільових продуктів або спричинювало
повну чи часткову деструкцію бажаних барв�
ників. Тому сполуки 6�7 одержали шляхом
конденсації альдегідів 3а,б із відповідними ге�
тероциклічними солями — 2,6�дифеніл�4�ме�
тилпірилію (6а,б), 2,6�ди(трет�бутил)�4�метил�
пірилію (6в) та 1�(н�бутил)�2�метилбенз[cd]ін�
долію (7а,б) в оцтовому ангідриді.

Склад і структуру синтезованих барвників
доведено за допомогою елементного аналізу,
електронної та ПМР�спектроскопії.

Для всіх отриманих сполук записано спек�
три поглинання в ацетонітрилі. Встановлено,
що барвники мають довгохвильові максимуми
поглинання (573�717 нм) (табл. 2) при середніх
(60000�90000 М�1см�1) значеннях коефіцієнтів
екстинкції (ε). Треба зауважити, що для вініло�
гів стирилів також характерні такі спектральні
особливості [10]. Для сполук 5а,б, 6в, крім того,
виміряно спектри флуоресценції в ацетоніт�
рилі (табл. 2).

ССппееккттррааллььнніі  ввллаассттииввооссттіі  ббааррввннииккіівв  уу
ДДММФФАА  йй  ббууффеерріі.. Спектральні властивості син�
тезованих кумаринових барвників у ДМФА та
буфері наведено в табл. 3. 

У спектрах поглинання розчинів барвників
у ДМФА виявляється смуга з максимумом,
розташованим в області 572�714 нм, що відпо�
відає поглинанню поліметинового хромофора.
Проте ця смуга інтенсивна лише у випадку
сполук 5а та 5б (відповідно ε=0,38х105 і

0,64х105 M�1см�1), тоді як для інших досліджува�
них барвників значення молярного коефіцієн�
та екстинкції (ε) не перевищує 0,03х105 M�1cм�1.
Отже, на відміну від розчинів барвників в аце�
тонітрилі, поглинання хромофорів розчинів 6а,
6б, 6в, 7а та 7б у ДМФА є досить слабким. Вод�
ночас для сполук 5а, 5б, 6в і 7б спостерігалися
спектри флуоресценції, що відповідають ви�
промінюванню поліметинових хромофорів. Мак�
симуми спектрів збудження флуоресценції
розташовані між 578 і 678 нм, а відповідні мак�
симуми спектрів випромінювання — в інтер�
валі 653�725 нм. Для індоленінових барвників
5а та 5б спостерігалися середні значення
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Схема 2
Структура сполуки 44

(C2H5)2N O O

N
CH3

ClO4

_

+
N

CH3

4

Схема 3
Синтез і структура сполук 55аа>>77бб
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R = N(C2H5)2; R' = H (5 , 6 , , 7 );
R =  R'- CH2CH2CH2NCH2CH2CH2-R' (5 , 6 )
R'' = Ph (6 - ); R'' = t-Bu (6 )
Y = ClO4 (5a; 6 ); Y = BF4 (5 ; 6 ; 6 )

Таблиця 2
Спектральні характеристики 
барвників 55>>77 в ацетонітрилі

Примітка: λмакс (λфл) — довжина хвилі максиму>
му спектра поглинання (флуоресценції), ε —
молярний коефіцієнт екстинкції, S — стоксів
зсув.

� ,
�, 10-3

-1 -1 � , 
S,

5 573 79,0 648 75 
5 605 84,9 679 74 
6 405, 642 23,0, 80,0 – – 
6 404, 694 23,0, 82,3 – – 
6 595 70,0 712 117 
7 420, 667 15,1, 68,1 – – 
7 427, 715 13,7, 73,6 – – 
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інтенсивності випромінювання (I), для сполук
6а, 6б, 6в та 7б — дуже низькі — на два поряд�
ки менші, ніж для індоленінів. Для 7а у ДМФА
спектр флуоресценції, що відповідає випромі�
нюванню поліметинового хромофора, не спос�
терігався. 

Спектри поглинання розчинів барвників у
водному буфері містять смугу, що відповідає
поглинанню поліметинового хромофора, мак�
симум якої знаходиться в інтервалі 567�617 нм,
тобто є зсунутим у короткохвильовий бік на
величину до 105 нм, на відміну від спектра від�
повідного барвника в ДМФА. Розчини дослід�
жуваних сполук у буфері, на відміну від відпо�
відних розчинів у ДМФА, мають вищі значен�
ня ε (від 0,36х105 до 0,78х105 M�1см�1). Для роз�
чинів барвників 6б, 7а і 7б у буфері флуорес�
ценція, що відповідає випромінюванню стири�
лових хромофорів, не спостерігалася. Для 5а,
5б, 6а та 6в максимуми спектрів збудження і
випромінювання флуоресценції знаходяться в
діапазонах 587�680 і 654�760 нм відповідно. Ін�
тенсивність флуоресценції розчинів барвників
у буфері, порівняно з розчинами відповідних
барвників у ДМФА, зменшується у 2�3 рази
для 5а, 5б і 6а та зростає у 5�6 разів для 6в. 

ССппееккттррааллььнноо>>ллююммііннеессццееннттнніі  ввллаассттииввоосс>>
ттіі  ссииннттееззоовваанниихх  ббааррввннииккіівв  уу  ббууффеерріі  вв  ппррии>>
ссууттннооссттіі  ДДННКК  іі  РРННКК..  Спектральні власти�
вості розчинів досліджуваних кумаринових
барвників у буфері в присутності ДНК і РНК
подано в табл. 4. 

У спектрах поглинання сполук 5а, 5б, 6б і 6в
у присутності ДНК спостерігається лише одна
смуга, що відповідає поглинанню поліметино�

вого хромофора, максимум якої зсунутий на 2�
9 нм у довгохвильовий бік відносно аналогічно�
го максимуму відповідного барвника в буфері.
Для барвників 6а, 7а та 7б у присутності ДНК у
спектрах поглинання з’являються додаткові
максимуми в інтервалі 670�764 нм, які не спос�
терігаються у спектрах вільних барвників.
Окрім того, у спектрі 7б у присутності ДНК
проявляються два максимуми (605 та 641 нм),
тоді як для вільного барвника спостерігається
лише один (617 нм). 

Вимірювання спектрів флуоресценції барв�
ників у присутності ДНК показало, що для
сполук 5а, 5б і 6в максимуми спектрів збу�
дження та випромінювання флуоресценції
знаходяться в інтервалах відповідно 586�630 і
651�709 нм. У випадку 6а та 7а згадані макси�
муми знаходяться відповідно між 720�742 і
780�785 нм. Інтенсивність флуоресценції 5а,
5б, 6а, 6в та 7а в присутності ДНК зростає в
1,4�15 разів порівняно з флуоресценцією (або
рівнем фону у випадку 7а) цих барвників у бу�
фері. Слід зауважити, що сполука 5б характе�
ризується як відносно високим значенням ін�
тенсивності флуоресценції в присутності ДНК
(228 в.о.), так і підвищенням інтенсивності у
4,8 раза при додаванні ДНК. Для барвників 6б
і 7б у присутності ДНК зареєструвати спектри
флуоресценції не вдалося.

Максимуми спектрів поглинання барвників
у присутності РНК (табл. 4), порівняно з роз�
чинами відповідних сполук у буфері, зсунуті в
довгохвильовий бік до 17 нм. Винятком є барв�
ник 6б, для якого спостерігається короткохви�
льовий зсув на 3 нм. Окрім того, у спектрах по�

Таблиця 3
Спектрально>люмінесцентні властивості сполук 55>>77 у ДМФА й буфері

У ДМФА У буфері (0,05 M TRIS�HCl, pH 8,0) 
Барв�

ник �погл, 
нм

, 105

M�1cм�1 �зб, нм � , нм I, в.о. �погл, нм
, 105

M�1cм�1 �зб, нм �фл, нм I, в.о.

5а 572 0,38 578 653 398 567 0,72 587 654 168 
5б 605 0,64 614 680 152 596 0,78 635 679 47,3 

6а 639 
0,02 
680 
691 1,5 
593 


550�плече 
0,36 

0,24 


680 
760 0,15 

6б 
690 
0,03 
680 
694 1,5 585 0,4 – – 
0,1 
6в 611 0,03 612 725 1,0 585 0,5 600 710 5,6 
7а 670 0,024 – – 
0,2 595 0,62 – – 
0,1 
7б 
714 
0,012 678 692 1 617 0,52 – – 
0,1 

Примітка: λпогл (λзб, λфл) — довжина хвилі максимуму спектра поглинання (збудження, випромінюван>
ня флуоресценції); ε — молярний коефіцієнт екстинкції на λпогл; I — інтенсивність флуоресценції
(подано у внутрішніх одиницях (в.о.) приладу).
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глинання барвників 6б, 7а та 7б у присутності
РНК наявний довгохвильовий максимум від�
повідно на 630, 710 і 770 нм, який відсутній у
спектрах цих сполук у буфері. 

Максимуми спектрів збудження та випро�
мінювання флуоресценції барвників 5а, 5б, 6а,
6в і 7а у присутності РНК, на відміну від відпо�
відних спектрів у присутності ДНК, зсунуті в
довго� чи короткохвильовий бік до 15 нм. Ін�
тенсивність флуоресценції у присутності РНК
є посередньою для сполук 5а та 5б (відповідно
225 і 146 в.о.), для 6в — значно меншою (11 в.о.),
для решти барвників — незначною (меншою
1,1 в.о.). Для 6б і 7б флуоресценція у присут�
ності РНК не спостерігалась. 

ССппееккттррии  ппооггллииннаанннняя  ттаа  ффллууоорреессццееннццііїї
ббааррввннииккіівв  уу  ппррииссууттннооссттіі  ББССАА  йй  ссииссттееммии
ББССАА>>ДДССНН.. Характеристики спектрів погли�
нання і флуоресценції кумаринових сполук у
присутності БСА, а також системи БСА�ДСН
наведено в табл. 5. 

Максимуми спектрів поглинання барвників
5б, 6а, 6б і 7а у присутності БСА зсунуті в дов�
гохвильовий бік на 1�16 нм відносно макси�
мумів відповідних сполук у буфері, а у випад�
ку 5а, 6в та 7б положення максимумів спектрів
поглинання у буфері та в присутності БСА
збігаються. Значення коефіцієнта екстинкції

розчинів досліджуваних барвників у присут�
ності БСА близькі до відповідних значень
сполук у буфері. 

Положення максимумів спектрів збуджен�
ня та випромінювання флуоресценції барвни�
ків 5а, 6а та 6в у присутності БСА зсунуті в ко�
роткохвильовий бік відносно максимумів цих
сполук у буфері відповідно на 5�16 та 1�55 нм.
Для 5б положення спектрів не змінюється, для
7а у присутності БСА з’являються спектри
збудження і випромінювання флуоресценції
(максимуми 661 та 721 нм), які не спостеріга�
лись для розчину 7а в буфері. Найбільше зро�
стання інтенсивності флуоресценції барвника
в присутності БСА відносно інтенсивності
флуоресценції (чи фону) цього ж барвника в
буфері складає 26 разів для сполуки 7а, проте
значення інтенсивності є дуже низьким (2,6 в.о.).
Для решти барвників, що виявляють флуорес�
центні властивості у присутності БСА, інтен�
сивність підвищується до 3,3 раза. Для роз�
чинів 6б і 7б у присутності БСА флуоресценція
не спостерігається.

Максимуми смуг поглинання барвників у
присутності системи БСА�ДСН розташовані в
області 580�625 нм і зсунуті на 8�40 нм у довго�
хвильовий бік відносно спектрів поглинання
сполук у буфері (за винятком 6б, для якого має

Таблиця 4
Спектрально>люмінесцентні властивості сполук 55>>77 у присутності ДНК і РНК

У присутності 6�10�5 M ДНК У присутності 1,2�10�4 M РНК
Барвник 

�погл, нм
, 105

M�1cм�1 �зб, нм �фл, нм I, в.о. �погл, нм
, 105

M�1cм�1 �зб, нм �фл, нм I, в.о. 

5а 569 0,62 586 651 240 568 0,66 590 652 225 
5б 605 0,6 630 686 228 599 0,64 634 680 146 

6а 

549 
612 


670� 
плече 

0,24 
0,24 
0,2 


720 
780 1,5 
605 


540�
плече 

0,34 

0,12 


718 
770 1,1 

6б 588 0,32 – – 0,2 
582 


630�
плече 

0,28 

0,24 

– – 0,1 

6в 587 0,44 615 709 10 587 0,44 630 708 11 

7а 
576 


698� 
плече 

0,36 

0,18 

742 785 1,5 
603 


710�
плече 

0,52 

0,14 

732 783 0,8 

7б 

605 
641 


764�
плече 

0,34 
0,32 

0,1 

– – 
0,1 
634 


770�
плече 

0,48 
0,08 

– – 
0,1 

Примітка: λпогл (λзб, λфл) — довжина хвилі максимуму спектра поглинання (збудження, випромінюван>
ня флуоресценції); ε — молярний коефіцієнт екстинкції на λпогл; I — інтенсивність флуоресценції
(подано в внутрішніх одиницях (в.о.) приладу).
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місце короткохвильовий зсув на 5 нм). Поло�
ження спектрів збудження та випромінюван�
ня флуоресценції 5а, 5б і 6в у присутності
БСА�ДСН зсунуті відповідно на 12�36 та 0�
21 нм відносно положень спектрів цих барв�
ників у буфері. У той же час для сполуки 6а
проявляється короткохвильовий зсув спектрів
збудження і випромінювання флуоресценції
(відповідно на 3 та 14 нм) у присутності систе�
ми БСА�ДСН. Для барвників 6б, 7а та 7б, флу�
оресценції розчинів яких у буфері зареєстро�
вані не були, у присутності БСА�ДСН спос�
терігалися спектри збудження та випроміню�
вання флуоресценції з максимумами відповід�
но на 684�748 і 748�785 нм. Інтенсивність флу�
оресценції досліджуваних сполук у присут�
ності БСА�ДСН зростала у 5,8�260 разів, проте
її значення для більшості барвників не було
високим, найвище спостерігалося для барвни�
ка 5а (982 в.о.). Щоправда, підвищення інтен�
сивності, порівняно з розчином у буфері, скла�
ло лише 5,8 раза.

Серед барвників, що характеризуються до�
статньо високими значеннями інтенсивності
флуоресценції та її підвищенням у присутності
БСА�ДСН водночас, можна відзначити 5б і 6в
(інтенсивність у присутності БСА�ДСН відпо�
відно 710 та 215 в.о., підвищення відповідно в
15 і 38 разів). Таким чином, барвники 5б і 6в мож�
на розглядати як сполуки, що придатні для не�
специфічної детекції білків у присутності ДСН.

ССттааббііллььннііссттьь  ббааррввннииккіівв.. Слід зауважити,

що спектри поглинання барвників 6а, 6б, 6в, 7а
та 7б залежать від часу, що проявляється, як
правило, у зменшенні інтенсивності максиму�
му основної смуги спектра поглинання. Виня�
тки, коли інтенсивність не змінюється (за час
порядку 10�20 хв), становлять спектри погли�
нання сполук 6а, 6б і 7б у ДМФА та 6а, 7а, 7б у
присутності РНК (щоправда, значення коефі�
цієнта екстинкції є надзвичайно низьким в усіх
цих випадках). Окрім того, для спектрів погли�
нання барвників 7а та 7б у присутності БСА�
ДСН спостерігається довгохвильовий зсув із
часом, а у випадку 7а — ще й зростання інтен�
сивності. Цікаво, що спектри флуоресценції за�
значених сполук є стабільними в часі, такими
ж є і спектри поглинання барвників 5а і 5б. Ви�
няток становить розчин 5а у ДМФА, для якого
спостерігається зменшення інтенсивності.

ККввааннттооввоо>>ххііммііччнніі  ррооззррааххууннккии.. Барвники
5�7, як уже згадувалося, можна розглядати як
похідні вінілогів стирилів. Відомо, що біль�
шість представників вінілогів стирилів погли�
нають у ближньому ІЧ�діапазоні, при цьому
вони проявляють порівняно ефективну флуо�
ресценцію [10].

Для встановленння можливих способів де�
зактивації збудженого стану, зокрема шляхом
конформаційних перетворень, ми виконали
квантово�хімічні розрахунки рівноважної мо�
лекулярної геометрії катіонів барвників 5а, 6а,
6в, 7а, а також модельного вінілога стирилу 8
(у наближенні АМ1 із пакета МОРАС). 

Таблиця 5
Спектрально>люмінесцентні властивості сполук 55>>77

у присутності розчинів білків (БСА та БСА+ДСН)

У присутності 0,2 мг/мл БСА У присутності 0,2 мг/мл БСА та 0,05 % ДСН 
Барвник 

�погл, нм
, 105

M�1cм�1 �зб, нм �фл, нм I, в.о. �погл, 
нм

, 105

M�1cм�1 �зб, нм �фл, нм I, в.о. 

5а 567 0,74 582 653 168 584 0,7 599 663 982 

5б 597 0,78 635 679 58,8 616 0,76 
667 


615� 
плече 

700 

675�
плече 

710 

500 

6а 
609 
554� 

плече 

0,24 
0,2 
670 
705 0,5 606 0,4 677 746 21 

6б 587 0,36 – – 0,4 580 0,36 
748 
785 1,9 
6в 585 0,5 584 667 10,6 625 0,58 636 710 215 
7а 596 0,54 661 721 2,6 612 0,54 684 748 26 
7б 617 0,5 – – 0,2 625 0,54 748 
785 3,5 

Примітка: λпогл (λзб, λфл) — довжина хвилі максимуму спектра поглинання (збудження, випромінюван>
ня флуоресценції); ε — молярний коефіцієнт екстинкції на λпогл; I — інтенсивність флуоресценції
(подано у внутрішніх одиницях (в.о.) приладу).



За своєю електронною будовою стирили та
їх вінілоги є типовими несиметричними ціані�
новими барвниками, ступінь асиметрії яких
традиційно пов’язують з альтернуванням дов�
жин вуглець�вуглецевих зв’язків [11]. Для
зручності графічного представлення альтер�
нування як довжин зв’язків, так і зарядів на
атомах будемо вважати бензольне кільце N,N�
діалкілфеніленового залишку продовженням
поліметинового ланцюга, хоча й розгалужено�
го. Розрахунки модельного барвника 8 показу�
ють, що різниця довжин зв’язків у еквівалент�
них положеннях бензольного кільця не пере�
вищує 0,01 C як в основному, так і збудженому
станах, а різниця зарядів на атомах в еквіва�
лентних положеннях менша 0,01. Кількісно
альтернування довжин сусідніх СС�зв’язків
було запропоновано характеризувати параме�
тром ∆lν, а альтернування зарядів — ∆qµ. Їх
значення обчислюються відповідно за допомо�
гою формул (1) і (2) [12]: 

∆lν = | lν � lν+1 |       (1), 
∆qµ = | qµ � qµ+1 |        (2),

де lν — довжина ν�ого зв’язку, а qµ — заряд на
µ�ому атомі. 

Обчислені значення параметрів lν та qµ для
хромофора барвників 5а і 8 представлені на
рис. 1. Як видно з рисунка, довжини зв’язків не
вирівняні, на відміну від симетричних ціанінів
[12]. Для вінілога стирилу 8 в основному стані
найбільший ступінь альтернування розрахун�
ки дають для відкритого поліметинового лан�
цюга поблизу амінофеніленового кінцевого за�
лишку. Циклізація цих зв’язків під час пере�
ходу до барвника 5а, похідного кумарину,
значно вирівнює їх довжини, проте водночас
розрахунки показують підвищення ступеня
альтернування довжин зв’язків біля індолені�
нового залишку. ∆lν збільшується з 0,024 до

0,046 C як за рахунок збільшення довжини
зв’язку, що межує із індоленіновою кінцевою
групою (з 1,405 до 1,414 C), так і за рахунок
зменшення довжини наступного зв’язку (з
1,382 до 1,368 C). З рис. 1 також можна бачити,
що в релаксованому збудженому стані ступінь
альтернування значно вищий, насамперед у
відкритому ланцюзі. Циклізація частини хро�
мофора барвника 5а супроводжується суттє�
вим зменшенням альтернування довжин
зв’язків у відкритій частині хромофора. Най�
більшу довжину при релаксації у збудженому
стані розрахунки дають для зв’язку, що ме�
жує з кумариновим залишком, — lν=1,467 C.
Приблизно таку ж довжину має цей зв’язок і в
інших барвниках — 1,467 C (7а); 1,477 C (6в);
1,469C (6а).

Значна зміна довжин зв’язків при релак�
сації молекулярної геометрії барвників у збу�
дженому стані, як відомо [11], повинна приво�
дити до значної стабілізації збудженого стану,
а отже, до суттєвих стоксових зсувів смуги
флуоресценції, тоді як наявність подовжених
зв’язків у збудженому стані може сприяти
конформаційним перетворенням.

З іншого боку, ціанінові барвники, як каті�
онні π�системи, характеризуються значним
альтернуванням часткових позитивних і нега�
тивних зарядів у хромофорі. На рис. 2 подано
обчислені значення параметра ∆qµ для мо�
дельного вінілога стирилу 8 і для барвника 5а
— похідного кумарину.  

Як видно з рисунка, розрахунки дають по�
рівняно високий ступінь альтернування за�
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Схема 4
Структура модельного вінілога стирилу 88

для квантово>хімічних розрахунків

N
CH3N

CH3
CH3

Y
_

+

8
0

0,05

0,1

0,15

0,2

1 2 3 4 5 6 7

S0

S1

N

�lv 

Рис. 1. Альтернування довжин зв’язків (∆lν) у
хромофорі модельного барвника 88 (        ) та барв>
ника 55аа (> > > ) в основному (S0) і збудженому (S1)
станах; N — номер зв’язку.
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рядів на атомах вуглецю у відкритому лан�
цюзі, причому циклізація в барвнику 5а його
практично не зменшує. На відміну від альтер�
нування довжин зв’язків, перехід до збудже�
ного стану суттєво зменшує величини параме�
тра ∆qµ, що відповідає теорії тріад З. Дене [13],
згідно з якою ступені альтернування зарядів і
зв’язків обернено залежні один від одного. По�
дібну картину розподілу зарядів розрахунки
дають і для решти барвників. Таким чином, за
своєю електронною структурою і молекуляр�
ною геометрію основного хромофора барвники
5�7 є несиметричними йонними спряженими
системами, чутливими до збудження світлом,

яке викликає значний перерозподіл електрон�
ної густини на атомах та суттєву зміну моле�
кулярної геометрії. Циклізація частини хро�
мофора з утворенням кумаринового гетеро�
циклу блокує насамперед можливіcть конфор�
маційних перетворень, не змінюючи принци�
пово електронної будови та молекулярної гео�
метрії хромофора.

Висновки.
1. Уперше отримано ряд катіонних поліме�

тинових барвників — похідних 7�N,N�діети�
ламінокумарину, а також його аналога із за�
кріпленою аміногрупою, — модифікованих уве�
денням поліметинового хромофора в положен�
ня 3 кумаринового фрагмента.

2. Досліджено спектральні властивості син�
тезованих сполук, установлено, що вони ма�
ють довгохвильові максимуми поглинання
(570�700 нм) при середніх (60000�80000 M�1см�1)
значеннях коефіцієнта екстинкції.

3. Одержані барвники досліджено як мож�
ливі флуоресцентні зонди для визначення НК
і деяких білків. Установлено, що сполуки 5б і
6в є найбільш перспективними об’єктами для
конструювання на їх основі флуоресцентних
зондів для неспецифічної детекції протеїнів у
присутності ДСН, проте головною вадою всієї
серії барвників такого типу є їх низька хіміч�
на стабільність у буферних розчинах, а також
у присутності біологічних молекул.

Надійшла в редакцію 26.06.2007 р.
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Рис. 2. Альтернування зарядів на атомах (∆qµ)
у хромофорі модельного барвника 88 (      ) і барв>
ника 55аа (> > > ) в основному (S0) та збудженому
(S1) станах; N — номер атома.

Polymethine dyes — derivatives of the 7�N,N�dialkylaminocoumarines

Ya.O. Prostota, Ya.O. Kachkovsky1, A.V. Kropachev1, M.Yu. Losytskyy, S.S. Tarnavskyy, S.M. Yarmoluk
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150 Zabolotny Str., Kyiv, 03143, Ukraine
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Summary. A series of new polymethine dyes — derivatives of the 7�N,N�diethylaminocoumarine substituted by
polymethine chromophore at position 3 and its analogue with the fully fixed aminogroup (coumarine 343) were
obtained.

Absorption and emission spectra of these dyes were investigated. All these compounds were examined as possible
fluorescent probes for nucleic acids and proteins detection. Dyes 5б and 6в are the most appropriate for the non�spe�
cific detection of proteins in the presence of SDS (sodium dodecylsulphate). Nevertheless, the main disadvantage of
this type of dyes is their low chemical stability in buffered solutions, as well as in the presence of biological molecules. 

Keywords: polymethine dyes, coumarines, absorption, fluorescent probe.
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