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ДИЗАЙН ТА СИНТЕЗ МОЛЕКУЛЯРНОГО ПІНЦЕТУ ДЛЯ ДЕТЕКЦІЇ АТФ 

НА ОСНОВІ 3-ГІДРОКСИФЛАВОНУ 
 
Розроблено та синтезовано молекулярний пінцет на основі 3-гідроксифлавону як потенційний флуоресцентний зонд для 

визначення концентрації аденозин 5'-трифосфату у водних розчинах. Знайдено умови реакції окисної гетероциклізації у при-
сутності органічної основи, в результаті якої з високими виходами утворюється цільовий флавонол. 
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Вступ. Аденозин 5'-трифосфат (АТФ) відомий як уні-

версальне джерело енергії та медіатор сигналізації у чи-
сленних біологічних процесах [1]. Його вплив проявля-
ється у межах концентрації від мікромолів до десятків мі-
лімолів [2]. Серед методів, розроблених для визначення 
АТФ [3–5], молекулярні флуоресцентні зонди займають 
провідні позиції внаслідок високої чутливості та селекти-
вності. Ці синтетичні конструкції зазвичай мають складну 
структуру (рис. 1), необхідну для досягнення високого 
афінітету та селективності до АТФ порівняно з іншими 
органічними аніонами близької будови, присутніми у біо-
логічних об'єктах, такими як аденозин 5'-дифосфат 
(АДФ), аденозин-5'-монофосфат (АМФ), гуанозин 5'-три-
фосфат (ГТФ), нікотинамід динуклеотид (НАД), його фо-
сфат (НАДФ) тощо. Таким чином, основні зусилля у роз-
робці АТФ-зонда застосовують до дизайну рецептора 
АТФ – ключової частини молекули, що відповідає за зв'-
язування з аналітом. 

Оскільки in vivo АТФ існує у вигляді переважно чоти-
ризарядного аніону, більшість розроблених конструкцій 
молекулярних зондів орієнтовані на високий негативний 
заряд та здатність до стекінгу з аденіновим фрагментом 
АТФ. У якості рецепторної частини для АТФ застосову-
вались плоскі структури флуорофорів, оснащених орга-
нічними катіонними угрупуваннями [6–9] або хелаторами 
катіону Zn2+ [10–18] (рис. 1). Досить ефективним стало 
застосування стійкого люмінесцентного комплексу євро-
пію, повільна люмінесценція якого дозволила позбутися 
автофлуоресценції від піддослідних клітин [19–21]. По-
тім, завдяки зусиллям кількох наукових груп, було розро-
блено серію удосконалених зондів АТФ, які уможливлю-
ють реєстрацію вмісту АТФ методом ратіометрії [22–27]. 
Ратіометричні зонди містять у своєму складі кілька дода-
ткових елементів, таких як донор та акцептор енергії (у 
FRET-зондах [22, 24]) або два однакові флуорофори, як 
у ексимерних зондах [22]. 

 

 
Рис. 1. Приклади структур флуоресцентних зондів для визначення АТФ 
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Важливим кроком на шляху до спрощення структури 
АТФ-зондів є розробка конструкцій на основі флавонолу 
та його ізостер: 3-гідрокси-4'-(диметиламіно)флавон 
(FME) [28, 29] і похідні хромону та хінолону [30]. Зонд 
FME, синтетичний аналог природних флавонолів [31, 
32], незважаючи на просту будову, дає високоселекти-
вну флуоресцентну відповідь при зв'язуванні з АТФ порі-
вняно з іншими нуклеотидами у водних буферних розчи-
нах [29]. Він дозволяє вимірювати концентрації АТФ у 
межах 0,02–4 мМ як інтенсометричним, так і ратіометри-
чним методами [28]. З допомогою цього зонду була здій-
снена реєстрація виділення АТФ мітохондріями під впли-
вом сукцинату in vitro [28]. Остання публікація [30] свід-
чить, що 31 з 33 досліджених флавонів та хінолонів різ-
ної будови та заряду дають потужну флуоресцентну від-
повідь при зв'язуванні з АТФ і можуть бути ефективно 
застосовані у водних розчинах для виявлення АТФ у кон-
центраційних межах 1–50000 мкМ. 

Нещодавно, вивчаючи зв'язування найпростішого 
флавонолу з АТФ ми виявили, що корисний сигнал у спе-
ктрах збудження флуоресценції сформований за раху-

нок емісії десятої частини популяції комплексу флаво-
нол–АТФ у розчині [33]. Цей результат вказує на те, що 
лише мала частка популяції барвника має потрібну для 
детекції АТФ орієнтацію у комплексі. У такому разі, за ра-
хунок ретельного дизайну зонду є можливість покра-
щити параметри його флуоресцентної відповіді на АТФ, 
зокрема збільшити частку популяції барвника у компле-
ксі, що генерує корисний сигнал. 

Для досягнення цієї мети ми пропонуємо молекуляр-
ний пінцет, що складається з двох флавонольних фраг-
ментів, з'єднаних активним лінкером. Молекулярні пін-
цети є рецепторами з двома платформами для зв'язу-
вання аналіту [34]. Їх оснащення планарними фрагмен-
тами збільшує стекінг-взаємодії, чим створює підвищену 
спорідненість та селективність до планарних поліцикліч-
них молекул у розчинах, у тому числі до АТФ [22,25] та 
інших похідних пурину [35]. 

За нашими уявленнями, дві NH-амідні групи аміноки-
слотного лінкеру мають утворювати водневі зв'язки з 
фосфатами АТФ напряму або через молекули води, збі-
льшуючи цим спорідненість до АТФ і стабілізуючи одну з 
конформацій комплексу зонд - АТФ (рис. 2). 

 

 
Рис. 2. Структура молекулярного пінцету – 4 та ММ+ симуляція просторової будови його комплексу з АТФ 

(атоми гідрогену не вказані) 
 

Результати та обговорення. Синтез молекулярного 
пінцету 4 було виконано за 4 стадії. Вихідну сполуку, 2,5-
дигідроксиацетофенон, алкілювали метиловим ефіром 
хлороцтової кислоти (рис. 3). У результаті проведення та-
кого перетворення окрім бажаного продукту – похідного за 
п'ятим положенням (сполука 1), у реакційній суміші мето-
дом тонкошарової хроматографії були зареєстровані ви-
хідний ацетофенон і продукт його подвійного алкілювання 
за положеннями 2 та 5. Від небажаних домішок сполуку 1 
було очищено колонковою хроматографією. Будову та чи-
стоту отриманих сполук контролювали за сигналами в 
спектрі 1Н-ЯМР (див. експериментальну частину). 

Спроба провести другу стадію за класичною методи-
кою синтезу халконів, конденсацією ацетофенону з п-ди-
метиламінобензальдегідом у 30%-вому спиртовому роз-
чині КОН була не результативною. За спектрами 1Н-ЯМР 
було зареєстровано суміш двох речовин – продукту гід-
ролізу сполуки 1 і альдегіду. Це змусило нас підібрати 
інший метод конденсації, у якому замість неорганічної 
основи застосовується органічна, а саме – піролідин 
[36]. Заміна основи була напрочуд результативною і при-
вела до отримання флавонолу (сполука 2), продукту оки-
сної гетероциклізації очікуваного халкону (сполука 1а) 
Сполука 2 демонструє зелену флуоресценцію в розчині 
спирту та спиртовому розчині КОН, і жовтий колір флуо-
ресценції в неполярному толуені. Така зміна забарв-
лення із зеленого на жовтий характерна лише для 3-гід-
роксифлавонів і пов'язана з фототаутомеризацією у збу-
дженому стані [37], тоді як у халконів за цих умов флуо-

ресценція відсутня [38], а відсутність 3-ОН групи у фла-
воноїдах веде до блакитно-зеленої флуоресценції в не-
полярних розчинниках [37]. Одночасно з окисною гете-
роциклізацією за участю піролідину відбулося перетво-
рення естерного центру сполуки 2 в амідний. Про це 
свідчили сигнали піролідинового фрагменту в спектрі 1Н 
ЯМР, відсутність там сигналу естерної метоксигрупи, 
а також положення сигналу фенольної гідроксигрупи при 
9.1 м.ч. Таке положення сигналу фенольного протона у 
спектрах 1Н-ЯМР однозначно свідчить про наявність во-
дневого зв'язку з молекулою ДМСО (розчинник), що ха-
рактерно для 3-гідроксифлавонів, але не для 2'-гідрокси-
халконів, де внутрішньомолекулярний водневий зв'язок 
замикає шестичленний цикл. 

Реакція окисної гетероциклізації халкону за участю 
піролідину привела до високого виходу флавонолу – ви-
щому порівняно з класичним методом синтезу. До того 
ж, вона відбувається у тому самому розчині, услід за 
утворенням халкону. Нез'ясованим залишається пи-
тання природи окисника в цій реакції. Вважаємо, що з 
великою імовірністю атмосферний кисень виступає оки-
сником у даному процесі, оскільки задіяний розчинник і 
органічна основа були ретельно очищені від пероксидів. 

Наступним кроком було проведення окиснювального 
гідролізу амідного зв'язку у сполуці 2 з метою отримання 
карбонової кислоти 3. Тут застосування еквівалентної кі-
лькості пероксиду водню у 30% спиртовому розчині КОН 
виявилось ефективним, незважаючи на нестабільність 
хромонового ядра флавонолів у таких умовах.  
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Ацилювання діамінобутану сполукою 3 проводилося у 
присутності карбонілдіімідазолу. Особливістю такого син-
тезу є необхідність застосування великого надлишку кис-
лоти 3 порівняно з діаміном. Незважаючи на препаративні 

ускладнення, сполука 4 була отримана з виходом 64%. 
Спектральні дані 1Н-ЯМР дослідження підтверджують за-
пропоновану для 4 будову та 95% чистоту зразка. 

 

 
Рис. 3. Об'єкти дослідження: функціоналізовані 3-арилізокумарини та 3-арил-3,4-дигідроізокумарини 

 
Висновки. Розроблено схему синтезу та синтезо-

вано молекулярний пінцет на основі 3-гідроксифлавону, 
N,N'-(бутан-1,4-дііл)біс(2-((2-(4-(діметиламіно)феніл)-3-
гідрокси-4-оксо-4H-хромен-6-іл)окси)ацетамід) 4. Вста-
новлено, що при взаємодії метил-2-(3-ацетил-4-гідрок-
сифенокси)ацетату 1 з диметиламінобензальдегідом у 
метанолі, в присутності надлишку піролідину замість очі-
куваного халкону з високими виходами утворюється 
флавонол 2 – продукт окисної гетероциклізації халкону. 

Експериментальна частина. Всі розчинники квалі-
фікації «х.ч.» були очищені від води та домішок за стан-
дартними методиками. ІЧ-спектри синтезованих сполук 
були отримані на приладі "Spektrum BX PerkinElmer" у 
межах 400 – 4000 см-1 з використанням таблеток KBr. 
ЯМР-спектри сполук були записані на приладі Varian 
"Mercury 400". Як розчинники при отриманні спектрів 
були використані ДМСО-d6 та CDCl3. 

Метил 2-(3-ацетил-4-гідроксифенокси)ацетат 1. 
2,5-дигідроксиацетофон (1 г, 6,58 ммоль) розчиняють в 
тетрагідрофурані (30 мл) і додають КІ (0,11 г, 0,66 
ммоль) та поташ (1 г, 6,58 ммоль). До даної суміші дода-
ють краплинами метиловий ефір хлороцтової кислоти 
(0,857 г, 7,9 ммоль) і залишають на ніч при температурі 
кипіння розчинника. Потім реакційну суміш упарюють, 
сухий залишок розчиняють у воді і екстрагують етилаце-
татом. Органічний шар сушать над сульфатом натрію і 
ще раз упарюють. Вихід 88%. Проводять очистку засто-
совуючи колонкову хроматографію в системі дихлорме-
тан : етилацетат 9,5 : 0,5. 1Н ЯМР (400 МГц, ДМСО-d6): 
δ, м.ч. 2,62(с, 3H); 3,09 (с, 3H); 3,72 (с, 3H); 4,71(с, 2H); 
6,85 (д, 9,2 Гц, 1H); 7,13 (м, 1H); 7,33 (с, 1H); 11,58 (с, 1H). 

2-(4-(диметиламіно)феніл)-3-гідрокси-6-(2-оксо-2-
(піролідін-1-іл)етокси)-4H-хромен-4-он 2. Сполуку 1 (0,2 
г, 0,89 ммоль) розчиняють в етанолі (20 мл). До розчину 
додають піролідин (0,19 г, 2,68 ммоль), а потім при пос-
тійному перемішуванні присипають п-диметиламінобен-
зальдегід (0,133 г, 0,89 ммоль). Реакцію залишають пе-
ремішуватись на ніч без нагрівання. Осад, що випав, від-

фільтровують і промивають водою. Проводять перекри-
сталізацію з етанолу. Вихід 84%. 1Н ЯМР (400 МГц, 
ДМСО-d6): δ, м.ч. 1,84 (м, 2H); 1,95 (м, 2H); 3,05 (с, 6H); 
3,2 (с, 1H); 3,38 (т, 7H); 3,55 (т, 3H); 4,89 (с, 2H); 6,87 (д, 
8,8 Гц, 2H); 7,41 (с, 1H); 7,44 (с, 1H); 7,71 (д, 8,4 Гц, 1H); 
8,16 (д, 8,8 Гц, 2H); 9,11 (с, 1H). 13C ЯМР (100 МГц, 
ДМСО-d6): δ, м.ч. 26,35; 45,45; 46,25; 67,37; 106,25; 
112,63; 118,69; 120,21; 122,5; 123,45; 128,46; 137,54; 
149,98; 151,62; 155,37; 166,02; 172,17. ІЧ-спектр (табл. 
КВr), см-1: 3399 (OH); 3214–3075 (C-H аром.); 2951–2815 
(C-H, sp3); 1764–1650 (C=O); 1603–1413 (C=C sp2, 
аром.); 1109–1038 (C-N); 1204–1038, 943–744 (деф. ко-
лив. аром.); 1278–1223 (C-O).  

2-((2-(4-(диметиламіно)феніл)-3-гідрокси-4-оксо-4H-
хромен-6-іл)окси)оцтова кислота 3. До сполуки 2 (1 г, 
2,45 ммоль) в спиртово-водному розчині (30 мл етанолу 
і 15 мл води, що містять 30% КОН (9 г, 160,7 ммоль) при 
охолодженні додають краплинами пероксид водню 
(35%, 5 мл). Реакцію залишають перемішуватись на ніч. 
Виділяють 3-гідроксифлавон, підкислюючи реакційну су-
міш соляною кислотою. Осад, що утворився, відфільтро-
вують. Вихід 35,5%.1Н ЯМР (400 МГц, ДМСО-d6): δ, м.ч. 
2,96 (с, 6H); 4,78 (с, 2H); 6,77 (д, 7,2 Гц, 2H); 7,33 (д, 10 
Гц, 2H); 7,64 (д, 7,6 Гц, 1H); 8,06 (д, 7,6 Гц, 2H); 9,10 (с, 
1H). 13C ЯМР (100 МГц, ДМСО-d6): δ, м.ч. 65,67; 105,64; 
111,96; 118,55; 120,44; 122,45; 123,48; 129,56; 137,56; 
147,41; 149,98; 151,59; 154,88; 170,67; 172,09. ІЧ-спектр 
(табл. КВr), см-1: 3417–3337 (ОН); 3040–3020 (C-H 
аром.); 2921–2517 (C-H sp3); 1760–1712 (C=O); 1613–
1413 (C=C sp2, аром.); 1267–1204 (C-O); 1109–1029 (C-
N); 1333–1029, 944–626 (деф. колив. аром.).  

N,N'-(бутан-1,4-дііл)біс(2-((2-(4-(діметиламіно)фе-
ніл)-3-гідрокси-4-оксо-4H-хромен-6-іл)окси)ацетамід) 4. 
Сполуку 3 (0,35 г, 1 ммоль) розчиняють у сухому ДМФ 
(30 мл). Додають карбонілдіімідазол (0,25 г, 1,5 ммоль), 
і утворений розчин витримують протягом 1 години при 
80 °С. Після цього додають 1,4-діамінобутан (0,03 г, 0,25 
ммоль) і нагрівають протягом 12 годин. Далі розчинник 
упарюють, розчиняють сухий залишок у дихлорометані і 
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промивають його кілька разів розчином лимонної кис-
лоти. Органічний шар сушать над сульфатом натрію і 
упарюють. Очищують від домішок шляхом кристалізації 
в етанолі. Вихід 64%. 1Н ЯМР (400 МГц, ДМСО-d6): δ, м.ч. 
1,43 (м, 8H); 3,01 (с, 16H); 3,14 (с, 6H); 4,59 (с, 4H); 6,74 
(д, 8 Гц, 4H); 7,37 (д, 8 Гц, 2H); 7,45 (с, 3H); 7,55 (д, 8 Гц, 
2H); 8,00 (с, 2H); 8,08 (д, 8 Гц, 5H), 8,68 (с, 1H). (М+) (ХІ): 
очікуваний: 776, виявлений: 776. 

 
Подяка. Автори щиро вдячні компанії "Єнамін" за на-

дану допомогу з реактивами. 
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ДИЗАЙН И СИНТЕЗ МОЛЕКУЛЯРНОГО ПИНЦЕТА ДЛЯ ДЕТЕКЦИИ АТФ НА ОСНОВЕ  
3-ГИДРОКСИФЛАВОНА 

 

Разработан и синтезирован молекулярный пинцет на основе 3-гидроксифлавона как потенциальный флуоресцентный зонд для 
определения концентрации аденозин 5'-трифосфата в водных растворах. Найдены условия реакции окислительной гетероциклизации 
в присутствии органического основания, в результате которой с высокими выходами образуется целевой флавонол. 

Ключевые слова: флавонол, молекулярный пинцет, АТФ, окислительная гетероциклизация. 
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DESIGN AND SYNTHESIS OF MOLECULAR TWEEZER BASED ON 3-HYDROXYFLAVONE  
FOR THE DETECTION OF ATP  

 

Adenosine 5'-triphosphate (ATP) is known as a universal energy source and signaling mediator in numerous biological processes. Among the 
methods for its determination, molecular fluorescence probes occupy leading positions due to high sensitivity and selectivity. Recently we have 
shown that 31 of 33 tested flavones and quinolones of various structures give fluorescence response and can be effectively applied as the probes in 
aqueous solutions for detection of ATP in 1–50,000 μM range of its concentrations. To increase response parameters of a probe in respect to ATP we 
have synthesized N,N'-(butane-1,4-diyl)bis(2-((2-(4-(dimethylamino)phenyl)-3-hydroxy-4-oxo-4H-chromene-6-yl)oxy)acetamide, the molecular tweezer 
composed of two flavonol units connected by active linker. On our idea, being equipped by two planar platforms, the tweezershould demonstrate 
increased affinity and selectivity to ATP in a result of increased number of hydrogen bonds and increased stacking interactions. Having two NH-
amide groups the amino acid linker will form hydrogen bonds with the phosphates of ATP, increasing the portion of probe-ATP complex population 
in the reporting conformation.In the four-step synthesis of this molecular device, starting from methyl 2-(3-acetyl-4-hydroxyphenoxy)acetateand N,N-
dimethylaminobenzaldehyde, the conditions for the reaction of one-pot chalcone formation and its oxidative heterocyclization in the presence of an 
organic base were found, which resulted in the isolation of a target flavonol- amino acid derivative with high yields. We suggest that atmospheric 
oxygen was an oxidizer in this process. The obtained derivative was converted intotarget compound by dual condensation with 1,4-butane diamine. 

Keywords: flavonol, molecular tweezers, ATP, oxidative heterocyclization. 
 

  


