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ФУНКЦИОНАЛИЗАЦИЯ КЛАТРОХЕЛАТОВ Fe(II) И ВЛИЯНИЕ МОДИФИКАЦИИ
КАРБОКСИГРУППЫ НА ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ С АЛЬБУМИНОМ *

Функционализацией карбоксигрупп серии изомерных карбоксиарилсульфиддизамещенных клатро-
хелатов Fe(II) синтезированы их производные, содержащие карбоксиамидные и карбоксиметильные
группы, индивидуальность и строение полученных соединений подтверждены  методами ТСХ, ЯМР и
масс-спектрометрии. Изучено взаимодействие полученных соединений с бычьим сывороточным аль-
бумином (БСА) методом тушения собственной флуоресценции белка. Установлено, что модификация
карбоксигрупп с образованием неионизируемых сложноэфирных и амидных групп приводит к уме-
ньшению эффективности этих соединений как тушителей на порядок и к изменению характера вли-
яния пространственного  расположения заместителей на тушение собственной люминесценции БСА.
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ВВЕДЕНИЕ. Для карбоксиарилсульфид-ди-
замещенных клатрохелатов Fe(II) (см. схему на с.
117) обнаружены различные виды биологичес-
кой активности: показаны их антифибриллоген-
ные свойства [1] и способность ингибировать
транскрипцию Т7 РНК-полимеразы [2], связыва-
ние с сывороточными альбуминами [3]. Пред-
полагается, что молекулы клатрохелатов спосо-
бны образовывать комплексы с глобулярными
белками за счет "топологического связывания"
— включения объемных молекул клатрохелата
в соответствующие по геометрии гидрофобные
полости белка. В таких случаях образованный
комплекс может дополнительно стабилизиро-
ваться вследствие кулоновских взаимодействий
или образования водородных связей между фун-
кциональными заместителями в клатрохелатах
и аминокислотными остатками белка.  Изучение
взаимодействия макроциклических клеточных
соединений, в частности, клатрохелатов с транс-
портными белками — сывороточными альбуми-
нами, и влияния на него природы и пространс-
твенного расположения функциональных групп
актуально в плане создания новых типов био-
логически активных веществ и принципов их
конструирования,  а также выяснения путей их
транспорта и детоксикации в организме. Ранее
установлено, что в присутствии карбоксиарил-

сульфид-дизамещенных клатрохелатов проис-
ходит тушение собственной люминесценции сы-
вороточных альбуминов. Вероятно, клатрохела-
ты могут связываться с несколькими сайтами бел-
ковой молекулы, а тушение триптофанового флу-
орофора может проходить по двум механизмам —
изменения конформации молекулы белка или пе-
реноса энергии с триптофана на клатрохелат [3].
Мы считаем, что на эффективность и селектив-
ность связывания клатрохелатов в различных
сайтах белка влияют группы, способные к иони-
зации или образованию водородных связей, а так-
же их пространственное  расположение.

Для изучения влияния заряда молекулы кла-
трохелата, пространственного расположения кар-
бонильной группы и ее способности образовы-
вать водородные связи на взаимодействие с аль-
бумином нами были синтезированы три серии кла-
трохелатов функционализированных изомерны-
ми карбоксиарилсульфидными заместителями,
содержащими карбокси-, карбоксиметил- и карбо-
ксиамидные группы. Взаимодействие полученных
соединений с бычьим сывороточным альбуми-
ном (БСА) было охарактеризовано методом ту-
шения собственной люминесценции белка. Син-
тез этих соединений также представляет интерес
для изучения реакций функционализации кла-
трохелатов, определения их спектральных свойств
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и дальнейшего изучения их биоактивности.
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ. Для синте-

за целевых соединений использовали карбокси-
арилсульфиддизамещенные клатрохелаты (схема,
I, II, III), полученные согласно методике, предста-
вленной в работе [4]. Применяли реактивы и рас-
творители (CDI, ДМСО, метанол, соляная и ук-
сусная кислоты) фирмы Sigma-Aldrich Co., ДМСО
допольнительно осушали молекулярными сита-
ми 4А. Спектры ЯМР регистрировали на спект-
рометре фирмы Bruker (400Mhz). Оптическое по-
глощение определяли на спектрофотометре Spe-
cord M40. Флуоресцентные измерения прово-
дили при комнатной температуре флуоресцент-
ным спектрофотометром Cary Eclipse (Varian) в
кварцевых  кюветах  (1х1 см).

Ниже приведена схема синтеза карбокси-
амид- и карбоксиметилсульфиддизамещенных
клатрохелатов Fe(II). Функционализация карбок-
сигруппы в амидную группу была проведена в 2
стадии (схема, а,б) с образованием промежуточ-
ного активного амида X при реакциии исходных
клатрохелатов I, II, III с CDI и последующим его
взаимодействием с аммиаком. Карбоксиметил-
арилсульфиддизамещенные  клатрохелаты IV, V,
VI были получены алкилированием исходных
клатрохелатов иодметаном в присутствии этил-
диизопропиламина  в качестве основания (схе-
ма, г). Дипара IV карбоксиметил клатрохелат

также был синтезирован реакцией активирован-
ного амида Х с метанолом (схема, в). 

Карбоксиметилсульфиддизамещенные клат-
рохелаты Fe( II)  ( IV, V, VI) . В 5 мл сухого ДМФА
растворяли при перемешивании 0.5 г (0.49 ммоль)
клатрохелата (I, II, III)  в атмосфере аргона, доба-
вляли 400 мкл (4.17 ммоль) этилдиизопропилами-
на, 0.5 г молекулярных сит 4А. Через 10 мин до-
бавляли 400 мкл метилиодида (1.24 ммоль) и ре-
акционную смесь перемешивали при комнатной
температуре в течение 3 ч. Прохождение реакции
контролировали по ТСХ-пластинке с силикаге-
лем в элюенте — ДХМ  : гексан (2:1). После окон-
чания реакции смесь выливали в раствор 0.5 г хло-
рида калия в 3 %-м растворе уксусной кислоты в
воде (40 мл). Образовавшуюся суспензию фильт-
ровали, промывали водой, смесью вода–ИПС 1:1
и небольшим количеством ИПС и гексаном. Оса-
док высушивали на воздухе, потом в вакууме при
80 оС. Полученный мелкокристаллический корич-
нево-красный порошок — вещество, хорошо рас-
творимое в метиленхлориде, этилацетате, плохо в
ИПС, практически не растворяется в воде и гексане.

Карбоксиамидарилсульфиддизамещенные кла-
трохелаты Fe( II)  ( VII, VIII, IX) . Навеску 1 г (1 экв,
1 ммоль) исходного клатрохелата растворяли в 5
мл ДМФА в атмосфере инертного газа. При пере-
мешивании прибавляли 0.486 г (3 экв, 3 ммоль) CDI
и реакционную смесь подогревали до 40 оС. При

этой температуре смесь перемешива-
ли до прекращения выделения газа.
После охлаждения до 20 оС через ре-
акционную смесь пропускали 0.22 л
(10 экв, 10 ммоль) аммиака в течение
10 мин и оставляли при перемешива-
нии еще на 30 мин, затем выливали в
25 мл 2 %-й соляной кислоты. Обра-
зовавшийся осадок фильровали, пе-
реосаждали из ДМСО смесью ИПС :
циклогексан (1:4). Осадок фильтрова-
ли, сушили и получали коричнево-кра-
сные  кристаллы.

п-Карбоксиметилсульфиддизаме-
щенный клатрохелат Fe( II) . Навеску
1 г (1 экв, 1 ммоль) исходного клатро-
хелата растворяли в 5 мл ДМФА в ат-
мосфере инертного газа. При переме-
шивании прибавляли 0.486 г (3 экв, 3
ммоль) CDI и реакционную смесь по-
догревали до 40 оС. При этой темпе-
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ратуре смесь перемешивали до прекращения вы-
деления газа. После охлаждения до 20 оС 1 ч в
реакционную смесь добавляли 0.4 мл метанола (10
экв, 10 ммоль) и оставляли при перемешивании
еще на 30 мин, после чего выливали в 25 мл 2 %-й
соляной кислоты. Полученную суспензию филь-
тровали, промывали водой, смесью вода–ИПС
1:1 и небольшим количеством ИПС и гексаном.
Образовавшийся кристаллический осадок пере-
осаждали из ДХМ  гексаном, промывали водой и
смесью вода–ИПС 1:1, затем высушивали на во-
здухе и в вакууме при 80 оС. Получили мелкокри-
сталлический коричнево-красный порошок.

Спектры флуоресценции растворов БСА в
буфере были получены до и после добавления рас-
творенного в ДМСО клатрохелата. Для экспери-
мента использовали бычий сывороточный аль-
бумин фирмы Sigma-Aldrich Co. в концентрации
0.2 г/л (3 мкМ), растворенный в буферном раст-
воре Tris–НСl (С=0.05 М, рН 7.9). Стоковые рас-
творы клатрохелатов (С=2 мМ) в ДМСО были
добавлены в аликвотах 2, 5, 10, 15, 25 мкл (что
соответствует 2, 5, 10, 15, 25 мкМ  концентрации
в рабочем растворе) к раствору белка. Длина
волны возбуждения флуоресценции БСА 280 нм,
сигнал регистрировался на длине волны макси-
мума  флуоресцентного  пика.

Увеличение концентрации клатрохелата ве-

дет к повышению оптической плотности на дли-
не волны возбуждения и эмиссии, что уменьшает
интенсивность флуоресценции белка ввиду “эф-
фекта внутреннего фильтра” и реабсорбции. Что-
бы избежать ошибок в интерпретации спектров,
данные эффекты были учтены. Интенсивности флу-
оресцентных спектров были откорректированы
согласно следующему уравнению [5]:

Icor =  Iobs⋅10(Dex+Dem)/2, 

где Icor и Iobs — соотвественно откорректирован-
ные и наблюдаемые интенсивности, а Dex и Dem
— оптическая плотность исследуемых растворов
на длинах волн возбуждения и эмиссии.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ. N,N-карбоди-
имидазол может применяться для активации кар-
боксигруппы заместителей в клатрохелатных ком-
плексах и превращения их в амидные или сложно-
эфирные группы с выходами 45—65 % (табл. 1).
Взаимодействие клатрохелатного остова с CDI или
образующимися ацилимидазолами не наблюдае-
тся, однако в ходе реакции появляются несколь-
ко побочных продуктов (исходный дикарбокси-
клатрохелат, образующийся при реакции ацили-
мидазола с влагой, соединения с частично моди-
фицированными карбоксигруппами, очистка от
которых представляет собой хроматографичес-
кое разделение либо переосаждение). Алкилиро-
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Т  а б л и ц а  1
Выходы, коэффициенты удерживания и спектральные свойства полученных соединений

Соединен
ие Выход, % Rf (Гекс.:ДXM=

=2:1)
Rf (ДXM:ИПС=

=95:5)
1H ЯМР-спектр (растворитель — ДMСO-d6)

I — 0 0.2 7.2–7.23 (д, 4Н ), 7.34 (м, 20Н ), 7.83–7.85 (д,4Н )
II — 0   0.35 7.3 (м, 22Н ), 7.49–7.52–7.54 (т, 4Н ), 7.76–7.79(с, 2Н )
III — 0 0.1 6.82–6.85 (д, 2Н ), 7.35 (м, 22Н ), 7.48–7.51–7.54 (т, 2Н ),

7.94–7.96(д, 2Н )
IV 83а,  48б 0.3 1 3.81 (с, 6Н), 7.22–7.24 (д, 4Н), 7.36 (с, 20Н), 7.82–7.85 (д, 4Н)
V 81   0.25 1 3.75 (с, 6Н ), 7.33 (м, 22Н ), 7.45 (с, 2Н ), 7.50–7.52 (д, 2Н ),

7.71–7.73 (д, 2Н )
VI 85 0.2 1 3.80 (с, 6Н ), 6.85–6.90 (д, 2Н ), 7.38 (м, 22Н ), 7.49–7.51–

7.54 (т, 2Н ), 7.88–7.91 (д, 2Н )
VII 64 0 0.4 7.26–7.28 (д, 4Н), 7.39 (м, 20Н), 7.85–7.87 (д, 4Н), 8.04 (с, 2Н)
VIII 52 0 0.5 7.34 (м, 22Н), 7.53 (2Н), 7.64 (с, 1Н), 7.78 (т, 2Н), 8,04 (с, 2Н)
IX 57 0   0.35 6.82–6.83 (д, 2Н ), 7.28–7.30–7.32 (т, 2Н ), 7.41 (м, 20Н ),

7.60 (с, 2Н ), 7.70-7.71 (д, 2Н ), 8.08 (с, 2Н )

П  р и м е ч а н и я. Rf — коэффициент удерживания; а реакция алкилирования иодметаном, б реакцией
ацилимидазола с метанолом.
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вание карбоксигруппы
заместителей иодмета-
ном позволяет получить
целевые продукты с вы-
сокими выходами прак-
тически без побочных
продуктов (табл. 1) .

Для определения
влияния модификации
карбоксигруппы на свя-
зывание с белком бы-
ла изучена зависимость
собственной люминес-
ценции БСА от возрас-
тающей концентрации карбоксиклатрохелатов и
их карбметокси и амидных производных. Резуль-
таты измерений в координатах Штерна–Фольме-
ра представлены на графиках (рисунок), относи-
тельные значения тушения люминесцентного си-
гнала белка (I0/I) для всех клатрохелатов при
концентрации 15 мМ (соотношении белок:клат-
рохелат 1:5) приведены в табл. 2. Согласно полу-
ченным результатам, наиболее интенсивными ту-
шителями являются соединения, содержащие
карбоксигруппы, насыщение тушения наблюда-
ется при соотношении 3–5 молекул клатрохела-
та на молекулу белка. Для этих соединений зави-
симость интенсивности люминесценции от кон-
центрации тушителя изменяется  немонотонно и
нелинейно, что может быть связано с различной
интенсивностью тушения двух флуорофоров (трип-
тофанов) БСА при образовании комплексов раз-
личного состава (то есть при связывании разного
количества молекул клатрохелата с молекулой аль-
бумина). Пространственное расположение каpбо-
ксильной группы влияет на связывание с белком:
так, максимальное тушение люминесценции на-
блюдается для мета-изомера (до 16 раз). Гашение
флуоресценции триптофана может происходить
за счет: 1) изменения окружения флуорофора при
конформационных изменениях глобулы белка, ко-
торые вызваны взаимодействием с молекулами
клатрохелата (это возможно  и при связывании
клатрохелата на некотором расстоянии от трип-
тофанов), и/или 2) переноса энергии с триптофана
на клатрохелат (в этом случае молекулы металло-
комплекса должны располагаться в непосредст-
венной близости от триптофана)  [3].

Производные с амидными или сложноэфир-

ными группами значительно слабее влияют на ин-
тенсивность флуоресценции БСА (рисунок, табл.
2), в этом случае интенсивность тушения не пре-
вышает 1.8 раз для карбамид- и менее чем 1.3 для
карбметоксипроизводных. Мы считаем, что раз-
ница во влиянии дикарбоксизамещенных клат-
рохелатов и их производных на флуоресценцию
молекулы альбумина указывает на ключевую роль
анионных групп (соответственно электростати-
ческого взаимодействия) для формирования ста-
бильного комплекса белок–клатрохелат. При этом
пространственное расположение анионных цен-
тров (карбоксигрупп) ответственно за более тон-
кие различия в  структуре комплекса белок–кла-
трохелат, которые приводят к разнице в интен-
сивности тушения люминесценции белка изоме-
рными клатрохелатами. По нашему мнению, на-
личие в молекуле белка нескольких разных цен-
тров (сайтов) связывания лиганда определяет воз-
можность “выбора” лигандом предпочтитель-
ного сайта связывания в зависимости от тонких
структурных эффектов, определяемых прост-
ранственным расположением карбоксигрупп. В
свою очередь, предпочтительность связывания ли-

Графики тушения собственной люминесценции БСА карбокси- (а), карбоксиме-
тил- (б) и карбоксиамид- (в) арилсульфиддизамещенными клатрохелатами Fe(II).

Т а б л и ц а  2
Значения тушения собственной люминесценции БСА
клатрохелатами, содержащими карбоксигруппы (А),
сложноэфирные (Б) и амидные (В) группы

Изомерия А I0/I Б I0/I В I0/I

Дипара I 9.26 IV 1.05 VII 1.01
Димета II 15.8 5 V 1.25 VIII 1.21
Диорто III 9.90 VI 1.09 IX 1.76

а

б
в

ISSN 0041-6045. УКР. ХИМ . ЖУРН . 2015. Т. 81, № 12 119



ганда в различных сайтах белка определяет раз-
ницу тушения триптофановой люминесценции в
зависимости от реализованного в образовавше-
мся комплексе механизма тушения и расстояния
между флуорофором и тушителем. Для неспосо-
бных к ионизации комплексов, содержащих кар-
боксиамид- и карбоксиэфирные группы, проис-
ходит значительное уменьшение тушения собст-
венной люминесценции белка, что свидетельст-
вует о гораздо более слабом связывании в комп-
лексе незаряженный клатрохелат—белок. Разли-
чие в интенсивности гашения люминесценции
для серии эфиров незначительно, но их поведе-
ние симбатно серии клатрохелатов с карбокси-
группами (табл. 2). Для серии амидов, которые
способны к образованию направленных водо-
родных связей (к специфическим взаимодейст-
виям гость–хозяин), наблюдается существенная
разница в интенсивности тушения люминесцен-
ции различными изомерами. Максимальная ин-
тенсивность тушения — у орто-изомера, кото-
рый в приведенном интервале концентраций в
1.4—1.8 раза сильнее гасит люминесценцию бел-
ка, чем мета- и пара-изомеры.

РЕЗЮМЕ. Функціоналізацією карбоксигруп се-
рії карбоксиарилсульфіддизаміщених клатрохелатів
Fe(II) синтезовано сполуки, в яких карбоксигрупа замі-
нена на амідну чи естерну групи. Описано методику їх
отримання. Будову і чистоту одержаних сполук під-
тверджено методами ТШХ та ЯМР-спектрометрії. Ви-
вчено взаємодію цих сполук з бичачим сиворотковим
альбуміном методом тушіння власної флуоресценції

білка. Встановлено, що клатрохелати, в яких карбок-
сигрупа заміщена на естерну чи амідну групи, на по-
рядок слабкіше впливають на флуоресцентні власти-
вості сироваткового альбуміну.

Ключові слова: клатрохелати, функціоналізація кар-
боксигрупи, біологічна активність, сироваткові аль-
буміни, тушіння флуоресценції.

SUMMARY. By the functioanalization of carboxy
group of carboxyarylsulfiddisubstitued clathrochelates Fe
(II) their derivatives containing amide or ester groups has
been obtained. The methods of synthesis are described;
the identity and purity of the obtained compounds has
been proved by TLC. The interaction of the obtained
compunds with bovin serum albumin was studied by the
fluorescent spectroscopie. It has been found that clathro-
chelates containing ester or amide groups instead of carbo-
xygroups have noticeably weaker impact (up to 15 times)
on the fluorescent properties of bovine serum albumin.

Keywords: clathrochelates, functionalization of carboxy-
groupe, biological activity, serum albumin quenching
of fluorescence.
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