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РЕФЕРАТ 

 
Кваліфікаційна робота містить: 36 ст., 11 рис., 2 табл., 53 використаних 

джерела. 

Мета роботи: провести літературний огляд на тему флуоресцентні 

зонди на основі 3-гідроксифлавону та їх застосування для дослідження 

фізико-хімічних властивостей організованих розчинів. 

Об’єкт дослідження: флуоресцентні зонди. 

Предмет дослідження: вивчення фізико-хімічних властивостей 

організованих розчині. 

Методи дослідження: бібліографічний метод, контент-аналіз, метод 

порівняння, метод узагальнення. 

Результати та їх новизна: проаналізована та структуровано матеріал 

згідно теми з метою надання всебічного літературного огляду для 

подальшого опрацювання та вивчення властивостей флуоресцентних зондів 

на основі 3-гідроксифлавону. 

Ключові слова: ФЛУОРЕСЦЕНТНІ ЗОНДИ,  ОРГАНІЗОВАНІ РОЗ-

ЧИНИ, 3-ГІДРОКСИФЛАВОН, ПОЛІВІНІЛПІРОЛІДОН, ГЕТЕРОЦИК-

ЛІЧНІ СПОЛУКИ, ОРГАНІЧНИЙ СИНТЕЗ, МОЛЕКУЛЯРНИЙ ДОКІНГ.
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ABSTRACT 

 

The qualification paper includes: 36 pages, 11 figures, 2 tables, and 53 

references. 

Objective: to conduct a literature review on fluorescent probes based on 3-

hydroxyflavone’s derivatives and their application for the study of physical and 

chemical properties of organized solutions. 

Object of the research: fluorescent probes. 

Subject of the research: the study of the physicochemical properties of 

organized solutions. 

Research methods: bibliographic method, content analysis, comparison 

method, generalization method. 

Results and novelty: the material was analyzed and structured according to the 

topic to provide a comprehensive literature review for further exploration and 

investigation of the properties of fluorescent probes based on 3-hydroxyflavone. 

Keywords: FLUORESCENT PROBES, ORGANIZED SOLUTIONS, 3-

HYDROXYFLAVONE, POLYVINYLPYRROLIDONE, HETEROCYCLIC 

COMPOUNDS, ORGANIC SYNTHESIS, MOLECULAR DOCKING. 
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ПЕРЕЛІК СКОРОЧЕНЬ 

 

GFP – зеленого флуоресцентного білка; 

ESIPT – перенесення протона в збудженому стані; 

ПВП – полівінілпіролідон; 

FRET – ферстерівський резонансний перенос енергії; 

TOE – гідрофобно модифікований триптофан;  

T*– смуга флуоресценції фототаутомерної форми; 

N*– смуга флуоресценції збудженої вихідної форми; 

ФЗ – флуоресцентні зонди;  

3ГХ – 3-гідроксихромон.  
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ВСТУП 
 

Організовані розчини, до яких належать мікроемульсії, міцели та інші 

самозбираючі системи, є важливими в різних галузях науки та техніки, 

включаючи фармацевтичну технологію, біохімію, хімію матеріалів та 

нанотехнології. 

Флуоресцентні зонди на основі 3-гідроксихромонів є потужними 

інструментами для дослідження таких систем, оскільки вони мають високу 

чутливість до змін в середовищі завдяки явищу переносу протону в 

збудженому стані, що дозволяє реєструвати навіть найменші зміни в 

структурі та взаємодії молекул. 

Вивчення взаємодій між флуоресцентними зондами і організованими 

розчинами відкриває нові можливості для розуміння молекулярних 

механізмів, що лежать в основі поведінки таких систем, та їх застосування в 

різних технологіях, зокрема для розробки нових лікарських засобів або 

матеріалів. 

Дослідження флуоресцентних зондів на основі 3-гідроксихромонів є 

актуальним, оскільки ці методи дозволяють отримати важливі дані про 

фізико-хімічні властивості організованих розчинів, що сприяє розвитку 

нових технологій і розширенню наукових знань у різних галузях. 

Мета роботи: провести літературний огляд на тему флуоресцентні 

зонди на основі 3-гідроксифлавону та їх застосування для дослідження 

фізико-хімічних властивостей організованих розчинів. 

 

Завдання роботи: 

1. Провести аналіз літературних джерел щодо основних фізико-хімічних 

та спектрально-люмінесцентних властивостей 3-гідроксифлавону та його 

похідних. 

2. Описати застосування флуоресцентних зондів для вивчення 

властивостей організованих розчинів. 
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3. Проаналізувати поведінку гідрофобно-модифікованих флуоресцентних 

зондів на основі 3-гідроксифлавону в організованих розчинах. 

4. Оцінити перспективи можливого використання гідрофобно-

модифікованих флуоресцентних зондів на основі 3-гідроксифлавону в медико-

біологічних дослідженнях. 
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1 ЛІТЕРАТУРНИЙ ОГЛЯД 
 

 

1.1 Флуоресценція. Загальна характеристика  

 

Флуоресценція — це явище, при якому речовина поглинає світло або 

інше електромагнітне випромінювання певної довжини хвилі і випромінює 

світло довшої хвилі. Випромінювання світла відбувається майже миттєво 

після поглинання, зазвичай у межах наносекунд після збудження, отже є 

досить короткотривалим [1]. 

Флуоресценція широко використовується у прикладних дослідженнях у 

сферах біології та біомедицини [2-5]. Це явище характеризується тим, що 

флуорофор (речовина, здатна до флуоресценції) поглинає квант світла, а 

згодом випромінює інший квант із відмінними властивостями. 

Застосування методів, що базуються на флуоресценції, стало важливим 

стимулом для розвитку багатьох галузей, таких як біофізика, молекулярна та 

клітинна біологія. 

Особливо для біофізиків флуоресценція є ефективним інструментом для 

чутливого та швидкого аналізу їх функцій, структури, а також можливих 

динамічних змін макромолекул, зокрема нуклеїнових кислот і білків. 

Флуоресценція стала потужним стимулом для розвитку клітинної 

біології. Використання конфокальної флуоресцентної мікроскопії та 

створення нових флуоресцентних міток на основі зеленого флуоресцентного 

білка (GFP) і його аналогів дозволили отримувати висококонтрастні 

зображення та фотографії з високою роздільною здатністю, що відображають 

внутрішньоклітинні білкові структури. 

Флуорофори, тобто речовини, які можуть світитися під впливом світла, 

змінюють свою електронну структуру в залежності від оточення. Наприклад, 

їхні властивості змінюються через взаємодію з розчинником (водневі 

зв’язки), утворення комплексів із іонами металів або іншими аналітами, а 

також при асоціації чи іонізації. Ці зміни впливають на характеристики 
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флуоресценції, зокрема на зміщення спектральних смуг (зміна кольору 

світіння) та зміну інтенсивності випромінювання – підвищення або зниження 

яскравості. 

Такі явища, які називають сольватофлуорохромними, 

металофлуорохромними чи галофлуорохромними ефектами, використовують 

для створення флуоресцентних індикаторів. Вони чутливі до іонів металів, 

змін рівня рН, полярності або ступеня зволоженості середовища. 

Флуоресцентні методи аналізу мають високу чутливість (до 10⁻¹⁰ 

моль/л), а обладнання для вимірювання флуоресценції є відносно доступним 

за ціною. Це пояснює, чому розробка нових флуоресцентних барвників, 

індикаторів і сенсорів (зондів), а також методик їх використання, привертає 

все більшу увагу. 

Створення флуоресцентних зондів — сполук, які змінюють свою 

флуоресценцію під час взаємодії з конкретними молекулами, стало однією з 

важливих наукових розробок. Це відкриття не лише дозволило детально 

аналізувати хімічний склад живих клітин і організмів, а й відстежувати його 

динамічні зміни у просторі й часі. Завдяки таким зондам стало можливим 

вивчення ключових біохімічних процесів, включаючи передачу сигналів, 

метаболічні реакції та функціонування органел. 

Флуоресцентні зонди також стали важливим інструментом для 

діагностики захворювань і моніторингу терапевтичного впливу в реальному 

часі. Їхнє застосування у молекулярній візуалізації (molecular imaging) 

сприяло значному прогресу в клітинній біології, медичних дослідженнях і 

біоінженерії, відкриваючи нові можливості для точного вивчення складних 

біологічних систем [6]. 

 

 

1.2 Флуоресцентні мітки та зонди 

 
 

Флуоресцентні білки виступають як найбільш поширені флуоресцентні 

мітки у молекулярній та клітинній біології. Застосування GFP (зелений 
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флуоресцентний білок) для мічення білків (GFP-tagging) стало стандартною 

процедурою у дослідженнях функцій та структури білків у різноманітних за 

своєю природою модельних організмах [7]. 

 

 

Рисунок 1.1 Тривимірна модель зеленого флуоресцентного білка та 

хімічна формула його флуорофору 

 
 

Сьогодні поєднання технологій селективного мічення білків GFP, 

автоматизованої високопродуктивної мікроскопії та комп’ютерного аналізу 

зображень дозволяє паралельно вивчати локалізацію та функціонування 

одразу декількох сотень молекул білків. 

Білки, які мають свою власну флуоресценцію, не можуть бути 

безпосередньо використані в якості флуоресцентних міток для дослідження 

нуклеїнових кислот. Щоб зробити «помітними» ДНК і РНК із застосуванням 

таких білкових міток, використовують специфічну стратегію [8]. У 

послідовність нуклеїнової кислоти вводять ділянку, здатну селективно 

зв’язуватися з певним білком (наприклад, репресором чи фактором 

транскрипції), який заздалегідь мітять флуоресцентним білком. Такий 

маркований білок зв’язується зі своєю мішенню, визначаючи її розташування 

у просторі. 

Одним із практичних застосувань даного підходу є використання GFP-

зв’язаного lac-репресора для візуалізації ДНК в еукаріотичних клітинах [9]  

або візуалізація РНК за допомогою системи λN [10]. 
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Флуоресцентні зонди активно використовуються для вивчення 

біологічних процесів на молекулярному рівні. Згідно з назвою, 

флуоресцентний зонд має на меті надавати досліднику інформацію про 

умови середовища, в якому він перебуває. 

Флуоресцентні зонди — це спеціальні молекули або наночастинки, які 

використовуються для виявлення та вивчення біологічних, хімічних чи 

фізичних процесів за допомогою флуоресцентного сигналу. Ці зонди здатні 

вибірково реагувати з певними молекулами чи структурами, змінюючи 

інтенсивність або спектр свого світіння, під час зв'язування зі своєю 

мішенню. 

Флуоресцентні зонди слугують ефективним засобом з метою візуалізації 

та кількісного оцінювання розподілу речовин, таких як сигнальні молекули, у 

клітинах [11]. 

Флуоресцентний зонд формується з двох ключових елементів [12]:  

1) рецептора, який взаємодіє з молекулою, що підлягає визначенню 

(аналіт);  

2) флуорофору, який реагує на зміни навколишнього середовища, 

викликаючи при цьому зміни у флуоресценції. 

 

 

 

Рисунок 1.2 Схематичне зображення типового флуоресцентного зонда [12] 

 

Даний зонд може змінювати свою флуоресценцію різними способами 

при взаємодії з аналітом. На рисунку 1.3 показано, що інтенсивність 
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флуоресценції – збільшується (А), зменшується (В), чи змінюватися один із 

параметрів, в даному випадку змінює забарвлення (С). 

 

 

 

Рисунок 1.3 Варіанти флуоресцентної відповіді взаємодії зонду з аналітом 

У певних випадках флуоресцентні зонди реагують не на присутність 

певної хімічної речовини, а на зміни саме фізичних параметрів самого 

середовища, в якому вони перебувають (наприклад: температура, полярність, 

в'язкість).  

Один із важливих прикладів — це сольватохромні флуоресцентні 

барвники, які змінюють колір своєї флуоресценції в залежності від 

полярності навколишнього середовища [13]. Вони стали ключовим 

інструментом для вивчення ліпідного складу та процесу фазових переходів у 

мембранах клітин.  

Сольватохромні барвники становлять великий клас чутливих до 

середовища зондів, які змінюють свій колір у відповідь на полярність. 

Загалом, це барвники типу push-pull із внутрішньомолекулярним переносом 

заряду. Випромінювання їх високополяризованого збудженого стану 

зміщується в червоний колір у більш полярних розчинниках.  

Внутрішньомолекулярний перенос протонів у збудженому стані є 

другою ключовою концепцією розробки ефективних сольватохромних 

барвників, які реагують на мікрооточення зміною відносної інтенсивності 
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двох емісійних таутомерних форм. Завдяки своїй чутливості до полярності та 

гідратації сольватохромні барвники успішно застосовуються до біологічних 

мембран для вивчення ліпідних доменів (рафтів), апоптозу та ендоцитозу. Як 

флуоресцентні мітки, сольватохромні барвники можуть виявляти практично 

будь-який тип біомолекулярних взаємодій, за участю білків, нуклеїнових 

кислот і біомембран, оскільки подія зв’язування виключає локальні молекули 

води з місця взаємодії [13].  

З іншого боку, флуорогенні зонди зазвичай використовують 

внутрішньомолекулярне обертання (зміну конформації) як концепцію 

дизайну, головними представниками яких є молекулярні ротори. Ці зонди 

були особливо ефективними для візуалізації в’язкості та порядку ліпідів у 

біомембранах, а також для освітлення біомолекулярних мішеней, таких як 

антитіла, аптамери та рецептори. Нові концепції досягнення флуорогенної 

відповіді на мікрооточення включають ізомеризацію в основному стані, 

гасіння, спричинене агрегацією, та емісію, спричинену агрегацією. 

Випромінювання, викликане агрегацією, поєднує розпізнавання мішеней 

з утворенням високофлуоресцентних агрегатів барвників. Загалом, 

сольватохромні та флуорогенні зонди дають змогу створювати 

біозображення без фону в умовах без змивання, а також кількісний аналіз у 

поєднанні з передовою мікроскопією, такою як флуоресцентне життя (FLIM) 

і раціометричне зображення [13]. 

Таким чином, можна сказати, що останніми роками флуоресцентні зонди 

набули статусу незамінного інструменту для дослідження живих клітин, 

надаючи клітинній біології нові швидкі й точні методи кількісного аналізу 

[14-15]. 

 

1.3 Флуоресцентні зонди і їх застосування в фізико-хімічних 

дослідженнях 

Флуоресцентні зонди (ФЗ) є важливими інструментами для дослідження 

біологічних систем, оскільки вони дозволяють отримувати цінну інформацію 
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про різноманітні фізико-хімічні властивості середовища, молекулярні 

структури та метаболічні процеси. Вони чутливі до змін полярності, 

в’язкості, гідратації, а також здатні виявляти зміни у структурах молекул і 

молекулярних комплексів при взаємодії з біологічними молекулами. Окрім 

того, зонди використовуються для вивчення реакційної здатності сполук у 

метаболізмі, що дозволяє аналізувати біохімічні процеси та оцінювати 

ферментативну активність. Завдяки своїй високій чутливості та 

універсальності, флуоресцентні зонди є незамінними у молекулярній біології, 

біохімії та біофізиці. 

Розробка флуоресцентних сенсорів для вивчення механізмів роботи 

біологічних систем на клітинному та субклітинному рівнях стала окремим 

напрямком у хімії флуорофорів. Цій темі присвячено багато наукових статей, 

оглядів та монографій [16-18]. 

Методи застосування флуоресцентних зондів у таких галузях, як 

молекулярна біологія, біохімія та біофізика, надзвичайно широкі. Проте 

варто виділити кілька ключових напрямків їх використання, які заслуговують 

на особливу увагу. 

Флуоресцентні зонди найчастіше застосовують для визначення фізико-

хімічних характеристик середовища, таких як полярність, в’язкість чи 

ступінь гідратації. Вони дозволяють досліджувати стан клітинних мембран і 

органел, зокрема мітохондрій, під впливом різних факторів, які впливають на 

роботу клітини як цілісної системи [19-20]. Крім того, ці зонди 

використовують для аналізу чистоти органічних розчинників та ефективності 

кріопротекторів [21-23]. 

Флуоресцентні зонди також широко використовуються для дослідження 

будови окремих молекул і молекулярних комплексів. Їхні флуоресцентні 

характеристики змінюються при взаємодії з біологічними молекулами, 

такими як ДНК, білки чи аденозин-фосфорні кислоти [24-25]. Завдяки цьому 

зонди дозволяють виявляти зміни конформації досліджуваних біологічних 
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структур, що допомагає пояснити їхню реакційну здатність, включаючи 

каталітичну активність. 

Особливо ефективним є застосування зондів у методі ферстерівського 

резонансного переносу енергії (FRET). Цей метод дає змогу оцінювати зміни 

конформації макромолекул при переміщенні їхніх частин у просторі на 

відстані лише кількох ангстрем. Такі вимірювання недосяжні навіть для 

найсучасніших електронних мікроскопів, що мають досить високу роздільну 

здатність [26]. 

Ще один цінний напрямок використання ФЗ – дослідження реакційних 

здатностей речовин, які беруть участь у метаболізмі біологічних об’єктів. У 

таких дослідженнях можуть аналізувати як сукупність біохімічних процесів в 

організмі, так і окремі хімічні реакції. Так, для прикладу, зметою загального 

аналізу біохімічної активності часто використовують 3,6-діацетоксифлуоран. 

Ця сполука сама по собі не флуоресцентна, при введенні в тканинні 

структури, метаболічна активність не відбувається, тому зразок – невидимий. 

Але у живих тканинах, під впливом гідролазних ферментів, відбувається 

процес деацетилювання і молекула набуває світіння під дією 

ультрафіолетового випромінюванням [27-28].  

Реакції зондів із певними ферментами дозволяють досліджувати 

кількісні характеристики їхньої активності, зокрема кінетичні й 

термодинамічні параметри біохімічних процесів [29]. 

 

1.4 Гідрофобно-модифіковані флуоресцентні зонди на основі  

3-гідроксифлавонів та їх спектрально-флуоресцентні властивості 

 

Гідрофобно-модифіковані флуоресцентні зонди відіграють важливу роль 

в сучасній біомедицині та хімії саме через свою специфічність, 

високочутливість та завдяки здатності вибірково ідентифікувати 

біомолекули. Вони застосовуються для дослідження молекулярних 
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механізмів біологічних процесів, надаючи можливість точно візуалізувати та 

кількісно аналізувати різні біологічні мішені. 

Гідрофобна модифікація сприяє проникненню зондів у клітинні 

мембрани та допомагає взаємодіяти з гідрофобними частинами біомолекул, 

тим самим підвищуючи їх ефективність та покращуючи точність під час 

визначення цільових молекул. Окрім цього, такі зонди знижують рівень 

фонового сигналу та покращують співставлення сигнал/шум, яке критично 

важливим для точного аналізу та візуалізації. 

У медичній діагностиці ці зонди використовуються для відстеження 

онкологічних захворювань на ранньому етапі саме через можливість 

взаємодіяти з конкретними біомаркерами, забезпечуючи високу точність і 

чіткість зображення ракових клітин. Останні дослідження також вивчають їх 

застосування у терапії, наприклад, з метою цільової доставки лікарських 

засобів та моніторингу їх фармакодинаміки та фармакокінетики в реальному 

часі. 

Тому можна сказати, що саме гідрофобно-модифіковані флуоресцентні 

зонди є багатогранними інструментами, що надають нові можливості для 

біомедичних досліджень і клінічного використання. 

Гідрофобна модифікація ФЗ часто застосовується біофізиками для 

дослідження клітинних мембран [31]. Так, для прикладу, Prodan та Laurdan – 

зонди були застосовані для спостереження за змінами розподілу зарядів в 

ліпідних бішарах, для кількісного визначення вмісту холестерину низької 

щільності в клітинах [32-35]. Ще один приклад – застосування гідрофобно-

модифікованого триптофану (TOE) з метою дослідження взаємодії на рівні 

білків з мембранами [36-37]. 

Жирні алкільні радикали є ефективною альтернативою ароматичним 

флуорофорам, таким як пірен, 1,6-дифеніл-1,3,5-гексатриєн, нафталін  (рис. 

1.4), для гідрофобної модифікації у дослідженні білків. Їх здатність до 

зв’язування з біомолекулами в значній мірі визначається довжиною 

карбонового ланцюга і ступенем його розгалуженості [38-39]. 
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Рисунок 1.4 Гідрофобно-модифіковані флуоресцентні зонди [30] 

 

Гідрофобно-модифіковані зонди на основі флавонолів описані в 

літературі, відзначається, що вони демонструють хорошу селективність і 

чутливість при дослідженні біологічних об’єктів. Взагалі, похідні флавонолу 

мають цікаві фотохімічні і фотофізичні властивості: в електронно-

збудженому стані цих сполук відбувається внутрішньомолекулярний перенос 

протона (ESIPT – excited state intramolecular proton transfer), тобто, 

фототаутомеризація. В наслідок перебігу цього процесу для сполук даного 

класу характерна двохсмугова флуоресценція, що є досить рідкісним явищем. 

У молекулах похідних 3-гідроксифлавону спектр флуоресценції завдяки 

процесу внутрішньомолекулярного переносу протону в збудженому стані 

(ESIPT) демонструє дві чітко розділені полоси випромінювання. Ці полоси 

відповідають нормальній і фототаутомерній формам молекули. Їхнє 

положення і співвідношення інтенсивностей можуть змінюватися під 

впливом різних факторів, таких як зміни в будові 3-гідроксихромонового 

хромофору (3HC) або зміни в природі та полярності середовища [40]. 

Полоса випромінення збудженої основної форми флавонолів N* 

розташована в короткохвильовій (блакитній ) області спектру. Полоса 
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флуоресценції фототаутомеру T* знаходиться в більш довгохвильовій 

області (зеленій, жовтій або помаранчевій) [36].  

 

Рисунок 1.5 Процес внутрішньомолекулірного переносу протону 

(ESIPT) в флавонолах: N – нормальна форма в основному стані, N* - 

нормальна форма в електронно-збудженому стані, фототаутомерна форма 

(Т*) [30].  

Ефективність процесу ESIPT залежить від замісників в фенільному ра-

дикалі в положенні 2 молекули флавонола. За наявності електронодонорних 

груп у положенні 4’ (рис.1.5) фотоперенос протону значно сповільнюється і 

обидві форми – нормальна і фототаутомер - випромінюють флуоресценцію. 

Ці дві полоси випромінення є дуже чутливими до природи середовища, що їх 

оточує, а також до різного роду взаємодій з іншими молекулами або частин-

ками. Завдяки таким властивостям флавоноли використовують в якості флу-

оресцентних зондів в медико-біологічних дослідженнях [41]. 

 
 

Рисунок 1.6 Загальна структурна формула об’єктів дослідження: 1a-c  

(n = 1,5,11, R = COOH); 1d, e (n = 5,11, R = CH3). 
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Для оцінки впливу алкільної або алкілкарбоксильної групи на спектра-

льні характеристики сполук 1(а–е) було проведено спектральні дослідження 

в розчинниках різної природи (протонних, апротонних) та  різної полярності. 

Таблиця 1.1  

Спектрально-флуоресцентні властивості досліджуваних сполук в роз-

чинниках різної природи  [30] 

 

Також спектральні характеристики порівнювались з давно відомими і 

добре дослідженими сполуками, які мають аналогічну будову хромофору - 
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незаміщеним 3-гідроксифлавоном та 4'-метоксифлавонолом (таблиця 1.1) [30, 

42, 43]. 

При порівнянні з 4'-метоксифлавонолом стає очевидним, що поява окси-

гексильного  (сполука 1d) і оксидодецильлного (сполука 1e) радикалів, або 

алкілкарбоксильних замісників (сполуки 1а, 1b, 1c), не впливає на будову 3-

гідроксихромонового хромофора. Це пояснюється відсутністю електронного 

супряження у цих замісниках. Як результат, спектри поглинання та флуорес-

ценції цих сполук (1a–1e) залишаються подібними до спектрів 4'-метоксиф-

лавонолу (рисунок 1.7, таблиця 1.1) [30]. 

 

Рисунок 1.7 Спектри флуоресценції сполук 1d (а), 1e (b) та 1c (c) у розчинни-

ках різної природи [30] 

 

Спектр флуоресценції флавонолів сильно змінюється залежно від поляр-

ності розчинника, тобто, флавоноли демонструють виражений сольватофлуо-

рохромний ефект [44]. Для сполук 1c, 1d і 1e спектри флуоресценції вимірю-
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валися у розчинниках різної природи (протонних, апротонних) та  різної по-

лярності (рисунок 1.7) [30]. 

У метанолі виявлено дві смуги флуоресценції – нормальної та таутомер-

ної форм. У воді та ацетонітрилі інтенсивність смуги флуоресценції норма-

льної форми є низькою. У слабополярних розчинниках, таких як циклогексан 

і толуен, наявна тільки смуга випромінення фототаутомеру, оскільки смуга 

нормальної форми зникає через швидке утворення таутомеру в збудженому 

стані. 

Для розрахунку Стоксових зсувів флуоресценції обчисляли різницю в 

положенні максимумів довгохвильової смуги поглинання та смуги випромі-

нення (в хвильових числах, см-1). Значення Стоксових зсувів фототаутомерів 

є високими, порядку 9000 см⁻¹ (табл. 1.1). Це характерно для флавонолів, 

оскільки фототаутомер не існує у основному стані, і тому для розрахунку 

Стоксового зсуву використовується положення смуги нормальної форми. 

 Квантові виходи флуоресценції зондових сполук (1b–1e) значно нижчі в 

полярних розчинниках, таких як вода, метанол і ацетонітрил, порівняно зі 

слабо полярними середовищами, такими як циклогексан і толуол (таблиця 

1.1) [30]. Результати дослідження показали, що довгі алкільні замісники у 

сполуках (1b–1e), які не входять до складу хромофорної системи молекул, не 

змінюють їх спектральні параметри порівняно з 4'-метоксифлавонолом (таб-

лиця 1.1, рисунок 1.7) [30]. Таким чином, можна припустити, що спектральні 

властивості цих сполук у гетерогенному середовищі, а також під час 

зв’язування з біополімерами, ферментами, ліпідними бішарами будуть про-

гнозованими [45]. 

 

1.5 Дослідження взаємодії флуоресцентних зондів на основі 3-гідрок-

сифлавону з організованим розчином полівінілпіролідону 

 

Флуоресцентні зонди з переносом протону, що базуються на 3-гідрокси-

флавоні, мають великий потенціал для дослідження фізико-хімічних власти-
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востей організованих розчинів і для визначення структурно-динамічних ха-

рактеристик полімерів та біомакромолекул. 

Оскільки флавоноли та їх похідні застосовують у якості зондів для дос-

лідження активності ферментів, то експерименти проводяться в водних 

розчинах, де інтенсивність флуоресценції флавонолів понижена. Вода 

утворює міжмолекулярні водневі зв’язки з гідроксильною групою в 

положенні 3 та карбонільною групою молекули флавонолу, які створюють 

конкуренцію утворенню внутрішньомолекулярних водневих зв’язків, необ-

хідних для перебігу процесу ESIPT. Крім того, підвищення полярності се-

редовища збільшує енергетичний бар’єр для ESIPT, що зменшує концентра-

цію фототаутомеру. У сукупності ці фактори суттєво знижують загальну ін-

тенсивність флуоресценції індикаторних сполук. 

Одним із способів покращення спектральних характеристик флавонолів 

є застосування гетерогенних середовищ, таких як двофазні системи 

вода/органічний розчинник або мікрогетерогенні системи, наприклад, колої-

дні розчини, ліпосоми чи полімерні розчини. У таких середовищах флаво-

ноли переміщуються в менш гідратовану та менш полярну органічну фазу, 

що значно підвищує ефективність процесу ESIPT.  

Для дослідження взаємодії флуоресцентних зондів із гетерогенними сис-

темами було використано водний розчин полівінілпіролідону (ПВП). Поліві-

нілпіролідон (ПВП) – розчинний у воді полімер, ланцюг якого складається із 

простих ланок N-вінілпіролідону (рис. 1.8). 

 

Рисунок 1.8 Структурні формули полівінілпіролідону й зонду 1с 
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Полівінілпіролідон (ПВП) — це синтетичний полімер, який отримують 

шляхом полімеризації вінілпіролідону. Завдяки своїм гідрофільним власти-

востям, ПВП має високу розчинність у воді та органічних розчинниках різної 

полярності [34]. Ці характеристики зумовлюють його значні абсорбційні вла-

стивості та стабілізуючий ефект, що робить його популярним у фармацев-

тиці, косметології та інших галузях [46-47].  

ПВП також застосовується як солюбілізатор та транспортний засіб для 

біологічно активних молекул, який значно підвищуює їх стабільність і 

запобігає утворенню агрегатів. Завдяки своїй здатності утворювати стабільні 

аморфні матриці з водонерозчинними органічними сполуками, він допомагає 

уникати їх кристалізації. Ці властивості ПВП дозволяють використовувати 

його як адсорбент для видалення органічних барвників з води [48-52]. 

Цей біосумісний і нетоксичний полімер широко застосовується в меди-

цині та біології завдяки своїй здатності у високих концентраціях утворювати 

у воді ліпофільні агрегати з нижчою локальною полярністю порівняно з вод-

ною фазою, що дозволяє ефективно адсорбувати водонерозчинні органічні 

молекули, наприклад, органічні барвники і низькомолекулярні ліганди з тех-

нологічних розчинів. 

В роботах [30, 45] було проведено дослідження взаємодії флуоресцент-

них зондів 2-(4-(11-карбокси)-пентилоксі)феніл-3-гідроки-4H-хромен-4-она 

(сполука 1b)  та 2-(4-(11-карбокси)-ундецилоксі)феніл-3-гідроки-4H-хромен-

4-она (сполука 1c) з полівінілпіролідоном при різних концентраціях 

полімеру.  

Дослідження проводили за допомогою флуоресцентної спектроскопії та 

молекулярного докінгу. 

 

Взаємодія зонда 1с з ПВП 

При низькій концентрації полімеру: 

Для приготування водного розчину зонда аліквоту (20 мкл) його розчину 

в ДМСО розчинили в 2 мл фосфатного буферного розчину (рН 6.86). Конце-
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нтрація отриманого розчину флавонола становила 2·10-5 моль/л. До дослі-

джуваного розчину додавали аліквоти розчину ПВП в буферному розчині, 

після додавання кожної аліквоти записували спектри поглинання і флуорес-

ценції (рис. 1.9) [30, 45]. 

 

 

Рисунок 1.9 Флуоресцентне титрування з використанням зонда 1с у буфер-

ному водному розчині (рН 6.86) в присутності ПВП: a) в розведеному 

розчині полівінілпіролідону: 1 – без полімеру, C(1с) = 2.0E-5 M. При 

додаванні полімеру, 2 – CPVP = 1.0E-5 M, 3 – CPVP = 4.4E-7 M, 4 – CPVP = 4.1E-6 

M, 5 – CPVP = 2.1E-5 M;  b) в концентрованому розчині полівінілпіролідону:  

1 – без полімеру, C(1с) = 1.1Е-5 М. При додаванні полімеру (CPVP  = 2.1E-5 

M): 2 – C(1с) = 1.1E-5 M, 3 – C(1с) = 2.2E-5 M, 4 – C(1с) = 3.2E-5 M, 5 – C(1с) 

= 4.2E-5 M [30, 45]. 

 

З наведених спектрів (рис. 1.9, а) видно, що додавання ПВП до розчину 

призводить до незначного підвищення інтенсивності флуоресценції таутоме-

рної форми при 530 нм. Збільшення інтенсивності супроводжується гіпсох-

ромним зсувом максимуму смуги з 530 нм до 513 нм. 

При високій концентрації полімеру: 

Для приготування вихідного розчину зонда аліквоту (10 мкл) його роз-

чину в ДМСО розчинили в 2 мл розчину ПВП (концентрація 2.3·10-3 моль/л)  

в фосфатному буфері (рН 6.86). Концентрація отриманого розчину флавонола 

становила 1·10-5 М. Потім до вихідного розчину додавали аліквоти розчину 



25 
 

зонда (1с) в ДМСО, після додавання кожної аліквоти записували спектри по-

глинання і флуоресценції. 

При поступовому додаванні розчину сполуки (1c) до розчину ПВП спо-

стерігалося значне зростання флуоресценції зонда (рис. 1.9, b). Це явище мо-

жна пояснити переходом молекул зонда, що містять довгий гідрофобний ал-

кільний замісник, з полярного водного розчину в неполярне гідрофобне сере-

довище біополімеру, де відбувається підвищення флуоресценції. Результат 

корелює з даними сольватофлуорохромних досліджень, які показують зрос-

тання квантових виходів флуоресценції при зниженні полярності розчинника. 

Подібну поведінку демонструють також зонди на основі 3-гідроксифлавону у 

розчинах білків, таких як альбумін. 

Взаємодія зонда 1b з ПВП 

Для приготування вихідного розчину зонда аліквоту (10 мкл) його роз-

чину в ДМСО розчинили в 2 мл розчину ПВП (концентрація 2.3·10-3 моль/л)  

в фосфатному буфері (рН 6.86). Концентрація отриманого розчину флавонола 

становила 1·10-5 моль/л. Потім до вихідного розчину додавали аліквоти роз-

чину зонда (1с) в ДМСО, після додавання кожної аліквоти записували спек-

три поглинання і флуоресценції. Для порівняння записували спектри розчи-

нів сполуки (1b) в буферному розчині з аналогічними концентраціями зонду. 

Як видно на рисунку 1.10, спектр сполуки (1b) в буферному розчині 

містить лише смугу випромінення основної форми (крива 6), оскільки в по-

лярному водному середовищі утворення фототаутомеру не відбувається. При 

розчиненні зонду в розчині полімеру в спектрі з’являється смуга випромі-

нення фототаутомеру (рисунок 1.10). Це свідчить про те, що молекули фла-

вонолу зв’язуються с полімерною матрицею, в гідрофобних кишенях якої ві-

дбувається утворення фототаутомеру. Але, на відміну від зонду (1с), в спек-

трі якого спостерігається лише випромінення фототаутомеру, а смуга основ-

ної форми відсутня, звязування сполуки (1b) з полімерною матрицею є менш 

ефективним.  
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Рисунок 1.10   Флуоресцентне титрування водного розчину ПВП 

(CПВП = 2.310-3 моль/л, рН 6.86) додаванням мікроаліквот розчину зонда (1 b) 

в ДМСО: 1 – C(1b) = 1.010-5 M, 2 – C(1b) = 2.310-5 M, 3 – C(1b) = 3.410-5 M,  

4 – C(1b) = 4.510-5 M, 5 – C(1b) = 5.610-5 M, 6 – за відсутності ПВП, C(1b) = 

1.010-5 M. 

 

 

1.6 Молекулярний докінг комплексів флуоресцентний зонд-

полівінілпіролідон 

 

Вивчення молекулярних аспектів утворення стійких адуктів барвників з 

полімерами в літературі здійснювалося за допомогою спектральних методів і 

молекулярного моделювання. Саме тому, з метою дослідження структурно-

енергетичних характеристик утворення адуктів зонда та ПВП були проведені 

комп’ютерні розрахунки за допомогою методу молекулярного докінгу.  

Для моделювання були обрані дві конформації ПВП з різними ступе-

нями полімеризації: 100 (один розгорнутий ланцюг полімеру, ПВП100) та 

1440 (згорнута глобула, ПВП1440), що зображено на рисунку 1.11 [30, 45]: 
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Рисунок 1.11 Візуалізація результатів молекулярного моделювання 

зв’язування зонда (1с) з полівінілпіролідоном у різних конформаціях: a) роз-

горнутий ланцюг полімеру, ПВП100;  b) згорнута глобула, ПВП1440 [30, 45].  

Структура комплексів зонд-ПВП100, де зонд зв’язується з двома най-

більш енергетично вигідними ділянками 1 та 2, показана на рисунку 1.11, а. 

Докінг з макромолекулою ПВП1440 підтвердив, що щільна полімерна матриця 

містить кілька енергетично різних ділянок і гідрофобних кишень, які здатні 

вмістити молекулу зонда. На рисунку 1.11, б зображено дві основні ділянки 

зв’язування 1 та 2.  

Ділянка 1 знаходиться глибоко в середині полімерної матриці, тоді як 

ділянка 2 розташована близько до зовнішньої поверхні полімерної глобули. 

Аналіз молекулярних контактів між зондом і полімером підтвердив, що ос-

новна взаємодія носить гідрофобний характер, що відбувається завдяки си-

лам ван-дер-Ваальса. Молекула зонда потрапляє в порожнину полімерної ма-

триці в результаті численних коротких контактів (< 4Å) з аліфатичними ато-

мами вуглецю полімерного ланцюга.  

Результати докінгу підтверджують, що зв’язування молекули зонду з 

полімером ПВП100 є менш енергетично вигіднішим, а ніж зв’язування з гід-

рофобною кишенею у ПВП1440. Відповідні енергіії зв’язування наведені в 

таблиці 1.2 [30, 45]. 
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Таблиця 1.2 

Розрахункові значення ефективності зв’язування сполуки 1с з 

полівінілпіролідоном [30, 45] 

 

Цілком вірогідно, що сполука (1с), спектри флуоресценції якої містять 

лише смугу випромінення фототаутомеру, зв’язується переважно з ділянкою 

зв’язування 1, тоді як сполука (1b), в спектрах якої наявні смуги випромі-

нення обох форм, зв’язується з зовнішньою поверхнею полімерної глобули, 

одночасно перебуваючи під впливом полярного водного середовища і гідро-

фобного оточення полімеру. Причинами різної поведінки цих двох сполук 

може бути різниця в просторовій будові і розмірах їх молекул, яка впливає на 

процес зв’язування з полімером. Довший алкільний бічний ланцюг сполуки 

(1с), очевидно, має більшу спорідненість до гідрофобного оточення в поліме-

рній глобулі. 
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ВИСНОВКИ 

 

1. У гідрофобно-модифікованих похідних 3-гідроксифлавонів наяв-

ний виражений сольватофлуорохромний ефект, що свідчить про їх високу 

чутливість до природи середовища, що їх оточує. 

2. Флуоресцентне титрування розчинів полівінілпіролідону (ПВП) з 

використанням зондів на основі гідрофобно-модифікованих похідних 3-гід-

роксифлавонів показало, що ефективність зв’язування зонда з полімером за-

лежить від концентрації ПВП.  

3. Показано, що довжина бічного алкільного ланцюга в молекулах 

зондів впливає на характер зв’язування з полімером полівінілпіролідоном. 

4. Результати молекулярного моделювання свідчать, що зв’язування 

зонда відбувається через гідрофобні кишені в полімерній матриці. 
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