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ВВЕДЕНИЕ 

 

Фотосенсибилизаторы (ФС) находят применение для лечения некоторых 

опухолевых заболеваний методом фотодинамической терапии (ФДТ) [1]. В 

результате поглощения света молекулой ФС она переходит сначала в возбужденное 

синглетное состояние, после через интеркомбинационную конверсию (ИКК) 

переходит в триплетное состояние. Триплетное состояние является 

реакционноспособным, долгоживущим и вступает в реакции с молекулярным 

кислородом с образованием активных форм кислорода (АФК). АФК являются 

цитотоксическими интермедиатами и способны приводить к гибели раковых 

клеток. Использование источников света, работающих в диапазоне видимого и 

ближнего ИК спектра (650-800 нм) представляет интерес по причинам увеличения 

глубины проникновения света и уменьшения показателей оптического поглощения 

в биологических тканях [2]. Для эффективного поглощения света данного 

спектрального диапазона молекула ФС должна иметь соответствующую 

интенсивную полосу поглощения. Одним из реакционных путей триплетного 

состояния является перенос энергии (реакции II типа) на молекулярный кислород, 

который приводит к образованию синглетного кислорода. Синглетный кислород 

принадлежит к АФК и является одним из основных цитотоксических 

интермедиатов. Другой реакцией триплетного состояния является перенос 

электрона с молекулы донора (реакции I типа) на триплетное состояние молекулы 

ФС, в результате которого образуется радикал-анион молекулы ФС, который в 

дальнейшем может взаимодействовать с молекулярным кислородом с 

образованием супероксидного радикала. Супероксидный радикал также 

принадлежит к АФК [3]. 

 В процессе развития данного терапевтического метода уже созданы три 

поколения фотоактивных молекул, в том числе на основе порфиринов и хлоринов 

[4]. Часть фотосенсибилизаторов на основе тетрапирролов уже применяется для 

лечения определенных опухолевых заболеваний (препараты Фотофрин, Фоскан, 

Визудин) [5-8]. 
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Цианиновые красители находят применение областях молекулярной 

диагностики, флуоресцентного имаджинга [9-11] хирургии [12] и 3D – печати [13-

14].  

Среди этого класса красителей особый интерес представляют 

бискарбоцианиновые красители (БКЦ) поскольку обладают способностью к 

образованию триплетного состояния при фотовозбуждении. Наличие центрального 

гетероцикла, связывающего два цианиновых хромофора приводит к диполь-

дипольному взаимодействую данных хромофоров и туннелированию электрона 

через центральный гетероцикл [15]. Оба эти эффекта приводят к расщеплению 

синглетного уровня. В результате в спектре поглощения появляется 

дополнительная полоса, сдвинутая в длинноволновую область. Наличие 

интенсивных полос поглощения в красной области электромагнитного спектра, а 

также способность генерировать АФК позволяет рассматривать эти красители как 

потенциальные фотосенсибилизаторы [16-23]. 

Кетоцианиновые красители отмечаются наличием триплетного состояния  

(n, π*) – типа локализованного на карбонильной группе красителя. Данное 

триплетное состояние характеризуется высокой реакционной способностью в 

реакциях переноса протона и электрона. Благодаря этой особенности данные 

красители могут рассматриваться не только как потенциальные 

фотосенсибилизаторы для ФДТ, но и использоваться в качестве фотоинициаторов 

в процессах радикальной фотополимеризации [24-25]. Объемные структуры, 

созданные методом аддитивной фотополимеризации применяются в качестве 

медицинских изделий [26-27] и систем доставки лекарств [28-29]. При 

фотооблучении молекул фотоинициатора с помощью радикальных интермедиатов 

происходит иницииация процесса цепной полимеризации [30]. К классу 

кетоцианиновых красителей можно отнести красители на основе бис-бензилиден 

кетонов. Они имеют достаточно высокую молекулярную экстинкцию (до 1 × 105 M-

1 см-1), что наряду с возможностью регулировать длину хромофора позволяет 

получать молекулы фотоинициаторов пригодные для использования при 

различных источниках фотовозбуждения [31]. 
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Актуальность работы. Настоящая работа посвящена исследованию 

фотохимических свойств возбужденных состояний новых 

карборанилтетрапиррольных, бискарбоцианиновых и кетоцианиновых красителей 

и их комплексов с биомакромолекулами (БММ). Исследование фотохимических 

процессов с участием молекулы ФС, приводящих к образованию АФК является 

важным для оценки влияния строения фотоактивной молекулы на её 

фотохимические свойства. Изучение процессов переноса энергии, и переноса 

электрона, которые приводят к генерации АФК, позволяет улучшить понимание 

механизмов действия ФС. Кетоцианиновые красители представляют интерес 

благодаря способности образовывать возбужденные триплетные состояния и 

генерировать АФК, не только в качестве потенциальных фотосенсибилизаторов 

для биомедицинского применения, но и фотоинициаторов (ФИ) в процессах 

фотополимеризации. Для улучшения характеристик производимых изделий 

необходимо создание новых молекул-фотоинициаторов. Кетоцианиновые 

красители уже находят применение в технологии 3D-печати в качестве 

фотоинициаторов. Изменение структуры и фотохимических свойств данных 

фотоактивных молекул может приводить к более быстрому и точному 

изготовлению трехмерных структур. 

Степень разработанности темы исследования. Актуальной проблемой в 

ФДТ является поиск новых молекул - фотосенсибилизаторов. В процессе развития 

ФДТ было создано уже три поколения фотосенсибилизаторов. Данная работа 

связана с исследованием фотохимических свойств новых фотоактивных молекул, 

комбинирующих действие фотосенсибилизатора, и агента для бор-

нейтронозахватной терапии. Другой проблемой при проведении ФДТ является 

гипоксия опухолей. В условиях выраженной гипоксии актуальным становится 

использование ФС, действующих преимущественно по первому типу. В данной 

работе проведено исследование возможности действия бискарбоцианинового 

красителя как ФС первого типа. Разработка новых фотоактивных молекул для 

использования в процессах фотополимеризации также является актуальной 
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задачей. В данной работе  исследованы фотохимические свойства нового 

кетоцианинового красителя для использования в аддитивных технологиях. 

Целью настоящей диссертационной работы является исследование 

фотохимических свойств ряда новых тетрапиррольных, бискарбоцианиновых и 

кетоцианиновых красителей, изучение процессов деактивации возбужденных 

состояний в зависимости от строения молекулы, исследование процессов переноса 

энергии с участием возбужденного триплетного состояния красителя и 

молекулярного кислорода, а также процессов переноса электрона с участием 

возбужденного триплетного состояния и донора электронов, а также 

характеристика процессов комплексообразования с молекулами ЧСА и ЛПНП. 

Для выполнения этой цели были поставлены следующие задачи: 

1. Методами импульсного фотолиза установить спектрально-кинетические 

характеристики триплетных состояний тетрапиррольных, 

бискарбоцианиновых и кетоцианиновых красителей в органических 

растворителях и в комплексах с ЧСА. 

2. Методами спектрофотометрии и спектрофлуориметрии охарактеризовать 

комплексообразование красителей с молекулами ЧСА и ЛПНП. 

3. Установить влияние структуры молекулы тетрапиррольных красителей на 

фотохимические процессы в органических растворителях.  

4. Определить влияние молекулярного окружения на роль различных путей 

деактивации возбужденных состояний молекул кетоцианиновых 

красителей. 

5. Установить спектрально-кинетические характеристики продуктов 

процесса фотопереноса электрона с участием бискарбоцианиновых 

красителей в модельной системе с донором электрона. 

Объектом исследования были выбраны тетрапиррольные, 

бискарбоцианиновые и кетоцианиновые красители и их комплексы с 

биомакромолекулами. 
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Предмет исследований: спектрально-кинетические свойства возбужденных 

синглетных и триплетных состояний красителей классов тетрапирролов, 

бискарбоцианинов и кетоцианинов и их комплексов с биомакромолекулами. 

Научная новизна работы заключается в определении спектрально-

кинетических характеристик синглетных и триплетных состояний ряда новых 

красителей класса тетрапирролов, бискарбоцианинов и кетоцианиных красителей 

и их комплексов БММ. Охарактеризованы процессы переноса энергии и электрона 

с участием триплетных состояний данных веществ. Определены константы 

комплексообразования исследуемых веществ с молекулами ЧСА и ЛПНП. 

Установлены зависимости строения фотоактивных молекул и путей деактивации 

возбужденных состояний. 

Теоретическая и практическая значимость работы заключается в том, что 

впервые были установлены спектральные и кинетические характеристики 

возбужденных состояний новых красителей тетрапиррольного, 

бискарбоцианинового и кетоцианинового классов. Были получены константы 

комплексообразования красителей с ЧСА и ЛПНП. Определена эффективность 

образования синглетного кислорода тетрапиррольными красителями. Установлен 

фотоперенос электрона с участием триплетного состояния бискарбоцианинового 

красителя в модельной системе с донором электрона и установлены спектрально-

кинетических характеристики анион-радикала красителя. Показано увеличение 

эффективности образования синглетного кислорода кетоцианиновым красителем 

при введении метакрилатных заместителей. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Введение карборановых заместителей в тетрапиррольные красители 

позволяет сохранить флуоресцентные и фотосенсибилизирующие 

характеристики (ΦΔ> 0,5) красителей.  

2. Исследованные тетрапиррольные и бискарбоцианиновые красители 

образуют комплексы с молекулами ЧСА и ЛПНП с константой связывания 

Kb ⁓ 105 M-1. В процессе комплексообразования наблюдается усиление 
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флуоресценции, как результат увеличения жесткости молекулярной 

структуры красителя при встраивании в макромолекулу альбумина.  

3. Бискарбоцианиновые красители вступают в реакцию фотопереноса 

электрона в системе с донором электрона (аскорбиновая кислота). В 

результате переноса электрона образуется анион-радикал красителя, который 

гибнет в процессе рекомбинации с константой скорости 2k = 1-2 × 109 М-1с-1. 

4. Новое метакрилатное производное на основе бис-

бензилиденциклопентанона демонстрирует повышенную генерацию 

синглетного кислорода и радикальных интермедиатов по сравнению с 

исходной незамещенной молекулой красителя. Новое производное является 

более перспективным ФИ для использования в аддитивных технологиях по 

сравнению с исходной молекулой. 

5. Исследованные карборанилтетрапиррольные красители демонстрируют 

цитотоксическое действие на опухолевые клетки НСТ116 in vitro.  

Методология и методы исследования. В данной работе использованы 

различные спектральные методы, такие как спектрофотометрия, флуориметрия, 

спектрофлуорометрия высокого временного разрешения, импульсный и лазерный 

фотолиз.  

Личный вклад автора. Автор принимал участие во всех этапах 

исследования, от постановки цели и задач исследования и постановки 

эксперимента до публикации результатов проделанной работы. Диссертант 

выполнил весь объем физико-химических исследований, занимался обработкой 

массива полученных данных. Работы с клеточными культурами выполнялись 

совместно с сотрудниками ФГБУН Института биохимической физики им. Н.М. 

Эмануэля РАН А.В. Шибаевой и А.А. Марковой. Полученные результаты 

представлялись диссертантом на конференциях. 

Степень достоверности полученных результатов. В работе широко 

использовались современные методы физико-химических исследований: 

спектрофотометрия, времяразрешенная флуориметрия в режиме счета единичных 

фотонов, флуоресцентная спектроскопия, лазерный и импульсный фотолиз. 
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Повторность проведения экспериментов и статистическая оценка погрешности 

полученных результатов обеспечивала достоверность результатов.  

Апробация работы. Материалы диссертационной работы опубликованы в 7 

статьях в рецензируемых журналах, входящих в список ВАК, 3 тезисах докладов 

на конференциях и симпозиумах. Результаты работы были представлены на: 

Симпозиуме Современная химическая физика, Туапсе, Россия, 16-25 сентября 

2019; Симпозиуме Современная химическая физика, Туапсе, Россия, 24 сентября – 

4 октября 2021, Конференция химия, физика, биология: пути интеграции, Москва, 

20–22 апреля 2022 года. 

Связь работы с научными программами и проектами. Работа выполнена 

при поддержке Российского научного фонда по проекту № 18-13-00463 

«Механизмы фотохимических процессов в комплексах полиметиновых красителей 

с двумя сопряженными хромофорами и белков». 

Объем и структура диссертации. Диссертационная работа состоит из 

введения, 3 глав, заключения, выводов, списка сокращений и условных 

обозначений, и списка литературы, включающего 249 источников. Диссертация 

изложена на 125 страницах, включает 13 таблиц и 53 рисунков. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

Литературный обзор посвящен описанию принципов действия 

фотосенсибилизаторов в фотодинамической терапии, рассмотрению фотоактивных 

молекул класса цианиновых и тетрапиррольных красителей, а также описанию 

фотоинициирующих систем, в том числе на основе кетоцианиновых 

фотоинициаторов, применяемых в процессах фотополимеризации и 3D – печати. 

 

1.1  Фотосенсибилизаторы в фотодинамической терапии 

 

Фотодинамическая терапия (ФДТ) является быстроразвивающимся методом 

для лечения рака. Это неинвазивный способ лечения, основанный на введении 

вещества - фотосенсибилизатора (ФС), который накапливается в опухолевых 

тканях и может возбуждаться источником света определенной длины волны. При 

фотовозбуждении молекулы ФС она переходит в возбужденное синглетное 

состояние (Уравнение 1). Оно характеризуется мультиплетностью равной 1, так как 

при переходе не меняется взаимная ориентация спинов электронов (Рисунок 1). В 

дальнейшем молекула может испустить фотон и вернуться в основное состояние 

(Уравнение 3) – этот процесс называется флуоресценция. Другим путем 

деактивации является внутренняя конверсия в основное состояние (Уравнение 2). 

Другим безызлучательным переходом при деактивации синглетно-возбужденного 

состояния является интеркомбинационная конверсия (ИКК). В результате ИКК 

молекула переходит в возбужденное триплетное состояние (Уравнение 4).  

  PS + hʋ → 1PS          (1) 

1PS ⇝ PS           (2) 

1PS → PS + hʋ          (3) 

1PS ⇝ 3PS           (4) 

Триплетное состояния – это электронное состояние, которое характеризуется 

мультиплетностью равной 3 (Рисунок 1). 
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Рисунок 1 ‒ Схематическое изображение электронного строения возбужденных 

состояний молекулы фотосенсибилизатора 

 

 

Рисунок 2 ‒ Схематическое изображение диаграммы Яблонского и механизмы 

действия ФС 

 

Молекула переходят в триплетное состояние в результате фотовозбуждения 

и в некоторых случаях в результате химических реакций. Диаграмма Яблонского 

(Рисунок 2), показывает заселение различных электронных состояний молекулы и 

процессы деактивации этих состояний.  

Излучательный переход из триплетного состояния в основное синглетное 

состояние называется фосфоресценцией (Уравнение 5). Поскольку при данном 
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переходе происходит изменение мультиплетности электронного состояния 

молекулы, его можно отнести к интеркомбинационной конверсии. 

3PS → PS + hʋ          (5) 

В дальнейшем триплетное состояние может принимать участие в ряде 

реакций, которые можно отнести к реакциям по механизму ФДТ типа I и типа II 

[32]: 

Механизм ФДТ по типу I: 

3PS + 3PS → PS•+ + PS•-         (6) 

3PS + D → PS•- + D•+         (7) 

PS•- + O2 → PS + O2
•-         (8) 

Механизм ФДТ по типу II: 

3PS + 3O2 → PS + 1O2         (9) 

Механизм действия фотосенсибилизаторов по типу I включает процессы 

переноса электрона c участием другого возбужденного триплетного состояния 

(Уравнение 6) или донора электронов (Уравнение 7). ФС в возбужденном 

состоянии взаимодействует непосредственно с субстратом, таким как клеточная 

мембрана или биомолекула, и вступает в реакции с отщеплением атома водорода 

или переноса электрона с образованием свободных радикалов и ионов-радикалов. 

Полученный анион радикал молекулы фотосенсибилизатора в дальнейшем 

вступает в реакцию с молекулярным кислородом с образованием супероксидного 

радикала (Уравнение 8). В дальнейшем могут образовываться такие АФК как HO• 

и H2O2 вызывающие окислительный стресс, который может привести к гибели 

клеток. Механизм реакции по II типу включает перенос энергии с триплетного 

состояния молекулы фотосенсибилизатора на молекулярный кислород с 

образованием синглетного кислорода (Уравнение 9). Триплетное состояние 

молекулы фотосенсибилизатора имеет большее время жизни (до десятков 

микросекунд), что дает достаточно времени для прямой передачи энергии 

молекулярному кислороду.  

Молекула кислорода в основном состоянии является триплетной, то есть 

неспаренные электроны имеют один и тот же спин. При активации молекулы 
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кислорода происходит изменение спина возбужденного электрона, что приводит 

изменению мультиплетности молекулы. Синглетный кислород является сильным 

окислителем и легко окисляет такие компоненты клетки как липиды, белки и 

нуклеиновые кислоты. Внутриклеточное распределение синглетного кислорода 

влияет на терапевтический эффект ФДТ [33]. Время жизни синглетного кислорода 

в живой, функционирующей клетке составляет 3 мкс [34]. Эффективность 

образования синглетного кислорода является одной из важнейших характеристик 

ФС и определяется квантовым выходом и временем жизни его триплетного 

возбужденного состояния [35]. 

Второй важный цитотоксичный интермедиат – супероксидный радикал. 

Эндогенный супероксидный радикал образуется в митохондриях [36-37] и в 

результате реакции диспропорционирования превращается в перекись водорода 

(H2O2) (Уравнение 10) [38]: 

2O2
•- + 2Н+ → H2O2 + O2        (10) 

Супероксидный радикал имеет низкую реакционную способность в 

биологических системах [39], и короткое время жизни [40-41], и деактивируется в 

реакции диспропорционирования. Для регуляции уровня супероксидного радикала 

в клетке существует защитные механизмы, включающие действие супероксид 

дисмутазы (SOD), и каталазы [41]. Как окислитель супероксидный радикал может 

вступать в реакцию с ионами металлов, допамином, адреналином и аскорбатом с 

образованием перекиси водорода [42].  

Перекись водорода является нестабильным соединением и достаточно сильным 

окислителем. Это соединение также может выступать источником более 

токсичных интермедиатов, таких как гидроксил радикал (OH•), образующихся в 

реакции Фентона (Уравнение 11): 

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH• + OH-       (11) 

Именно по этой причине уровень концентрации перекиси водорода регулируются 

вне- и внутриклеточными ферментами, включая каталазу, глутатион-пероксидазу 

и пероксиредоксины [39; 43-44]. 
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Гидроксил радикал, генерирующийся в реакции Фентона, является одним из 

самых реакционноспособных интермедиатов из числа АФК. Он не является 

селективным и реагирует с высокой константой скорости практически с любой 

молекулой в клетке (липиды, аминокислоты, нуклеотиды и сахара) [39], [45-47]. 

Реакционная способность гидроксил радикала настолько высока, что никакой 

фермент не может использовать его в качестве субстрата, так как это потребовало 

бы диффузно-контролируемого проникновения к активному участку фермента. Его 

активность может быть уменьшена удалением перекиси водорода и ионов 

переходных металлов из клетки. Поскольку времена жизни очень малы (10-9 с) [48], 

гидроксильный радикал нейтрализуется, вступая в реакцию с любыми 

окисляемыми молекулами, находящимися в пределах его доступа. 

Идеальный фотосенсибилизатор в соответствии с [49], обладает следующими 

свойствами: (а) простой синтез и очистка вещества, (б) высокий квантовый выход 

синглетного кислорода (ΦΔ), (в) интенсивное поглощение в красной области 

видимого спектра (650-800 нм), (г) эффективное накопление в опухолях и низкая 

темновая цитотоксичность, (д) стабильность и растворимость в физиологических 

жидкостях, (е) быстрое выведение из тела после окончания лечения. Далее будут 

рассмотрены различные классы красителей как потенциальные 

фотосенсибилизаторы. 

 

1.2 Тетрапиррольные красители как потенциальные 

фотосенсибилизаторы 

 

  Красители класса тетрапирролов уже нашли применение для лечения 

некоторых опухолевых заболеваний [5-8]. К преимуществам 

фотосенсибилизаторов на основе тетрапирролов относят высокие квантовые 

выходы триплетных состояний и синглетного кислорода, высокая химическая 

стойкость и легкий синтез. К первому поколению тетрапиррольных ФС относятся 

порфимер натрия и гематопорфирины. Для увеличения способности поглощать 

свет в длинноволновой области спектра и увеличения активности в отношении 
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образования АФК, проводили химическую модификацию ФС первого поколения. 

Второе поколение ФС представляет собой синтетические соединения, включая 

модифицированные производные порфиринов, хлоринов, бактериохлоринов и 

фталоцианинов и другие, конъюгированные с различными молекулами-мишенями. 

Они обладают увеличенной молярной экстинкцией в видимом и ближнем 

инфракрасном диапазоне электромагнитного спектра, а также высоким квантовым 

выходом синглетного кислорода и более предсказуемой зависимостью между 

дозой препарата и терапевтическим ответом, что позволяет оказывать более 

эффективное воздействие на опухоль. В настоящее время лучшая стратегия для 

достижения высокой селективности ФС в отношении определенных участков 

опухоли заключается в их сочетании с биомолекулами, антителами, белками и 

углеводами [50-51]. ФС третьего поколения представляют собой ФС 

инкапсулированные в различных носителях, что повышает их селективность в 

отношении опухолей. Для создания таких конъюгатов используются наночастицы 

золота, кремния, квантовые точки, углеродные нанотрубки и другие молекулы [52-

53]. Биосовместимые CdSe квантовые точки конъюгированные водорастворимым 

порфирином были созданы для использования в ФДТ с двухфотонным 

возбуждением [52]. Было показано что данные конъюгаты при двухфотонном 

возбуждении способны генерировать синглетный кислород в два раза более 

эффективно по сравнению с раствором порфирина. Кремневые наночастицы сами 

по себе не обладают фотосенсибилизирующими свойствами, но они могут 

использоваться для инкапсуляции фотосенсибилизаторов, поскольку являются 

химически инертными и оптически прозрачными [52]. Химическую 

функционализацию кремниевых частиц можно проводить благодаря наличию 

гидроксильных групп на ее поверхности. Было показано что создание кремниевых 

наночастиц с мета-тетра(гидроксифенил)-хлорином позволяет повысить 

эффективность образования синглетного кислорода по сравнению с 

использованием самого фотосенсибилизатора. Наночастицы кремния 

модифицированные органическими лигандами могут использоваться для создания 

конъюгатов с гидрофильными и гидрофобными молекулами, что делает их 
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перспективными агентами для доставки фотосенсибилизаторов [52]. Было 

показано, что создание ковалентных конъюгатов наночастиц кремния с 

молекулами фотосенсибилизаторов позволяют эффективно генерировать 

синглетный кислород при фотовозбуждении молекул ФС и сохранять 

спектральные характеристики молекулы ФС. Мезопористые кремниевые 

наночастицы также подробно исследовались из-за большой площади поверхности, 

объема пор и химической стабильности [53]. Данные частицы могут быть 

использованы в качестве нанодоставщика для гидрофобных ФС, таких как 

фталоцианин цинка, которые подвержены агрегации в водных растворах. 

Проводили химическую модификацию фталоцианина цинка с помощью 

полиэтиленгликоля и полиэтиленимина и последующее инкапсулирование ФС в 

мезопористые кремниевые наночастицы. В клеточных экспериментах было 

показано увеличение цитотоксичности данной системы благодаря наличию 

положительно заряженного полиэтиленимина. В дальнейшем проводили 

модификацию с помощью полиэтиленгликоля для понижения цитотоксичности и 

увеличения биосовместимости. Введение полученного препарата приводил к 

накоплению препарата в опухоли и в дальнейшем, к гибели опухоли при освещении 

красным светом (680 нм). Для повышения эффективности доставки ФС 

функционализировались с помощью галактозы. Эксперименты по конфокальной 

микроскопии показали, что ФС функционализированные галактозой 

демонстрируют лучшее накопление в клетках благодаря опосредованному 

рецепторами эндоцитозу, что приводит к накоплению наночастиц в эндосомальных 

и лизосомальных компартментах клеток. В 1995 году было предложено 

использовать порфимер натрия (Photofrin II) для ФДТ с последующим лазерным 

облучением в качестве нового метода лечения рака [38]. Опухолевая селективность 

этого соединения обусловлена его высоким сродством к липопротеинам низкой 

плотности (ЛПНП). Известно, что в раковых тканях увеличена экспрессия ЛПНП 

рецепторов, что определяет успех применения Photofrin II в ФДТ [39].  Показано, 

что ФС локализуется в раковых клетках на мембранах митохондрий, 

эндоплазматическом ретикулуме и комплексе Гольджи [40]. Облучение порфимера 
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натрия при 630 нм в опухолевых клетках индуцирует образование синглетного 

кислорода (1О2), который приводит к гибели раковой клетки. Позднее, был 

представлен новый подход к синтезу ФС, который заключался в комбинировании 

Photofrin II с полиэтиленгликоль-полилизином (L-лизин) (PLL-g-PEG), что 

позволило усилить локализацию ФС в опухоли [54]. В этом случае фотофрин II 

прочно связан с PLL-g-PEG посредством ионных и гидрофобных взаимодействий, 

что обеспечивает его лучшую противораковую эффективность по сравнению с 

исходным соединением.  Поскольку нуклеиновые кислоты и пептиды различаются 

по структуре, связям, стабильности, растворимости, наличию и расположению 

функциональных групп, существуют различные синтетические подходы для 

создания конъюгатов порфиринов с каждым типом биомакромолекул. Более того, 

такие конъюгаты имеют различное применение, например, порфирины связанные 

с ДНК (особенно катионные порфирины), используются для обнаружения 

специфических вторичных структур нуклеиновых кислот, окрашивания ядер и как 

противомикробные химиотерапевтические агенты [55]. На данный момент ведется 

разработка новых поколений ФС с использованием стратегии инкапсулирования 

ФС в липосомы, мицеллы, металлические каркасы, а также использованием 

наночастиц в качестве носителей [56]. Основными целями при разработке таких 

ФС являются снижение неблагоприятного воздействия на здоровые клетки, 

окружающие опухоль, и улучшение фармакокинетики и опухолеспецифического 

накопления этих ФС за счет создания биоконъюгатов. Иммобилизация различных 

биомолекул на ФС, может обеспечивать специфическое связывание с опухолевыми 

клетками, минимизируя токсический эффект на здоровых клетках. Поскольку 

глубина проникновения света в ткани растет с увеличением длины волны, 

тетрапирролы с интенсивным поглощением в красной области спектра (хлорины, 

бактериохлорины и фталоцианины) являются перспективными для создания ФС 

нового поколения [57]. Хлорин е6 (Ce6) является одним из востребованных 

соединений в разработке ФС нового поколения за счет малой темновой 

цитотоксичности и эффективным противоопухолевым действием при облучении. 

Был получен конъюгат хлорина Ce6 с поли(этиленгликоль)-полимолочной 
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кислотой (mPEG-PLA-Ce6), который может самособираться с образованием 

стабильных наночастиц [58]. Наночастицы были охарактеризованы размером, 

дзета потенциалом, эффективностью генерации синглетного кислорода (1O2). В 

монослое и трехмерных сфероидах клеток аденокарциномы легкого человека, 

генерация 1O2 при воздействии mPEG-PLA-Ce6 был значительно выше, чем для 

исходного Ce6. Наночастицы показали более высокую эффективность в доставке 

ФС, что указывает на перспективность данного подхода для осуществления 

транспортировки ФС [58].  

За последние несколько лет большая часть исследований в области ФС 

второго поколения проведена в направлении модификации и оптимизации 

порфириновых и родственных им красителей [59]. В дальнейшем возникший 

интерес к функционализации ФС с помощью молекул-мишеней (антитела, 

углеводы, аминокислоты, пептиды, инкапсулирующие носители, липосомы, 

мицеллы и молекул наночастиц) привел к развитию ФС третьего поколения [60]. 

Благодаря наличию биомолекул, полученные конъюгаты могут обладать 

повышенной способностью к проникновению и накоплению в клетках. В 

дальнейшем при облучении красным светом (>600 нм) можно добиваться 

цитотоксического действия за счет фотоактивации тетрапиррольной части 

синтезированного конъюгата. Координация усилий в различных областях химии, 

биомедицины, биотехнологии и биоинженерии могут открыть новые возможности 

в ФДТ и сделать данные терапевтический подход более перспективным [61]. 

 

1.3 Бискарбоцианиновые красители 

 

Бискарбоцианиновые красители представляют собой класс соединений, 

содержащих две хромофорные системы [62]. В ряде случаев возможно 

взаимодействие двух хромофорных систем. Для этого кванты света, поглощаемые 

каждым из хромофоров, должны быть близкими по энергии. Каждый из 

хромофоров красителя может рассматриваться как диполь. При определенных 
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значениях угла между взаимодействующими диполями происходит расщепление 

полос поглощения [62]. 

 

  

Рисунок 3 ‒ Спектры поглощения ряда бискарбоцианиновых красителей с 

различными углами между хромофорами в этаноле (слева) [62]. Расщепление 

синглетного уровня БКЦ, приводящее к появлению двух новых полос поглощения 

(510 нм и 640 нм) (справа) 

 

Помимо диполь-дипольного взаимодействия на расщепление спектра 

поглощения также влияет туннелирование электрона через центральный 

гетероцикл. Строение центрального гетероцикла, с одной стороны, регулирует 

расстояние между хромофорами, то есть определяет значение диполь-дипольного 

взаимодействия.  

С другой стороны, степень π-конъюгации в центральном гетероцикле 

определяет вероятность туннелирования электрона [63]. При этом разница в 

интенсивности между полосами определяется углом, образуемым 

взаимодействующими хромофорами. Расщепление синглетного (расщепление 

Давыдова [64]) уровня является результатом как диполь-дипольного 

взаимодействия хромофоров, так и эффектом туннелирования электрона через 

центральный гетероцикл. Цианиновые красители с оптическим поглощение в 

красной и ближней ИК области представляют особый интерес из-за возможного 
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использования в биомедицинских целях [63]. Однако удлинение цепи хромофора 

приводит к увеличению гибкости молекулы и уменьшению флуоресценции и ИКК, 

а также снижению химической и фотохимической стабильности. Бисхромофорные 

красители – красители в которых два сопряженных хромофора связаны между 

собой центральным гетероциклом, представляют интерес из-за высоких значений 

коэффициента молярной экстинкции (≈ 105 М-1 см-1) в диапазоне 500-700 нм, 

относительно высокими значениями квантового выхода триплетных состояний из-

за небольшой разницы между синглетным и триплетным уровнями энергии и 

высоким сродством к биомолекулам [65-66].  

В данной работе рассмотрены фотохимические процессы двух 

бискарбоцианиновых красителей. БКЦ1 и БКЦ2 состоят из центрального 

бензбистиазольного гетероцикла, соединенного двумя π- сопряженными 

цепочками с концевыми индолениновыми гетероциклами. 

 

1.4 Биомакромолекулы и их роль в доставке фотоактивных веществ 

 

Среди молекул-доставщиков, присутствующих в кровотоке, можно выделить 

альбумин и липопротеины низкой плотности (ЛПНП). Альбумины являются 

доставщиками различных эндогенных и экзогенных лигандов. ЛПНП в свою 

очередь ответственны за доставку гидрофобных соединений. Раковые опухоли 

накапливают и метаболизируют большее количество альбумина по сравнению с 

нормальными, поэтому исследование связывания молекулы фотосенсибилизатора 

с альбумином представляется важным для оценки эффективности доставки ФС в 

клетки [67]. Далее представлено более детальное описание данных 

биомакромолекул и их функций. 

 

1.5 Человеческий сывороточный альбумин (ЧСА) 

 

Один из наиболее важных факторов, который влияет на распределение 

лекарственных соединений это их способность связываться с ЧСА. Альбумин 
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является наиболее распространённым белком в плазме крови человека. ЧСА 

состоит из полипептидной цепочки из 585 аминокислотных остатков с 

молекулярной массой 66,4 кДа [68]. В плазме крови присутствует несколько 

транспортных белков, но только ЧСА способен обратимо связываться с большим 

разнообразием эндогенных и экзогенных лигандов [69-70]. ЧСА улучшает 

растворимость гидрофобных лекарств в плазме и доставляет их в специфические 

ткани и органы или выводит их если они токсичные  [71]. Молекула ЧСА обладает 

экстраординарной способностью связывать маленькие молекулы, выступая в 

качестве химической «губки» и обеспечивая защиту от свободных радикалов и 

других вредных химических агентов [72]. Молекула ЧСА состоит из трех 

гомологичных спиральных доменов, каждый из которых подразделяется на два 

субдомена (А и B). Эти три домена состоят из 10 антипараллельных спиралей, при 

этом субдомен А включает 6 спиралей, субдомен В – 4 спирали (Рисунок 4). Белок 

связывает различные эндогенные лиганды, включая жирные кислоты, билирубин, 

гемин и тироксин [73], используя различные сайты связывания [74-78]. Многие 

широко используемые лекарства, такие как варфарин, диазепам, ибупрофен, также 

связываются с ЧСА, обычно по одному из двух сайтов связывания (1 или 2), 

которые находятся в субдоменах IIА и IIIА соответственно [79-82]. В то время как 

высокая степень связывания с альбумином может быть необходима для 

солюбилизации плохо растворимого лекарства, слишком высокая степень 

связывания с альбумином (> 95%) приводит к увеличению дозировки препарата 

для достижения нужных значений концентраций in vivo [83-85]. Информация о 

структурных особенностях взаимодействия ЧСА c различными лигандами стала 

появляться относительно недавно [86-89]. Большинство исследований связывания 

лекарств с альбумином, основывались на рассмотрении взаимодействия лиганд-

белок. Например, лиганды специфичные к определенным сайтам связывания (I или 

II) альбумина использовались для определения локализации исследуемого 

вещества на молекуле альбумина [90-94]. Например, известно, что сайт Судлоу I 

связывает дикарбоновые кислоты и объемные гетероциклические молекулы с 

отрицательным зарядом (например, варфарин), тогда как сайт Судлоу II 
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характеризуется связыванием с ароматическими карбоновыми кислотами с одной 

карбоксильной группой, разделенной гидрофобным центром (например, диазепам, 

ибупрофен)[67]. 

 

 

Рисунок 4 ‒ Схематическое изображение молекулы ЧСА [95]. Каждый субдомен 

отмечен различным цветом (желтый - субдомен Iа, зеленый – Ib, красный – IIа, 

маджента – IIb, синий – IIIа, циан – IIIb). N- и С-концы отмечены буквами N и C 

соответственно, Arg117, Lys351 и Lys475, которые могут участвовать в 

связывании с длинными жирными кислотами, отмечены белым 

 

ЧСА состоит из 35 остатков цистеина, которые формируют 17 дисульфидных 

мостиков, что позволяет стабилизировать конформацию глобулярной молекулы. 

ЧСА содержит только один остаток триптофана, который расположен вблизи 

гидрофобной впадины субдомена IIA [96-97]. По этой причине флуоресценция 

молекулы триптофана может изменяться при связывании с лигандами по данным 

сайтам [98]. Альбумин имеет способность накапливаться в воспаленных и 

злокачественных тканях, что можно использовать для доставки определенных 

лигандов в терапевтических целях [68]. 
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1.6 Липопротеины низкой плотности (ЛПНП) 

 

 Показано что липопротеины низкой плотности (ЛПНП) могут участвовать в 

доставке молекул холестерина, таких липофильных антиоксидантов как α-

токоферол (около 6 молекул на одну частицу ЛПНП), различных каретиноидов, 

оксикаретиноидов и убихинола -10 [99]. В среднем частицы ЛПНП имеют средний 

размер около 26 нм, внутренняя часть содержит около 170 молекул триглицеридов 

и около 1600 молекул эфира холестерина (Рисунок 5). Поверхностный монослой 

содержит около 700 молекул фосфолипидов и молекулу алипопротеина B100 [99]. 

Также частица ЛПНП содержит около 600 молекул холестерина, около трети из 

которых находятся внутри, а 2/3 на поверхности частицы ЛПНП [100]. Основной 

компонент фосфолипидного слоя это фосфатилидил холин (около 450 молекул на 

частицу ЛПНП), и сфингомиелин (около 185 молекул на частицу ЛПНП). Также 

частица ЛПНП содержит лизофосфатидилхолин (около 80 молекул на частицу 

ЛПНП) [99], (около 10 молекул на частицу ЛПНП), Диацилглицерин (около 7 

молекул на частицу ЛПНП) [101], керамиды (около 2 молекул на частицу ЛПНП), 

а также некоторое количество фосфатидилинозитола [102].  

Аполипопротеин B-100 является самым большим известным мономерным 

белком (4536 остатков аминокислот) [104-105]. На поверхности алипопротеина B-

100 (ароВ-100) было обнаружено несколько функциональных участков. Участок 

связывания с ЛПНП-рецептором находится между аминоксилотными остатками 

3359-3369 [106]. Исследования структуры белка ароВ-100 осложняется огромными 

размерами молекул и ее отсутствующей растворимостью. 
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Рисунок 5 ‒ Структура ЛПНП [103] 

 

Предполагается, что повышенная экспрессия ЛПНП - рецепторов 

неопластическими клетками и включение фотосенсибилизаторов, связанных с 

ЛПНП, способствуют специфическому накоплению фотосенсибилизаторов в 

пролиферативных тканях [107-109]. Данная гипотеза подтверждалась 

экспериментами на моделях опухолей и клетках. Было показано преимущественное 

накоплении комплексов ЛПНП - фотосенсибилизатор в опухоли фибросаркомы у 

мыши [110]. В тоже время было показано, что устойчивые к ФДТ опухолевые 

клетки проявляют пониженную активность ЛПНП-рецепторов [111]. При 

использовании очень гидрофобного фотосенсибилизатора, было установлено 

повышенное накопление его в клетках, а также чрезвычайно высокие константы 

связывания с ЛПНП [112]. Путь доставки и накопления в клетке 

фотосенсибилизатора через ЛПНП-рецептор не всегда является доминантным 

[113-114]. Способность к локализации в клетке для ряда фотосенсибилизаторов не 

зависит от сродства к ЛПНП [115]. Это указывает на, что могут быть использованы 

другие механизмы доставки молекул ФС в клетку. Следует отметить, что структура 

ЛПНП может выступать в качестве субстрата в реакции фотоиндуцированного 

перекисного окисления, усиливая таким образом цитотоксичность 

фотосенсибилизатора [116].  
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1.7 Фотоинициаторы в процессах фотополимеризации и 3D-печати 

 

В настоящее время процессы полимеризации являются одним из наиболее 

широко используемых в различных областях химической промышленности [117-

118]. Один из самых быстро развивающихся способов получения полимеров –

полимеризация с помощью света [119-122]. Способы преобразования растворов 

мономеров в твердые полимеры под действием света определенной длины волны 

широко развита и используется в производстве красок, не содержащих 

растворителей [123], лаков [124], клеев [125], в оптоэлектронике [126], в 3D-печати 

[127-132] и многих других областях. Многочисленные преимущества 

фотополимеризации, такие как полимеризация при комнатной температуре, 

отсутствие растворителей и чрезвычайно короткое время проведения процесса 

сделали фотополимеризацию, идеальным вариантом для биомедицинских 

применений [133-134]. 

Процессы фотополимеризации в биомедицинских целях можно разделить на 

несколько групп, в соответствии с областями применения. Основные сегменты: 

стоматология [135-138], инженерия тканей [139-144], биоимаджинг [145-146], и 

системы доставки лекарств [147-150]. В стоматологии фотохимически 

инициируемые процессы используются для пломбирования полостей твердых 

тканей зуба, которые заполняются фотоотверждаемыми полимерными 

композитами [151-154]. Другим применением процессов фотополимеризации 

является производство полимерных биоматериалов, которые сшиваются с 

помощью света, особенно основанных на полностью или частично разлагаемых 

материалах [155-159], а также таких материалов как каркасы для культуры тканей 

[160-164] и диагностические генетические или клеточные матриксы [165-172]. 

Учитывая различия в механизмах полимеризации, а также типах 

используемых мономеров и инициирующих систем, процессы полимеризации 

подразделяют на радикальную и катионную фотополимеризацию. Радикальная 

фотополимеризация представляет собой цепную реакцию, состоящую из трех 

основных стадий: инициация, распространение, рост цепи и обрыв цепи (может 
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сопровождаться побочными реакциями) [173]. Свободнорадикальная 

фотополимеризация в основном используется для акрилатных и метакрилатных 

мономеров. Фактор, который ограничивает применение радикальной 

фотополимеризации — это ингибирование кислородом, который присутствует в 

условиях проведения полимеризации. Негативное влияние кислорода на ход 

процесса полимеризации выражается в тушении возбужденных триплетных 

состояний молекул фотоинициатора (Уравнение 9), что, в свою очередь, влияет на 

эффективность всего процесса. В результате переноса энергии с триплетного 

состояния фотоинициатора на молекулярный кислород образуется синглетный 

кислород. Для устранения негативных эффектов, связанных с присутствием 

кислорода, можно использовать различные ловушки синглетного кислорода, 

которые химически связывают синглетный кислород [174]. 

Фотоинициаторы (ФИ), играют ключевую роль в процессах 

фотополимеризации [175-177]. Системы, используемые для инициирования 

процесса полимеризации, не только определяют механизм реакции, но и влияют на 

ее ход, скорость, и конечные свойства полимера, такие как твердость и вязкость. 

Выбор фотоинициатора влияет на достижение правильной скорости реакции 

фотополимеризации и желаемых свойств полимера (длина цепи, степень сшивки). 

Основными параметрами, определяющими выбор фотоинициатора, являются 

максимальные длина волны поглощения λmax и молярный коэффициент экстинкции 

ε. Эффективность фотоинициатора напрямую связана с его структурой, которая 

влияет на диапазон поглощения и квантовую эффективность фотохимических и 

фотофизических процессов возбужденных состояний [178]. Независимо от типа и 

механизма инициирования ФИ должен обладать следующими свойствами: 

1) Совместимость между спектром поглощения молекул ФИ и 

спектральными характеристиками источника излучения 

2) Высокий квантовый выход триплетного состояния ФИ 

3) Хорошая растворимость в растворе мономера 

4) Отсутствие цитотоксичности (для биомедицинских применений) 

5) Не должен окрашивать конечный полимер 
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6) Термическая стабильность и долговечность 

 Другие факторы, которые необходимо учитывать при проведении реакции 

фотополимеризации, это строение и физико-химические свойства мономеров, 

ингибирование кислорода (в случае радикальной полимеризации), влияние 

стабилизаторов или других добавок, присутствующих в мономерах, тип и 

интенсивность источника света, а также вязкость полимеризационной композиции. 

В случае реакции фотополимеризации in vivo особенно важно уменьшить 

токсичность инициатора, особенно при воздействии света. Свободные радикалы, 

образующиеся во время инициации, могут реагировать с основными компонентами 

живых клеток, такими как белки и нуклеиновые кислоты, что может влиять на 

состояние и жизнеспособность клеток.  

Свободнорадикальная фотополимеризация является примером классической 

фотохимической цепной реакции, состоящей из трех основные стадий: 

инициирование, рост и обрыв цепи, что приводит к образованию олигомеров или 

полимеров [179-180]. В зависимости от структуры радикального фотоинициатора 

свободные радикалы могут образовываться в процессе гомолитической 

фотодиссоциации молекулы фотоинициатора. Такие фотоинициаторы относятся к 

типу I. В эту группу ФИ входят пероксиды, переэфиры, иминосульфоны или 

кетоны, где фоторасщепление проводят путем разрыва связи, например, O-O, S-S, 

S-N или C-C по α или β – атому углерода в карбонильной группе [181]. В случае 

фотоинициаторов II типа возбужденная молекула ФИ реагирует с 

соответствующим соинициатором, таким как донор или акцептор электронов, или 

донор атомов водорода для получения соответствующих радикалов или ион-

радикалов [182]. Процесс фотоинициации с использованием инициаторов типа I 

или типа II представлен на Рисунке 6 и Рисунке 7. Фотоинициация по типу I 

протекает с участием одной молекулы, тогда как фотоинициация по типу II 

включает взаимодействие двух молекул. Второй тип обычно более медленный и 

менее эффективный из-за наличия конкурентных процессов, включающих 

взаимодействия с мономером, соинициатором и кислородом воздуха. Энергия 

фотонов в видимом диапазоне электромагнитного спектра обычно меньше, чем 
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энергия диссоциации отдельных связей органических соединений. Поэтому 

достаточно сложно получить высокоэффективный инициатор первого типа, 

работающий в видимом диапазоне. Из-за этой особенности часто используют 

системы II-типа.  

 

 

Рисунок 6 ‒ Схема фотоинициации с ФИ типа I [212] 

 

Рисунок 7 ‒ Схема фотоинициации с ФИ типа II [212] 

 

В настоящее время разработанные многокомпонентные системы 

фотоинициации, основанные на переносе электрона, и системы, основанные на 

отрыве атома водорода, являются перспективными для использования в 

аддитивных технологиях. Реакция переноса электрона основана на взаимодействии 

донора или акцептора электрона в возбужденном состоянии со вторым 

компонентом (акцептором электрона или донором соответственно) в основном 
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состоянии. Возбужденная молекула фотосенсибилизатора в полирадикальных 

системах, может выполнять двойную роль: 

1) В случае, где ФИ выступает как донор электрона, перенос электрона на 

молекулу соинициатора приводит к образованию катион-радикала молекулы 

ФИ и анион-радикала молекулы соинициатора 

2) В случае, где ФИ выступает как акцептор электрона, в результате 

фотопереноса электрона он восстанавливается с образованием анион 

радикала ФИ и катион радикала соинициатора 

Двухфотонная полимеризация является мощным инструментом для создания 

различных 3D-матриц с микро- и нано-разрешением. Процесс полимеризации 

характеризуется большой глубиной проникновения и высокой пространственной 

селективностью. В этом случае можно использовать живые клетки для создания 

трехмерных структур благодаря использованию низкоэнергетических фотонов, 

которые безопасны для клеток [183-184]. ФИ должны быть чувствительны к 

поглощению, так как во время инициации они поглощают два фотона из ближней 

инфракрасной области. Кроме того, они характеризуется сопряженными 

системами и наличием донорно-акцепторных групп [185]. Процесс инициации 

происходит, предположительно после поглощения двух фотонов происходит 

внутримолекулярный перенос электрона от донорной группы на π - сопряженную 

систему. Далее перенос электрона на молекулу мономера приводит к образованию 

экзиплекса и радикалов, инициирующих полимеризацию [186] (Рисунок 8):  

 

 D – π – D + 2 hυ → [D – π* – D] ↔ [D – π•- – D•+] 

[D – π•- – D•+] + [мономер] → [мономер•-][D – π – D•+] 

Рисунок 8 ‒ Схема инициации полимеризации для двухфотонных ФИ 
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1.8 Фотоинициаторы на основе α,α’-бис (замещенных 

бензилиден)кетонов 

 

Среди фотоинициаторов второго типа можно выделить класс α,α’-бис 

(замещенных бензилиден)кетонов. Они представляют собой систему D-π-A-π-D, 

где донорные (D) и акцепторные (A) группы соединены π-сопряженной цепочкой. 

За счет особенностей строения в молекуле наблюдается внутримолекулярный 

перенос заряда. Данные фотоинициаторы могут использоваться в качестве 

единственной составляющей в фотоинициирующих системах. В работе 

исследованы фотохимические процессы производных двух бисбенилиден 

циклопентанонов и их роль в процессах фотополимеризации. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1 Вещества и реактивы 

 

Для исследования фотохимических свойств использовались 

карборанилпорфирины и карборанилхлорины, синтезированные в лаборатории 

тонкого органического синтеза ФГБУН ИНЭОС РАН (г. Москва). В качестве 

исходных соединений использовались 5,10,15,20-тетрафенилпорфирин или 

5,10,15,20-тетракис(пентафторфенил)порфирин. Для получения конъюгатов 

использовали модифицированные β – аминозамещенные мезо-арилпорфирины, и 

различные меркаптокарбораны. Модификация β-аминогруппы порфиринов 

осуществлялась с помощью ацилирования с малеиновым ангидридом и 

последующей термической циклизацией. Полученный в β положении 

малеимидный цикл легко вступает в реакцию по ненасыщенной связи с такими S-

нуклеофилами как меркаптокарбораны (реакция Михаэля). Целевое соединение 

выделялось методом колоночной хроматографии на силикагеле, в качестве 

элюента использовался дихлорметан (Рисунок 9). 

 

  

Рисунок 9 ‒ Структурная формула красителей КХ1 и КХ6 
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Другим путем синтеза карборанилпорфиринов является создание 

конъюгатов с использованием реакции азид-алкильного присоединения. Исходные 

соединения 5,10,15,20-тетракис(пентафторфенил)порфирин или 5,10,15,20-

тетракис(4-гидроксифенил)порфирин модифицировались с помощью введения в 

координационный центр молекулы таких металлов как Pd и Zn. В дальнейшем 

проводили введение пропаргильного остатка по пара – положению фенильного или 

пентафторфенильного заместителя. После чего полученное пропаргильное 

производное порфирина вступало в реакцию циклоприсоединения с 

азидометилкарбораном с образованием триазольного гетероцикла. Выделение 

целевого вещества осуществлялось методами колоночной хроматографии. В 

качестве сорбента использовался силикагель, в качестве элюента - смесь 

хлороформа и метанола. В результате были синтезированы красители КП32, КП34 

(Рисунок 10). 

Получение карборанилхлоринов проводили в три стадии с использованием 

5,10,15,20-тетракис(4-гидроксифенил)порфирина в качестве исходного вещества. 

На первой стадии проводили присоединение карборанового фрагмента по пара 

положению пентафторфенильных заместителей. В дальнейшем проводили 

восстановление порфиринового гетероцикла в хлориновый с помощью п-

толуолсульфонилгидразина. В дальнейшем проводили замещение катионов цезия 

на катионы натрия с помощью ионообменной смолы DOWEX. Для получения 

аналогичного соединения не содержащего атомы фтора в пентафторфенильных 

заместителях использовали цинковую соль 5,10,15,20-тетракис(4-

иодофенил)порфирина, который реагировал с медным производным карборана и 

последующим восстановлением в хлорин с помощью п-

толуолсульфонилгидразина. При необходимости проводили удаление атома цинка 

из молекулы для получения безметального производного. В результате были 

синтезированы красители КП8, КП9, КП10 (Рисунок 10). 
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Рисунок 10 ‒ Структурные формулы красителей КП8, КП9, КП10, КП32, КП34 

 

Бискарбоцианиновые красители БКЦ1 и БКЦ2, синтезированные 

Михайленко Ф. А. в ИОХ НАН, были любезно предоставлены Шапиро Б. И. из 

коллекции красителей ГОСНИИХИМФОТОПРОЕКТ (Рисунок 11 и Рисунок 12).  

 

 

Рисунок 11 ‒ Структурная формула красителя БКЦ1 

 

 

Рисунок 12 ‒ Структурная формула красителя БКЦ2 

 

Кетоцианиновые красители КЦ1 и КЦ2 синтезированы в лаборатории 

фотополимеризации и полимерных материалов ФГБУН ИМХ РАН (г. Нижний 

Новгород). Проводили реакцию между (4-Формилфенил)азандиил)бис(этан-2,1-

диил) дибензоатом и циклопентаноном с образованием конъюгата - (2E,5E)-2,5-
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бис(4-(бис(2-гидроксиэтил)амино)бензилиден) циклопентанона. В дальнейшем 

последний реагировал с метакрилоил хлоридом с образованием ((((1E,1′E)-(2-

оксоциклопентан-1,3-диилиден) бис(метанилиден)) бис(4,1-

фенилен))бис(азантриил))тетракис(этан-2,1-диил)тетракис(2-метилакрилат) (КЦ2) 

(Рисунок 13). 

 

 

Рисунок 13 ‒ Структурная формула красителей КЦ1 (слева) и КЦ2 (справа) 

 

Использованные в работе альбумины: бычий сывороточный альбумин (БСА) 

(Sigma-Aldrich, Germany), человеческий сывороточный альбумин (ЧСА) (Пан-Эко, 

Россия). 

Липопротеины низкой плотности (ЛПНП) (Sigma, Германия).  

Все растворители, использованные в работе, соответствовали категории 

чистоты «для спектроскопии» (Компонент-Реактив, Россия). 

Использованные натрия хлорид, натрия гидроксид, натрия дигидрофосфат, 

натрия гидрофосфат (Sigma-Aldrich, Германия), тетрафенилпорфирин (Sigma-

Aldrich, Германия), аскорбиновая кислота (Компонент-Реактив, Россия), 4-

гидрокси-ТЕМПО (Sigma-Aldrich, Германия). 

 

2.2 Абсорбционная спектроскопия 

 

Спектры УФ-видимого поглощения регистрировали на спектрофотометре 

Shimadzu UV-3101 PC в диапазоне длин волн от 300 до 800 нм в кварцевых кюветах 

с длиной оптического пути 1 см при комнатной температуре.  
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2.3 Люминесцентная спектроскопия 

 

Измерения спектров флуоресценции и эксперименты по регистрации 

люминесценции синглетного кислорода проводили с помощью 

спектрофлуориметра FluoTime 300 (PicoQuant GmbH, Германия). Для регистрации 

кинетики гибели флуоресценции веществ использовали метод коррелированного 

по времени счета единичных фотонов (TCSPC). Функция отклика прибора (IRF) 

была получена с использованием светорассеивающей среды (LUDOX). В качестве 

источника возбуждения использовался лазер/ксеноновая лампа. Для регистрации 

люминесценции в диапазоне до 900 нм использовался фотоумножитель HCP 14-

3500 NEG (FuG Electronic GmbH, Германия).Для экспериментов по определению 

квантового выхода флуоресценции использовали растворы соединений с равными 

значениями оптической плотности (OD = 0,05 на 1 см) на длине волны 

возбуждения. Квантовый выход флуоресценции рассчитывался согласно [187] по 

Уравнению 12: 

Q=Qr×(I×ODr×n2/Ir×OD×nr
2)        (12) 

где Q — квантовый выход, I — площадь под спектром флуоресценции, OD — 

оптическая плотность, n – показатель преломления растворителя. Индекс r 

относится к стандарту (стандарт – тетрафенилпорфирин) [187]. 

Для регистрации люминесценции синглетного кислорода использовали 

фотоумножитель H10300A-45 (Hamamatsu, Япония). Квантовый выход 

синглетного кислорода рассчитывался по Уравнению 13: 

ΦΔs = (Ar×IΔs× ns
2/ As×IΔr× nr

2)×ΦΔr       (13) 

где As и Ar представляют собой значения оптической плотности, а IΔs и IΔr 

представляют собой интегральные интенсивности излучения синглетного 

кислорода в области 1230–1330 нм, n – показатель преломления растворителя для 

образца и стандарта соответственно. ΦΔr – квантовый выход синглетного кислорода 

стандартного образца (стандарт – тетрафенилпорфирин (ΦΔ = 0.6) [188]. 

Измерения времени жизни флуоресценции проводились с помощью 

пикосекундного коррелированного по времени счета одиночных фотонов (TCSPC) 
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и импульсного лазерного источника света. Расчет кинетики процесса 

флуоресценции проводили в программе FluoFit, используя Уравнение 14: 

I = ∑ Aiexp(−t/τi)          (14) 

где Ai – амплитуда, τi – время жизни i-компоненты, n – количество компонент. 

Определение насколько предложенная кинетическая модель соответствует 

экспериментальному результату проводили с помощью показателя χ2, значения 

которого приближенные к 1,0 указывают на корректную кинетическую модель. 

Для расчета доли связывания исследуемых красителей с такими 

биомакромолекулами как ЧСА и ЛПНП (отмечены как BIO) использовалось 

Уравнение 15: 

𝜽 =
𝑲𝒃[𝑩𝑰𝑶]

𝟏+𝑲𝒃[𝑩𝑰𝑶]
            (15) 

где, [BIO] – концентрация биомакромолекулы, θ = (Fi-F0)/(F-F0) – доля 

красителя, с связанного с биомакромолекулами, F0, Fi и F – интенсивность 

флуоресценции красителя при С(BIO) = 0, при промежуточной концентрации 

биомакромолекулы и при концентрации, соответствующей полному связыванию с 

красителем. 

В случае если связывание с биомакромолекулами регистрировалось по 

спектрам поглощения, то для расчета константы связывания использовали 

Уравнение 16: 

𝑨 =
𝑨𝒎𝒂𝒙×[𝑯𝑺𝑨]

𝑲𝒅+[𝟏+𝑯𝑺𝑨]
          (16) 

где, А, Amax – величина поглощения красителя при различных концентрациях 

биомакромолекул, и при максимальной концентрации, соответствующей полному 

связыванию с красителем, соответственно, Kd – константа диссоциации, которая 

равна 1/Kb, где Kb – константа связывания. 
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2.4 Импульсный фотолиз 

 

Для исследования спектрально-кинетических характеристик триплетных 

состояний и других интермедиатов использовался метод импульсного фотолиза. 

Подробное описание метода указано в работе [189]. На Рисунке 14 приведена 

принципиальная схема установки импульсного фотолиза. 

 

 

Рисунок 14 ‒ Принципиальная схема установки лазерного импульсного 

фотолиза [189] 

 

В типичном эксперименте сфокусированный луч света от зондирующей 

лампы лампы проходит через кювету с раствором вещества, далее попадает в 

монохроматор и на фотоумножитель/фотодиод. Осциллограф подключен к 

фотоумножителю/фотодиоду в режиме регистрации изменения напряжения на 

последнем. В дальнейшем данные с осциллографа обрабатываются с помощью 

специального программного обеспечения на персональном компьютере. С 

помощью импульсного источника света, в качестве которого может выступать 

лазер или ксеноновая лампа проводят фотовозбуждение раствора вещества в 

направлении перпендикулярном лучу зондирующей лампы. После вспышки в 

результате образования новых интермедиатов, происходит изменение оптической 

плотности на длинах волн поглощения вещества и образованных интермедиатов. 
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Изменение интенсивности проходящего через образец света приводит к изменению 

напряжения на фотоумножителе, что регистрируется на осциллографе.  

В данной работе использовалась установка лазерного фотолиза LKS80 

(Applied Photophysics, Великобритания). Для возбуждения использовалась третья 

гармоника Nd-YAG лазера (Quantel, Франция). Для настройки длины волны 

возбуждения в диапазоне 410-700 нм использовалась система нелинейных 

кристаллов MagicPrism (OPOTEK Inc., США). В качестве зондирующей лампы 

использовалась ксеноновая лампа. Регистрация проводилась с помощью 

фотоумножителя P928 (Hamamatsu, Япония) и осциллографа Agilent Infiniium 10 

GS/s (Agilent, США). Обработка кинетических данных проводилась 

соответствующем программном обеспечении согласно Уравнению 17: 

ΔAλ = ∑ ΔAλiexp(−t/τi)         (17) 

где, где ΔAλ — общее изменение поглощения на длине волны регистрации, 

ΔAλi  - изменение поглощения i-й компоненты на длине волны регистрации, τi – 

время жизни i-й компоненты. Точность определения кинетических параметров – 

15%.  

В установке лампового импульсного фотолиза в качестве импульсного 

источника света использовалась ксеноновая лампа (ИПФ-5000) с мощностью 

вспышки 80 Дж и длительностью 50 мкс. В зависимости от спектра поглощения 

образца осуществлялся подбор стеклянных светофильтров, которые 

устанавливались между импульсной лампой и кюветой с раствором образца. 

Благодаря светофильтрам можно вырезать нужную часть электромагнитного 

спектра, соответствующую тем или иным полосам поглощения вещества. Для 

регистрации изменения поглощения использовался фотоумножитель ФЭУ-38 

(ООО «МЭЛЗ», Москва, Россия), подключенный к цифровому осциллографу Bordo 

210 (Аурус, Беларусь). Полученные данные записывались в программе 

«Осциллограф цифровой v. 2.1.0» (Аурус, Беларусь) и в дальнейшем переносились 

в программу Microsoft Excel 2021. Обработка кинетических данных производилась 

согласно Уравнению 17. 
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В качестве кюветы использовалась кварцевая кювета с длиной оптического 

пути 20 см. Ваккумирование раствора в кювете осуществлялась с помощью 

масляного вакуумного насоса, оборудованного вакуумметром. Необходимость 

удаления кислорода из раствора вещества обусловлена тушением триплетных 

состояний вещества молекулярным кислородом.  

 

2.5 Конфокальная микроскопия 

 

Конфокальная микроскопия, метод запатентованный Марвином Мински в 

1955 году, использует оптическую визуализацию для создания виртуального среза 

или плоскости глубиной в несколько микрометров, внутри исследуемого образца. 

Данный метод позволяет получить очень высокое качество изображения с мелкой 

детализацией и большой контрастностью, по сравнению с обычной микроскопией. 

Кроме того, путем комбинирования изображения различных слоев, можно 

получить трехмерное (3-D) виртуальное изображение всего образца [190].  

При обычной микроскопии образец помещают на предметный столик микроскопа 

и все поле образца одновременно освещается светом и визуализируется. Самая 

высокая интенсивность света находится в фокусе объектива микроскопа, однако 

подсветка других частей образца также присутствует, что приводит к фоновому 

«шуму», который ухудшает качество изображения. Как обычная, так и 

конфокальная микроскопия может использовать отраженный свет или 

флуоресценцию для получения изображения образца. Однако при конфокальной 

микроскопии луч входящего света (пучок возбуждения) фокусируется через 

объектив микроскопа на маленькое пятно внутри образца, которое может быть 

почти такого же малого диаметра, как длина волны самого света — около 0,5 мкм. 

Тот же объектив собирает отраженный свет или флуоресценцию, идущую от 

образца, но в отличие от обычной световой микроскопии этот свет проецируется, а 

не просматривается напрямую. В обычной световой микроскопии, при небольшом 

освещении части образца, наблюдается ухудшение качества получаемого 

изображения за счет рассеянного света. Конфокальная микроскопия решает эту 
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проблему с помощью небольшой диафрагмы, установленной перед регистратором 

сигнала. За счет уменьшения отверстия в данной диафрагме возможно обеспечить 

пропускание света, соответствующего определенной фокальной плоскости. 

Рассеянный свет, соответствующий другим плоскостям, не пропускается. Для 

регистрации пропускаемого через диафрагму света используются 

фотоэлектронный умножитель. Для получения изображения образца, фокальная 

плоскость сканируется по X-Y координатам, результаты направляются в 

персональный компьютер, который «собирает» изображение по пикселям. В 

дальнейшем выбирается другая фокальная плоскость и процесс повторяется. Таким 

образом на выходе можно получить трехмерное изображение исследуемого 

образца. В данной работе для получения изображений клеток использовался 

сканирующий конфокальный микроскоп Leica-TSC SP5. 

 

2.6 Квантово-химические расчеты 

 

Квантово-химические расчеты красителя КЦ2 осуществлялись с помощью 

программного обеспечения ORCA 4.0.1.2 [191], с использованием графического 

интерфейса Avogadro v.1.2.0 [192]. Оптимизация геометрии молекулы проводилась 

методом теории функционала плотности (DFT), с гибридным функционалом 

B3LYP и базисом 6-31G(d). 

 

2.7 Клеточные эксперименты 

 

Темновая и световая цитотоксичности на опухолевых клетках была 

охарактеризована с помощью МТТ теста. Условия проведения МТТ теста описаны 

в [193-195]. 

С помощью конфокальной микроскопии проводили визуализацию АФК в 

клетках глиомы крысы С6 использовался дигидрородамина123 (DHR123). Клетки 

помещали в чашки Петри со стёклами на 72 часа для распластывания и достижения 

50% конфлюэнтности ко дню эксперимента. Далее их инкубировали в течении 4 
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часов с 5 мкМ раствором красителя. Для определения внутриклеточных АФК, 

клетки прокрашивались DHR123 в соответствии с рекомендациями производителя. 

Для определения гибели клеток использовался пропидий йодид или краситель 

SYTOXTM. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

Тетрапиррольные красители находят широкое применение в различных 

областях медицины [196], фотовольтаики [197] и других. Цианиновые красители 

также являются распространёнными молекулами в таких областях как 

молекулярная биология [198], аддитивные технологии [199] и другие [200].  

 

3.1 Спектрально-кинетические характеристики 

карборанилтетрапирролов  

 

Были исследованы фотохимические свойства новых 

карборанилтетрапирролов КХ1, КХ6, КП8, КП9, КП10, КП32 и КП34, являющихся 

модифицированными карборанами тетрафенилпорфиринами и мезо-

тетракис(пентафторфенил)порфиринами и их хлориновыми аналогами. 

Полученные спектры поглощения соединений карборанилхлоринов КХ1 и 

КХ6 (Рисунок 15) характерны для тетрапиррольных красителей. В спектре 

поглощения можно наблюдать интенсивную полосу в области 400-425 нм (полоса 

Соре), и в более длинноволновом диапазоне электромагнитного спектра набор 

менее интенсивных Q-полос.  

Введение атомов фтора в фенильные заместители в мезо положении приводит к 

увеличению интенсивности самой длинноволновой полосы поглощения. Также 

наблюдается небольшой гипсохромный сдвиг полосы Соре и батохромный сдвиг 

Q-полосы (≈ 650 нм) для соединения КХ1. Спектры флуоресценции соединений 

КХ1 и КХ6 имеют сходный характер (Рисунок 16) с максимумами поглощения 658 

нм для КХ1 и 654 нм для КХ6 
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Рисунок 15 ‒ Спектры поглощения карборанилхлоринов (КХ1 и КХ6) в этаноле 

 

Рисунок 16 ‒ Спектры флуоресценции (λвозб = 515 нм) карборанилхлоринов (КХ1 

и КХ6) в этаноле 

 

Положение максимумов полос поглощения красителей в этаноле и 

соответствующие им значения молекулярной экстинкции приведены в Таблице 1. 
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Таблица 1 ‒ Характеристики спектров поглощения соединений КХ1 и КХ6 в 

этаноле 

Краситель λмакс, нм / ε × 10-3, М-1 см-1 

Полоса Соре Q - полосы 

КХ1 410 (304,6) 506(27,3) 532(11,6) 598(12,2) 653(72,3) 

КХ6 418 (319,6) 514(20,1) 550(16,2) 592(12,2) 648(13,7) 

 

Для молекул, которые могут рассматриваться как потенциальные 

фотосенсибилизаторы важно иметь достаточно интенсивные полосы поглощения в 

красной – ближней ИК области. Это связано с так называемым терапевтическим 

окном (650 – 800 нм) – диапазоном спектра в котором поглощение биологических 

тканей снижено, в то время как глубина проникновения возбуждающего света 

увеличена [201]. 

Была исследована кинетика флуоресценции данных соединений (Рисунок 

17). Результаты по временам жизни и квантовому выходу флуоресценции 

приведены в Таблице 2. Расчет квантового выхода флуоресценции производился с 

помощью формулы (12). В качестве стандарта для измерения квантового выхода 

флуоресценции использовался тетрафенилпорфирин (Φфл = 0,1) [187]. 

 

 

Рисунок 17 ‒ Кинетика гибели флуоресценции соединений КХ1 и КХ6 в 

ацетонитриле (λвозб = 514 нм, λрег = 660 нм) и функция отклика прибора (ФОП) 
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Кинетика гибели флуоресценции данных соединений в ацетонитриле 

моноэкспоненциальна. Полученные значения квантового выхода флуоресценции 

близки к таковым для тетрафенилпорфирина [187]. 

 

Таблица 2 ‒ Времена жизни и квантовый выход флуоресценции соединений КХ1 

и КХ6. Растворитель – ацетонитрил 

 τ / нс φфл 

КХ1 6,1 0,17 

КХ6 8,9 0,12 

 

Полученные данные по флуоресценции карборанилхлоринов, указывают на 

то, что введение 4-х карборановых заместителей не оказывает заметного влияния 

на флуоресцентные характеристики молекулы [202-203]. 

Были исследованы фотохимические свойства серии новых 

карборанилпорфиринов, функционализированных β-малеимидной группой, 

полученных путем ацилирования β-аминогруппы порфиринов с помощью 

малеинового ангидрида с последующей конденсацией моноамидов малеиновой 

кислоты. Была продемонстрирована селективная реакционная способность 

полученных порфиринов по отношению к тиолам, таким как 1-меркапто-o-

карборан или 9-меркапто-м-карборан. В результате реакции нуклеофильного 

присоединения меркаптокарборанов был получен ряд новых 

карборанилпорфиринов КП32 и КП34. Были получены спектрально-кинетические 

характеристики данных соединений.  

Спектры поглощения (Рисунок 18), соединений КП32 и КП34 имеют полосы 

поглощения характерные для безметальных порфиринов с интенсивной полосой 

Соре около 420 нм и четырьмя Q - полосами меньшей интенсивности в более 

длинноволновой области. Основная Q полоса для всех соединений расположена 

при 516 нм.  
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Рисунок 18 ‒ Спектры поглощения и флуоресценции исследуемых порфиринов в 

ДМСО 

 

 

Рисунок 19 ‒ Спектры поглощения и флуоресценции исследуемых порфиринов в 

ДМСО 
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Таблица 3 ‒ Характеристики спектров поглощения и флуоресценции порфиринов 

в ДМСО 

Соединение λmax / нм 

Полоса Соре Q-полосы λфл 

КП32 421 516,550,593,648 653,718 

КП34 420 516,548,592,646 650,715 

 

Введение CF3-группы в пара-положение мезо-фенильной группы 

практически не сказывается на спектре поглощения порфиринов, положения 

максимумов спектров поглощения и флуоресценции (Рисунок 19) показаны в 

Таблице 3. Все вещества продемонстрировали флуоресценцию, типичную для 

порфиринов [204-205].  

 Времена жизни флуоресценции данных порфиринов составляют 8,4 нс для 

КП32 и 9,1 нс для КП34 (Рисунок 20). Квантовые выходы для всех порфиринов 

были измерены в ДМСО (стандарт – Родамин 6G) [206]. Значения квантовых 

выходов флуоресценции лежат в диапазоне 0,03-0,04 для КП34 и КП32.  

 

 

Рисунок 20 ‒ Кинетика гибели флуоресценции исследуемых соединений в ДМСО. 

Для КП34 возбуждение проводили при 515 нм, регистрацию при 660 нм; для 

КП32 использовали 507 нм/645 нм. ФОП – функция отклика прибора 
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Установлено что флуоресценция зависит в основном от внутренней π-

электронной системы макрогетероцикла и мало зависит от периферийных 

заместителей, которые не нарушают планарность молекулы.  

Для ряда новых тетрапиррольных красителей на основе 5,10,15,20-

тетракис(пентафторфенил)порфирина (КП8, КП9 и КП10), конъюгированных с 

меркаптокарборанами с образованием триазольного цикла были получены 

спектрально-кинетические данные фотоактивных молекул. 

 

Рисунок 21 ‒ Спектры поглощения соединений КП8, КП9 и КП10 в ацетонитриле.  

 

Спектры поглощения порфиринов обладают характерными полосами 

поглощения, высокоинтенсивной полосой Соре (S-band) в области около 400 нм, а 

также набором полос меньшей интенсивности (Q-band) в более длинноволновом 

диапазоне (500-650 нм) (Рисунок 21), (Рисунок 22). Введение цинка или палладия 

в центр тетрапиррольного фрагмента уменьшает количество Q - полос. В Таблице 

4 приведены квантовые выходы и времена жизни флуоресценции данных 

соединений.  
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Рисунок 22 ‒ Спектры флуоресценции соединений КП8, КП9 и КП10 в 

ацетонитриле.  

 

Таблица 4 ‒ Времена жизни флуоресценции и квантовый выход флуоресценции 

Соединение λmax / нм 
ϕfl τfl / нс 

Полоса Соре Q-полосы λфл 

КП8 (Zn) 419 550,585 662, 710 0,019 1,7 

КП9 (Pd) 407 518,550,595 - 0,003 - 

КП10 412 506,584,657 648 0,03 8,4 

 

Как видно из таблицы, введение атомов цинка и палладия приводит к 

ускорению процессов интеркомбинационной конверсии и сопутствующему 

уменьшению флуоресценции. Данный эффект тяжелого атома более характерен 

для палладия (Mw = 106 г/моль), нежели цинка (Mw = 65 г/моль) в связи с большим 

молекулярным весом. Наблюдается уменьшение квантового выхода 

флуоресценции в 10 раз при введении атома Pd. 
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3.2 Спектрально-кинетические характеристики возбужденных состояний 

комплексов карборанилтетрапирролов с ЧСА и ЛПНП 

 

Для оценки возможности доставки в клетки было проведено исследование 

комплексообразование красителей с такими биомакромолекулами как альбумин и 

липопротеины низкой плотности. Проводили исследования комплексообразования 

соединений КХ1 и КХ6 с такими биомакромолекулами как ЧСА и ЛПНП. 

Связывание с молекулами-транспортерами важно для оценки доставки молекулы 

ФС в клетку. Альбумин – самый распространённый белок плазмы крови, который 

также является молекулой-транспортёром [207]. Жирные кислоты, также, как и 

многие другие лиганды связываются с альбумином в семи различных участках 

(FA1-FA7). Сайт связывания FA7 может увеличиваться в сторону участка FA2 для 

того, чтобы вместить более объемные лиганды [208]. В результате образуется 

участок связывания Судлоу 1. Схожим образом два участка связывания FA3 и FA4 

могут видоизменяться с образованием участка связывания Судлоу 2. Для изучения 

возможности доставки молекул фотосенсибилизатора в клетки представляется 

важным определение параметров комплесообразования в системе ФС-белок. 

Структура сайтов связывания молекулы ЧСА известна [209]. Во время 

комплексообразования молекулы хлорина в основном связываются с сайтом 

связывания FA1 в молекуле ЧСА, который находится в субдомене IB. В результате 

комплексообразования происходит увеличение жесткости молекулярной 

структуры и сопутствующий ему рост интенсивности флуоресценции [209-210]. В 

экспериментах по связыванию соединений КХ1 и КХ6 с молекулами ЧСА, 

наблюдался рост флуоресценции красителя при повышении концентрации 

альбумина (Рисунок 23, Рисунок 24). При увеличении концентрации ЧСА (≈ 1 × 10-

4 M) практически не наблюдалось дальнейшего роста флуоресценции, что 

указывает на полное связывание красителя с белком. 
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Рисунок 23 ‒ Спектры флуоресценции соединения КХ1 (λвозб = 430 нм) при 

различной концентрации ЧСА (0 - 1×10-4 М). Измерения проводили в фосфатно-

солевом буфере, рН = 7,4. Вставка: зависимость степени связывания лиганда θ от 

концентрации белка (λрег = 660 нм) 

 

Рисунок 24 ‒ Спектры флуоресценции соединения КХ6 (λвозб = 430 нм) при 

различной концентрации ЧСА (0 - 1×10-4 М). Измерения проводили в фосфатно-

солевом буфере, рН = 7,4. Вставка: зависимость степени связывания лиганда θ от 

концентрации белка (λрег = 660 нм) 
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В результате по формуле (15) была получена константа связывания, 

рассчитанная из спектров флуоресценции соединений КХ1 и КХ6 в присутствии 

различных концентраций альбумина, которая равна Kb = 1,3 ± 0,4 × 105 М-1 для 

соединения КХ1 и Kb = 3,2 ± 1,0 × 105 М-1 для соединения КХ6. 

Для определения специфичности связывания соединения КХ1 и молекулы 

альбумина были проведены эксперименты по определению сайт-специфичности 

связывания. Для этого использовались пробы, которые избирательно связываются 

с молекулой альбумина на участке связывания Судлоу 1 (фенилбутазон) и Судлоу 

2 (ибупрофен). При возникновении конкурирующих реакций связывания с 

альбумином между молекулами КХ1 и одной из сайт-специфических проб, 

константа комплексообразования КХ1-альбумин должно уменьшаться. Проводили 

эксперименты по измерению флуоресценции альбумина (она определяется 

флуоресценцией аминокислот тирозина и триптофана) в присутствии сайт-

специфических проб (ибупрофен и фенилбутазон) при различных концентрациях 

КХ1. В дальнейшем по полученным данным определялись константы 

комплексообразования КХ1-ЧСА в присутствии и в отсутствии сайт-

специфических проб. Оказалось, что присутствие ибупрофена и фенилбутазона не 

оказывает заметного влияния на комплексообразование КХ1 и альбумина и 

значения констант связывания изменяются незначительно (± 30%). Полученные 

результаты подтверждают предположение что связывание идет по сайту IB.  

Была исследована кинетика гибели флуоресценции соединения КХ1 в комплексе с 

ЧСА (Рисунок 25). 
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Рисунок 25 ‒ Кинетика гибели флуоресценции КХ1 (1,8 × 10-6 М) при различных 

концентрациях ЧСА (0; 1,8 × 10-6, 1,8 × 10-5) в фосфатно-солевом буфере. ФОП – 

функция отклика прибора 

 

При добавлении альбумина происходит незначительное увеличение времени 

жизни флуоресценции соединения КХ1, которое не возрастает при дальнейшем 

увеличении концентрации ЧСА. Наблюдаемое увеличение времени жизни 

флуоресценции - 5,9 нс при концентрации альбумина 0 М и 6,9 нс при 

концентрации альбумина 1,8 × 10-5 М. Столь незначительное увеличение времени 

жизни флуоресценции (+15%) соединения КХ1 указывает на достаточно большую 

жесткость исходного тетрапиррольного флуорофора. 

Проводили исследование процессов комплексообразования КХ1, КХ6 и 

ЛПНП. ЛПНП являются средством доставки гидрофобных молекул в клетки [213]. 

Способность соединения KX1 образовывать комплексы с липопротеинами низкой 

плотности (ЛПНП) также важно для доставки молекул фотосенсибилизатора в 

клетки. Для получения константы связывания соединений КХ1 и КХ6 с ЛПНП 

изучалось изменение флуоресценции красителей с увеличением концентрации 
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ЛПНП (Рисунок 26). Полученная константа связывания Kb = (3,4±1,1) × 108 М-1, 

рассчитанная (по Уравнению 15) из спектров флуоресценции молекулы КХ1 в 

присутствии различных концентраций ЛПНП формально оказалась заметно выше, 

чем константа связывания с альбумином. 

 

 

Рисунок 26 ‒ Спектры флуоресценции соединения КХ1 (λвозб = 410 нм) при 

различных концентрациях ЛПНП (0 - 1×10-8 М). Измерения проводили в 

фосфатно-солевом буфер, pH = 7,4. Вставка: зависимость степени связывания 

красителя КХ1 θ от концентрации ЛПНП (λрег= 660 нм) 

 

Механизм взаимодействия КХ1 с альбумином значительно отличается от 

взаимодействия с ЛПНП. Связывание хлорина с альбумином происходит в 

определенном сайте связывания на молекуле белка, тогда как в случае с ЛПНП 

взаимодействие осуществляется при переходе молекулы хлорина из водной фазы в 

везикулы, образованные ЛПНП. Расчет константы связывания хлорина с ЛПНП по 

спектрам флуоресценции в случае неспецифического связывания КХ1 с липидной 

фазой ЛПНП дает очень высокую константу. Полученные результаты 

соответствуют данным в [214]. Поскольку везикулы состоят в среднем из 800 

единиц фосфолипидов, необходимо внести корректировку в значение константы 
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связывания с ЛПНП. Таким образом, пересчитанное значение константы с ЛПНП 

составляет Kb = (4,2 ± 1,4) ×105 M–1 для соединения КХ1 и Kb = (5,5 ± 1,8) ×105 M–1 

для соединения КХ6 [193]. 

Было проведено исследование комплексообразования 

карборанилпорфиринов с человеческим сывороточным альбумином (ЧСА). В 

результате комплексообразования, жесткость структуры порфирина 

увеличивается, и квантовый выход флуоресценции молекулы возрастает (Рисунок 

27). Формирование комплексов между соединением КП8 и ЧСА меняют 

спектральные характеристики красителя, полученная константа связывания, 

(рассчитанная по Уравнению 15) оценивается как Kb = 3,3 ± 1,1 × 105 М-1. 

В комплексах порфирина с альбумином молекула красителя приобретает 

более жесткую структуру при этом релаксация возбужденного синглетного 

состояния порфирина в основное состояние затруднена. Из-за стабилизации 

синглетно-возбужденного состояния порфирина в комплексе с ЧСА, время жизни 

флуоресценции порфирина в комплексе с ЧСА увеличивается. Измеренное время 

жизни флуоресценции соединения КП8 в пропаноле-1 составляет 1,6 нс. При этом 

в комплексе с альбумином оно увеличивается до 3,2 нс. 

 

 

Рисунок 27 ‒ Спектр флуоресценции соединения КП8 в присутствии различных 

концентраций ЧСА (0,8 – 50 × 10-6 М) 
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При исследовании комплексообразования с липопротеинами низкой 

плотности (ЛПНП), также наблюдается увеличение интенсивности флуоресценции 

красителя при увеличении концентрации ЛПНП. Из спектров флуоресценции были 

получены константы связывания для соединений КП8, КП9 и КП10, (Kb = 4,0×108, 

4,7×108 и 7,4×108 М-1 соответственно). Константы связывания для ЛПНП 

значительно больше, чем в случае с альбумином. Механизмы взаимодействия 

фторфенилборированных мезо-арилпорфиринов с альбумином и ЛПНП 

существенно отличаются. Для альбумина взаимодействие внутри сайта связывания 

порфирина характерно для соединений с малой молекулярной массой, тогда как 

комплексообразование с ЛПНП происходит, когда порфирин переходит из водной 

фазы в органическую внутри везикул, образованных молекулами ЛПНП. Это 

неспецифическое связывание порфирина с липидной фазой ЛПНП характеризуется 

очень высокой константой. После проведенной корректировки значений констант 

комплексообразования, были получены Kb = 5,0 ± 1,1 ×105, 5,9 ± 2,0 ×105 и 9,2± 3,1 

×105 М-1, для соединений КП8, КП9 и КП10 соответственно [194].  

Значения констант связывания исследуемых соединений с ЧСА и ЛПНП 

указаны в Таблице 5.  

 

Таблица 5 ‒ Значения констант связывания тетрапиррольных красителей с ЧСА и 

ЛПНП 

Соединение ЧСА ЛПНП 

Kb × 10-5/ М-1 

КП32 3,0 - 

КП34 5,4 - 

КП8 3,3 5,0 

КП9 - 5,9 

КП10 - 9,2 

 

Все соединения продемонстрировали достаточно высокие значения констант 

связывания с ЧСА и ЛПНП (≈ 105 М-1) [195]. 
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3.3 Триплетные состояния карборанилтетрапиррольных красителей. 

 

Методом импульсного фотолиза получены спектрально-кинетические 

характеристики триплетных состояний панели новых порфиринов. 

Фотовозбуждение обескислороженного раствора красителя осуществлялось в Q - 

полосу поглощения вещества. На дифференциальном спектре поглощения 

(Рисунок 28-30) зарегистрировано выцветание синглетного состояния в S/Q 

полосах, и поглощение триплетного состояния при 440-500 нм и 530-800 нм. 

Константы скорости гибели триплетных состояний в отсутствии кислорода (kT) 

(Уравнение 19), приведены в Таблице 6. 

PS(S0) + hυ → PS(S1) ⇝ PS(T1)       (18) 

PS(T1) → PS(S0)     kT      (19) 

где kT — константа скорости гибели триплетного состояния в отсутствие 

тушителей. 

 

 

Рисунок 28 ‒ Дифференциальные триплет-триплетные спектры поглощения 

соединения КП9 (10-7 М) в пропаноле-1 (200 мкс после вспышки). Вставка: 

кинетика гибели триплетного состояния при 710 нм 
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Таблица 6 ‒ Константы скорости kT гибели триплетных состояний порфиринов и 

хлоринов в пропаноле-1 

Константы скорости 

гибели триплетного 

состояния  

КП8 КП9 КП10 КП32 КХ1 

kT / с-1 1,2 × 103 1,6 × 103 5,0 × 102 1,1 × 103 0,9× 103 

 

 

 

Рисунок 29 ‒ Дифференциальные триплет-триплетные спектры поглощения 

соединения КП10 (10-7 М) в пропаноле-1 (200 мкс после вспышки). Вставка: 

кинетика гибели триплетного состояния при 710 нм 

 

 

Рисунок 30 ‒ Дифференциальный триплет-триплетный спектр поглощения 

соединения КП32 (2 × 10-6 М) в пропаноле-1 (200 мкс после вспышки). На вставке 

показана кинетика гибели триплетного состояния соединения КП32 при 440 нм 
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Возбуждение обескислороженных растворов хлоринов КХ1 и КХ6 

проводили в Q-полосу (≈ 650 нм). Дифференциальный триплет-триплетный спектр 

поглощения соединения КХ1 представлен на Рисунке 31. На спектре наблюдается 

выцветания синглетных полос при 435 нм и 640 нм, а также поглощение 

триплетного состояния при 450 нм, 560нм, и в области 700-750 нм. Время жизни 

триплетного состояния соединения КХ1 составило 1 мс.  

Проводились эксперименты по тушению триплетного состояния 

молекулярным кислородом. В результате переноса энергии с триплетного 

состояния красителя на кислород происходит тушение триплетного состояния 

(Уравнение 20)  

PS(T1) + 3O2 → PS(S0) + 1O2   kq      (20) 

где, kq — константа скорости тушения кислородом триплетного состояния. 

Константа тушения триплетного состояния кислородом составила для 

соединений КП9 и КП10 составила kq = 2,0 × 109 М–1 с–1 что характерно для 

константы скорости тушения триплетного состояния и близко к диффузионной 

константе с учетом спин-статистического фактора (1/9)[215]. 

 

 

Рисунок 31 ‒ Дифференциальный триплет-триплетный спектр поглощения 

соединения КХ1 (3 × 10-7 М) в ацетонитриле (200 мкс после вспышки). Вставка: 

кинетика гибели триплетного состояния соединения КХ1 при 440 нм (kT =0,9× 103 

с-1) и кинетика выцветания синглетного состояния КХ1 при 410 нм (k =1,1× 103 с-

1) 
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Для оценки реакционной способности триплетного состояния были 

проведены эксперименты по тушения стабильным нитроксильным радикалом. 

Взаимодействие молекул фотосенсибилизаторов со стабильными радикалами 

представляет интерес из-за усиления интеркомбинационной конверсии в 

результате действия парамагнитной частицы (нитроксильного радикала). Было 

изучено взаимодействие триплетного состояния карборанилпорфирина КП32 с 

нитроксильным радикалом (ТЕМПОЛ) (Рисунок 32). 

 

Рисунок 32 ‒ Структурная формула порфирина КП32 и нитроксильного радикала 

ТЕМПОЛ.  
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Рисунок 33 ‒ (1) Дифференциальный спектр триплетного состояния КП32 в 

этаноле (1 × 10–7 М), 300 мкс после вспышки. (2) Кинетика гибели триплетного 

состояния КП32 (на 440 нм) при различных концентрациях ТЕМПОЛ × 104 М: а – 

0, б – 1,5, в – 4,5, г – 13,5, д – 27,0. (3) Зависимость константы скорости гибели 

триплетного состояния КП32 от концентрации ТЕМПОЛ 

 

При прямом фотовозбуждении раствора соединения КП32 (1 × 10–7 М) в 

этаноле наблюдается уменьшение поглощения в области 420 нм, соответствующее 

выцветанию синглетного состояния в полосе Соре. Поглощение триплетного 

состояния КП32 (3P) наблюдается в области 440–500 нм и 540 нм (Рисунок 33, 1). 

Гибель триплетного состояния происходит по реакции первого порядка kT = (1,15 

± 0,1) × 103 с–1. Добавление ТЕМПОЛ (2R) в концентрациях (1.5– 27.0 × 10–4 М) 

приводит к тушению триплетного состояния 3P (Рисунок 33, 2). Константа тушения 

kq = (5,0 ± 0,5) × 105 М–1с–1 была рассчитана из графика зависимости константы 

псевдо-первого порядка скорости гибели триплетного состояния КП32 k = kT + kq 

[2R] от концентрации 2R (Рисунок 33, 3):  

3P + 2R ↔ [3P 
…

 2R] → P + 2R  kq     (21) 
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Одним из путей деактивации триплетного состояния соединения КП32 

является перенос энергии на молекулу нитроксильного радикала. Ранее было 

показано, что для эффективного переноса энергии на радикал, необходимо чтобы 

энергия триплетного T1 уровня донора была больше 18000 см-1 [216]. Для 

тетраарилпорфиринов энергия триплетного Т1 уровня как правило ниже Т1 уровня 

антрацена (ET <14700 см-1) [217] . Ввиду большой разницы между энергетическими 

уровнями возбужденных состояний КП32 и ТЕМПОЛ, перенос энергии между 

ними представляется маловероятным. Вторым путем деактивации триплетного 

состояния является реакция переноса электрона с участием молекулы 

нитроксильного радикала как донора электрона. На примере взаимодействия 

нитроксильного радикала и триплетного состояния бискарбоцианинового 

красителя был доказан перенос электрона, который приводит к разрушению 

хромофорной системы последнего [218]. В процессах переноса электрона, 

константа тушения триплетного состояния определяется сродством к электрону 

молекулы красителя, энергией триплетного состояния и зависит от 

диэлектрической постоянной растворителя [219]. Для оценки роли данного 

механизма тушения триплетного состояния порфирина, была получена константа 

его тушения в низкополярном растворителе – толуоле kq = (2,8 ± 0,3) × 105 М-1с-1. 

Значение экспериментально полученных констант тушения kq триплетных 

состояний молекул КП32 нитроксильным радикалом примерно на 4 порядка 

меньше диффузионной константы скорости в этаноле при комнатной температуре 

(kdiff = 5,5 × 109 M-1с-1). Сопоставимые значения констант тушения в этаноле (ε = 

24,5) и толуоле (ε = 2,38) показывают, что процесс переноса электрона, как путь 

деактивации триплетного состояния молекулы порфирина, не играет заметной 

роли. Полученные результаты согласуются с работой [219], где было показано 

слабое влияние эффекта растворителя для молекул с низким положением Т1 уровня. 

Для ароматических углеводородов было показано [216], что доминантным путем 

деактивации триплетных состояний при взаимодействии с нитроксильным 

радикалом в случае низких значений (ET <14700 см-1) энергии триплетных уровней 

молекул донора является ускорение интеркомбинационного перехода в результате 
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обменного взаимодействия. Ускорение ИКК при взаимодействии триплетного 

состояния по всей видимости связано с обменом спинами электронов триплетного 

и дублетного состояний [220-222]. 

Образование синглетного кислорода в процессах фотосенсибилизации играет 

важную роль поскольку синглетный кислород является одним из цитотоксических 

интермедиатов [223]. В результате переноса энергии между триплетным 

состоянием фотосенсибилизатора (Уравнение 20) и молекулярным кислородом, 

происходит образование синглетного кислорода. Регистрацию синглетного 

кислорода можно проводить по его люминесценции в ближней ИК области (λmax 

~1275 нм), (Рисунок 34). (Уравнение 22) 

1O2 → 3O2 + hυ          (22) 

Определение квантового выхода синглетного кислорода для порфиринов и 

хлоринов рассчитывали по Уравнению 13, с использованием 

тетрафенилпорфирина, (ТФП) как стандартного вещества (ΦΔ = 0,6). Полученные 

значения 0,59 для соединения КХ1 и 0,54 для соединения КХ6 указывают на 

эффективность переноса энергии на молекулярный кислород.  

Полученные значения квантового выхода синглетного кислорода (> 0,5) 

(Таблица 7) указывают на эффективность процесса переноса энергии. Для Pd (КП9) 

и Zn (КП8) содержащих порфиринов получены более высокие значения квантового 

выхода синглетного кислорода по сравнению с безметальным аналогом (КП10), что 

связано ускорением интеркомбинационной конверсии из-за внутримолекулярного 

эффекта тяжелого атома. 

 

Таблица 7 ‒ Квантовые выходы синглетного кислорода ФΔ (1O2) для порфиринов в 

насыщенных воздухом растворах ацетонитрила и ДМСО(*), [193-195] 

Соединение КП8 КП9 КП10 КХ1 КХ6 КП32* 

ΦΔ 0,75 0,80 0,66 0,59 0,54 0,81 
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Рисунок 34 ‒ Спектры люминесценции синглетного кислорода для исследуемых 

соединений вместе со стандартным веществом (ТФП) в насыщенных воздухом 

растворах ацетонитрила 

 

Введение атомов фтора в мезо-фенильную группу тетраарилпорфиринов или 

тетраарилхлоринов не оказывает влияния на эффективность образования 

синглетного кислорода. Карборановые заместители также не влияют на процессы 

ИКК и переноса энергии на молекулярный кислород. Полученные значения 

квантовых выходов синглетного кислорода сравнимы с коммерческими аналогами, 

[224-225].  

Для соединения КХ1 было проведено исследование триплетных состояний в 

комплексе с ЧСА. 
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Рисунок 35 ‒ Дифференциальные триплет-триплетные спектры (200 мкс после 

вспышки) КХ1 при различных концентрациях ЧСА (0 – 1,1 × 10-6 М) в фосфатно-

солевом буфере, pH 7,4. На врезке показана кинетика гибели триплетного 

состояния КХ1 при 440 нм и различной концентрации ЧСА 

 

Как видно из Рисунка 35 при добавлении альбумина к раствору КХ1 

происходит процесс комплексообразования, в результате которого возрастает 

интенсивность триплетного поглощения соединения КХ1. При этом времена жизни 

триплетного состояния меняются незначительно (±15%). Для оценки степени 

экранированности триплетного состояния молекулой альбумина были проведены 

эксперименты по определению константы тушения триплетного состояния 

кислородом. Оказалось, что в результате процесса связывания лиганда с молекулой 

белка возникают стерические затруднения, которые влияют на константу тушения 

триплетного состояния молекулярным кислородом (Рисунок 36), Таблица 8.  
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Рисунок 36 ‒ Зависимость константы скорости гибели триплетного состояния 

соединения КХ1 от концентрации кислорода [O2] при отсутствии и в присутствии 

альбумина (ЧСА, БСА). Фосфатно-солевой буфер (0,01 М), pH 7,4 

 

Таблица 8 ‒ Значения констант тушения триплетного состояния соединения КХ1 

молекулярным кислородом в различных условиях. 

 ПБС ЧСА БСА 

kq / M-1 c-1 1,8 × 109 4,5 × 108 4,2 × 108 

 

При тушении триплетных состояний кислородом в растворе, константа 

тушения обычно равна диффузионной константе скорости с учет спин-

статистического фактора 1/9 [215]. Для водных растворов при комнатной 

температуре 1/9 kdiff равна примерно 1 × 109 М-1с-1. Как видно из Таблицы 8, в 

фосфатно-солевом буфере (ПБС) константа тушения примерно в 4 раз больше по 

сравнению с раствором ЧСА или БСА. Концентрации белков, используемые в 

экспериментах, не превышали 1 × 105 М, так что увеличением вязкости, связанным 

с присутствием белка в растворе, можно пренебречь. Уменьшение константы 

тушения триплетного состояния кислородом в присутствии альбумина объясняется 

возникающими стерическими препятствиями при взаимодействии молекулярного 
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кислорода и встроенного в структуру альбумина триплетного состояния красителя. 

Близкие значения констант тушения кислородом триплетного состояния КХ1 в 

комплексах с ЧСА и БСА обусловлено высоким сходством данных белков. 

В экспериментах с опухолевыми клетками глиомы С6 было показано 

образование АФК при освещении клеток, нагруженных КХ1. Установленная 

темновая цитотоксичность КХ1 и КХ6 на раковых клетках равна IC50 > 44 мкМ 

после 72 часов инкубирования. 

 

 

Рисунок 37 ‒ Генерация АФК в раковых клетках С6 при фотоактивации 

соединения КХ1. Масштаб – 20 мкм.  
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В сочетании со световой обработкой концентрация 5 мкМ вызывает 100% 

гибель клеток. При этом уже через 1 минуту в клетках повышается уровень АФК. 

Через несколько минут вся цитоплазма клеток ярко окрашивается DHR 123 

(индикатор АФК) (Рисунок 37). Через 10 минут после фотоактивации клетки 

прокрашиваются иодистым пропидием или SYTOXTM, что указывает на потерю 

барьерной функции мембран. Полученные значения цитотоксичности соединений 

КХ1 и КХ6 на клетках глиомы С6 оказались сравнимыми с аналогичным 

результатами, полученными в экспериментах с коммерческим препаратом Foscan 

[226]. 

Исследование темновой цитотоксичности красителей на клетках HCT116 показало, 

отсутствие наблюдаемого ингибирования роста клеток после 72 часов инкубации в 

опухолевых клетках красителя.  

 

Таблица 9 ‒ Значения IC50 тетрапиррольных красителей для клеток HCT116 

Соединение IC50, мкМ 

КП32 1,1 

КП8 3,9 

КП9 1,2 

КП10 12,9 

 

Световая цитотоксичность определялась при освещении клеток, 

нагруженных ФС лазером. Оценку выживаемости клеток проводили с помощью 

MTT-теста через 2 часа после освещения.  

Результаты по цитотоксичности тетрапиррольных красителей на клетках 

НСТ116 (Таблица 9), (Рисунок 38) указывают на то, что данные 

фотосенсибилизаторы оказывают выраженное цитотоксическое действие на 

опухолевые клетки уже к микромолярных концентрациях. Показатели 

цитотоксичности соединений КП9 и КП32 кратно превышают цитотоксичность 

такого коммерчески доступного препарата как Photofrin [227].  

 



70 
 

 

Рисунок 38 ‒ Фотоиндуцированная цитотоксичность исследуемых 

красителей (Dox ‒ доксорубицин) 

 

Были получены спектрально-кинетические характеристики новых карборан-

замещенных тетрапирролов. Показано, что введение карборановых заместителей 

не оказывает заметного влияния на флуоресцентные свойства тетрапиррольных 

красителей. Для оценки возможности доставки фотосенсибилизаторов в клетки 

было исследовано связывание с такими транспортными биомолекулами как ЧСА и 

ЛПНП. Было установлено, что новые карборан замещенные тетрапирролы 

образуют нековалентные комплексы с такими биомакромолекулами как ЧСА и 

ЛПНП с константой (Kb ⁓ 105 M-1). Полученные значения квантового выхода 

синглетного кислорода (ΦΔ>0,5) для данных красителей указывает на высокую 

фотосенсибилизирующую способность соединений, не уступающую коммерчески 

доступным препаратам. С помощью флуоресцентного АФК сенсора, показано 

образование активных форм кислорода при фотоактивации клеток, нагруженных 

фотосенсибилизаторами. В экспериментах на опухолевых клетках НСТ116 

установлена более высокая фотоцитотоксичность ряда карборанилтетрапирролов, 

по сравнению с препаратом Photofrin. Таким образом были получены новые 

бифункциональные фотоактивные молекулы, которые могут действовать не только 

как традиционные фотосенсибилизаторы, но и как агенты для использования в бор-

нейтронозахватной терапии.  
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3.4 Фотоиндуцированный перенос электрона от донора электрона на 

триплетные состояния бискарбоцианиновых красителей, 

комплексообразование с ЧСА 

 

Благодаря своим характеристикам бискарбоцианиновые красители (БКЦ1 и 

БКЦ2) являются перспективными фотосенсибилизаторами, так как обладают 

интенсивной полосой поглощения в красной области спектра, а также имеют 

высокий квантовый выход триплетного состояния, которое участвует в реакциях 

переноса электрона, обеспечивая эффективную генерацию АФК. Раннее уже было 

показано цитотоксическое действие бискарбоцианинового красителя на клетки 

меланомы и полученные значения фотоцитотоксичности оказались более 

высокими по сравнению с препаратом Фотогем [228]. Для определения 

возможности действия данного фотосенсибилизатора по механизму I-го типа с 

переносом электрона была создана модельная система с донором электрона. 

Образование супероксидного радикала под действием фотосенсибилизатора может 

проходить в несколько стадий. Первая стадия заключается в переносе электрона с 

донора на молекулы фотосенсибилизатора в триплетном состоянии, с 

образованием анион радикала фотосенсибилизатора (Уравнение 7). На второй 

стадии (Уравнение 8) происходит перенос электрона с анион радикала ФС на 

молекулярный кислород с образованием супероксидного радикала. Были 

исследованы спектральные и кинетические свойства промежуточных продуктов 

реакции фотопереноса электрона, образованного из 2,7-бис [3- (1,3-дигидро-1,3,3- 

триметил-2H-индол-2-илиден) -1-пропен-1-ил] -3,8-диметилбензо [1,2‑d:3,4-

d']бистиазолий йодида (Рисунок 11), бихромофорный цианиновый красителя 

(БКЦ1) и 2,6-бис-(3,7-ди-N-этил-бензо [1,2-d:4,3-d']бистиазол-)-[N-метил-3,3'-

диметил-индокарбоцианин] перхлората (БКЦ2) (Рисунок 12) в результате переноса 

электрона от аскорбиновой кислоты (АК) на молекулу красителя в возбужденном 

триплетном состоянии.  

При импульсном фотовозбуждении 3 × 10–7 М раствора БКЦ1 формируется 

триплетное состояние БКЦ1, характеризующееся дифференциальным спектром 
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поглощения (Рисунок 39 (а)). В отсутствие кислорода кинетика гибели триплетного 

состояния БКЦ1 моноэкспоненциальна со временем жизни 350 мкс. Триплетное 

состояние тушится кислородом (kqO2 = 2,0 × 109 M–1с–1) и аскорбиновой кислотой 

(kqAA = 2,4 × 109 M-1с–1). Взаимодействие с аскорбиновой кислотой сопровождается 

изменением дифференциального спектра поглощения (Рисунок 39, (а)), который 

связан с переносом электрона от АК к молекуле БКЦ1 в триплетном состоянии и 

образованием анион-радикала красителя (Уравнения 23).  

 

 

Рисунок 39 ‒ (а) Дифференциальные триплет-триплетные спектры поглощения 

раствора БКЦ1 в пропан-1-оле (3 × 10–7 М) через 200 мкс после фотовозбуждения 

в отсутствие (1) и в присутствии 1 × 10–2 М аскорбиновой кислоты (2). На вставке 

показана кинетика гибели катиона-радикала БКЦ•+ при 420 нм в растворе БКЦ1 (6 

× 10–7 М) в присутствии 1 × 10–2 М аскорбиновой кислоты. (б) Спектры 

поглощения раствора БКЦ1 в пропан-1-оле (4 × 10–7 М) после фотолиза (1) в 

отсутствие и (2) в присутствии аскорбиновой кислоты 
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BCD2+(S0)  +  hν  →  BCD2+(S1)  →  BCD2+(T)  
+ AA
→    BCD•+   +   AA•+ (23) 

BCD•+   +   AA•+  →  BCD2+(S0)  +   AA      (24) 

BCD•+   +   BCD•+   →  BCD2+(S0)  +   CD(S0)     (25) 

 

 

Рисунок 40 ‒ (а) Дифференциальные триплет-триплетные спектры поглощения 

раствора БКЦ2 в пропан-1-оле (6 × 10–7 М) через 300 мкс после фотовозбуждения 

в отсутствие (1) и в присутствии 1 × 10–2 М аскорбиновой кислоты (2). На вставке 

C показана кинетика гибели катиона-радикала БКЦ•+ при 420 нм в растворе БКЦ1 

(6 × 10–7 М) в присутствии 1 × 10–2 М аскорбиновой кислоты (2k = 2,1 × 109 М-1c-

1). (б) На вставке B показана кинетика гибели триплетного состояния БКЦ2 при 

540 нм, (k = 430 c-1), (kqAA = 1,8 × 109 М-1c-1) 

 

Фотовозбуждение БКЦ1 в присутствии АК изменяет спектр поглощения 

БКЦ1. Возникающий спектр поглощения при высоких концентрациях АК 

совпадает со спектром монохромофорного цианинового красителя (ЦД) с длиной 

хромофора равной длине одного хромофора БКЦ1 (Рисунок 39, б). 
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Аналогичный эффект наблюдали при фотопревращении БКЦ в присутствии 

молекулярного кислорода, где разрыв в цепи p-конъюгации хромофора был вызван 

реакцией с синглетным кислородом, образующимся за счет передачи энергии от 

молекулы БЦК в триплетном состоянии к молекулярному кислороду. В данной 

работе кислород удаляли из раствора, поэтому наблюдаемый эффект может быть 

связан только с реакцией между катион-радикалами БКЦ•+. Коэффициенты 

молярного поглощения для триплетного состояния БКЦ2+(ɛ630 = 9,6 × 104 М– 1см– 1) 

и катион-радикала БКЦ•+ (ɛ420 = 7,8 × 104 М–1см–1) рассчитывали, как пределы при 

максимальном выцветании основного состояния с учетом того, что для синглет-

синглетного поглощения ɛ590 составляет 2,5 × 105 M–1с–1. Кинетика распада БКЦ•+ 

соответствует второму порядку (Рисунок 39, в). Этот процесс не может быть вызван 

только обратным переносом электрона между образовавшимися радикалами БКЦ•+ 

и AA•+ (Уравнение 24). При обратной рекомбинации эквимолекулярных количеств 

радикалов происходит полное восстановление исходных молекул красителя и 

донора (спектр поглощения красителя остаётся неизменным). Небольшие 

изменения спектра оптического поглощения (неполное восстановление полосы 

поглощения красителя) свидетельствует о существование еще одного механизма 

кинетики гибели БКЦ•+ в дополнение к обратному переносу электрона. Молекула 

БКЦ2+ несет два положительных заряда, а ее катион-радикал обладает зарядом +1 

и может принимать один электрон. Поэтому можно предположить, что реакция 

между двумя радикалами БКЦ•+ сопровождается образованием только одной 

молекулы красителя в основном состоянии и необратимым разрушением 

хромофора другой молекулы красителя (Уравнение 25). Однако нельзя исключить 

некоторые другие процессы, которые могут быть ответственными за распад 

радикала БКЦ•+. Среди них следует упомянуть димеризацию красителя. Этот 

процесс, описанный для монохромофорных цианиновых красителей, приводит к 

разрыву хромофорной цепи конъюгации обоих радикалов, которые участвуют в 

реакции. Более того, расстояние между этими хромофорами должно быть 

достаточно большим, что уменьшает диполь-дипольное взаимодействие между 
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ними. Следовательно, в случае бихромофорных красителей спектр поглощения 

димера, образующегося при радикальной димеризации должен быть близок к 

спектру индивидуального хромофора. Константа рекомбинации 2k для БКЦ•+ равна 

1,3 × 109 М–1с–1. Константа скорости диффузии для пропан-1-ола при комнатной 

температуре составляет 3,4 × 109 М–1с–1. Результаты показывают, что кинетика 

распада БКЦ•+ практически контролируется диффузией, что свидетельствует о его 

высокой эффективности. Аналогичные результаты были получены для красителя 

БКЦ2 (Рисунок 40). Взаимодействие катион-радикала с молекулярным кислородом 

может привести к образованию цитотоксического супероксидного радикала. 

Способность молекулы БКЦ2+ действовать как ФС по механизму переноса 

электрона может иметь важное значение для последующего исследования 

механизмов ФДТ [229-230]. Однако экспериментально доказать взаимодействие 

кислорода с анион-радикалом красителя представляет трудную задачу так как 

кислород эффективно взаимодействует также и с триплетным состоянием. 

Для оценки возможной доставки молекул БКЦ1 в клетки было проведено 

исследование комплексообразования красителя БКЦ1 с ЧСА. С помощью 

времяразрешенной флуоресцентной спектроскопии было установлено образование 

комплекса между молекулами БКЦ1 и альбумина. При взаимодействии БКЦ1 и 

альбумина, увеличивается жесткость структуры красителя что приводит к 

снижению роли колебательной релаксации как пути деактивации возбужденной 

молекулы БКЦ1, тем самым увеличивается квантовый выход и времена жизни 

флуоресценции (Рисунок 41). При увеличении концентрации альбумина 

наблюдается разгорание флуоресценции, что можно наблюдать на спектрах 

флуоресценции БКЦ1. 

В фосфатном буфере, наблюдается моноэкспоненциальная гибель 

флуоресценции БКЦ со временем жизни около 0,2 нс. При добавлении альбумина, 

появляются новые долгоживущие компоненты (τ1 = 0,5 нс и τ2 = 1,5 нс). При 

последующем увеличении концентрации альбумина, короткоживущая компонента, 

соответствующая времени жизни, возбужденного синглетного состояния 

свободной молекулы БКЦ1 исчезает. 
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Рисунок 41 ‒ Кинетика гибели флуоресценции БКЦ1 (4 × 10-7 M) при различных 

концентрациях БСА (0 - 1,0 × 10-5 М). (λвозб = 590 нм, λрег = 660 нм) 

 

Появление двух новых компонент в кинетике гибели флуоресценции 

вероятно соответствуют образованию двух комплексов красителя с альбумином. 

Один из комплексов БКЦ с ЧСА, который имеет короткое время жизни 

флуоресценции (τ1 = 0,5 нс) предположительно соответствует поверхностному 

связыванию БКЦ с ЧСА. Более стабильный комплекс (τ2 = 1,5 нс) соответствует 

связыванию красителя с ЧСА между субдоменами IIA и IIIA, в широком умеренно 

полярном, гидрофобном кармане, при этом один концевой индоленин расположен 

в глубине кармана, в то время как второй ориентирован в сторону внешней 

поверхности белка. Константа связывания БКЦ1 с ЧСА составила Kb = 1 × 105 M-1. 

Методами импульсного фотолиза было показано образование триплетного 

состояния красителя БКЦ1 в комплексе с ЧСА. Константа скорости гибели 

триплетного состояния красителя в комплексе с ЧСА составила kT = 1500 c-1 для 

БКЦ1 и kT = 1650 c-1 для БКЦ2.  
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Для оценки возможности доставки молекул БКЦ в клетки-мишени был 

охарактеризован процесс комплексообразования с ЧСА. Показано образование 

нековалентного комплекса красителя с альбумином, сопровождающееся 

увеличением флуоресценции молекулы БКЦ. Было установлено образование анион 

радикала красителя БКЦ в результате переноса электрона от молекулы донора. 

Установленный процесс фотопереноса электрона свидетельствует о возможности 

образования супероксидного радикала в результате реакции, образовавшегося из 

триплетного состояния анион радикала БКЦ с молекулярным кислородом.  

 

3.5 Фотохимические свойства кетоцианиновых красителей на основе 

α,α’-бис (замещенных бензилиден) циклопентанонов 

 

Фотоинициаторы на основе бис-бензилиденкетонов являются 

перспективными для приготовления фотокомпозиций для использования в 

фотополимеризации [231]. Данный фотоинициатор является примером системы D-

π-A-π-D, в которой доноры электронов и акцепторные группы соединены 

мостиками с π-сопряженной цепью. Изменяя длину π-сопряженной цепи красителя, 

можно смещать спектр поглощения, изменяя тем самым глубину проникновения 

света и обеспечивая процесс полимеризации при облучении видимым светом. Эта 

особенность, наряду с высокими значениями коэффициента молярной экстинкции 

(до 1 × 105 М–1 см–1), делает эти красители универсальными для использования в 

аддитивных технологиях. Бисбензилиденкетоновые красители обладают 

способностью инициировать фотополимеризацию как при однофотонном, так и 

двухфотонном возбуждении [31]. Двухфотонное возбуждение 

бисбензилиденкетоновых красителей может быть осуществлено также при 

использовании этих красителей в качестве фотосенсибилизаторов в ФДТ с целью 

увеличения дистанции проникновения фотовозбуждающего импульса вглубь 

тканей с использованием фототерапевтического окна.  

Фотоинициаторы на основе бисбензилиденкетоновых красителей в процессе 

фотополимеризации подвергаются выцветанию [232]. Эта особенность может 



78 
 

оказаться полезной, так как не происходит снижения скорости процесса 

фотополимеризации за счет поглощения красителя. Простой процесс синтеза этих 

соединений является еще одним преимуществом, данного класса 

фотоинициаторов. Также они могут использоваться в качестве однокомпонентной 

смеси для инициации процессов полимеризации, что значительно упрощают 

пробоподготовку. В данной работе рассмотрена фотохимия двух  бис-

бензилиденкетонов:((((1E,1′E)-(2-оксоциклопентан-1,3-диилиден)бис(метанилиде 

н)) бис(4,1-фенилен)) бис (азантриил)) тетракис (этан-2,1-диил) тетракис (2-

метилакрилат) бис-(диметиламиноарилиден)циклопентанона (КЦ2), и (2E,5E) - 

2,5- Бис[4-(диметиламино)бензилиден]циклопентанона (КЦ1) (Рисунок 13). 

Введение карбонильной группы в молекулу цианинового красителя приводит 

к появлению триплетного состояния (n, π*) типа, локализованного на атоме 

карбонильной группы. Данные триплетные состояния отличаются высокой 

реакционной способностью в реакциях переноса протона и электрона. Выраженная 

ИКК и способность генерировать радикальные интермедиаты позволяет 

рассматривать данные соединения не только как потенциальные ФС, но как ФИ для 

использования в процессах фотополимеризации.  

Наличие электронодонорной (диметиланилин) и электроноакцепторной 

карбонильной группы приводит к внутримолекулярному переносу заряда в 

молекулах КЦ1 и КЦ2. Из-за внутримолекулярного переноса заряда в 

возбужденном состоянии можно наблюдать значительный положительный 

сольватохромизм (Рисунок 42, Таблица 10). С увеличением полярности 

растворителя происходит батохромный сдвиг как спектров поглощения, так и 

спектров флуоресценции, что подтверждает принадлежность S1 состояния к (π, π*) 

типу [233]. 
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Рисунок 42 ‒ Нормализованные спектры поглощения (слева) и флуоресценции 

(справа) красителя КЦ2 в различных растворителях 

 

Таблица 10 ‒ Характеристики спектров поглощения и флуоресценции КЦ2 в 

различных растворителях (Δυ – Стоксов сдвиг, F – параметр полярности 

растворителя) 

Растворитель λпогл / нм λфл / нм Δυ / см−1 F 

Толуол 448 472 1135 0,029 

ДМСО 474 558 3176 0,841 

Пропанол-1 473 584 4063 0,779 

Ацетонитрил 459 544 3404 0,860 

ДХМ 456 528 2990 0,592 

Этил ацетат 448 514 2866 0,489 

Ацетон 454 539 3473 0,790 

 

В неполярных апротонных растворителях, таких как толуол, квантовый 

выход флуоресценции кетоцианинового красителя КЦ2 снижается при введении 

метакрилатных групп (Таблица 11). Причиной этого является частичное нарушение 

планарности молекулы и ускорение процессов колебательной релаксации. В 

протонном полярном растворителе, таком как пропанол-1, краситель в 

возбужденном состоянии стабилизируется как за счет водородных связей, так и за 

счет диполь-дипольного взаимодействия. Батохромный сдвиг как в спектрах 
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поглощения, так и в спектрах флуоресценции наиболее выражен в пропаноле-1, 

несмотря на относительно низкую диэлектрическую проницаемость по сравнению 

с ДМСО. Это связано со снижением положения энергетических уровней 

возбужденных состояний красителя в комплексе с молекулами растворителя за 

счет образования водородных связей. 

 

Таблица 11 ‒ Флуоресцентные характеристики исследуемых соединений в 

различных растворителях 

Растворитель Соединение Φфл τфл / нс 

Ацетонитрил 
КЦ1 0,10 0,67 

КЦ2 0,11 0,71 

Толуол 
КЦ1 0,08 0,30 

КЦ2 0,05 0,24 

Пропанол-1 
КЦ1 0,15 0,46 

КЦ2 0,35 1,16 

ДМСО 
КЦ1 0,17 0,78 

КЦ2 0,20 0,84 

 

Электронные взаимодействия между полярными молекулами растворителя и 

растворенного вещества играют важную роль в стабилизации возбужденного 

состояния. В случае протонных растворителей имеет место образование 

водородных связей. Эти эффекты можно наблюдать при изучении времен жизни 

флуоресценции (Таблица 11). Наиболее короткоживущая флуоресценция КЦ1 и 

КЦ2 имеет место в толуоле (в высокополярном ацетонитриле она почти в три раза 

больше). Интересное наблюдение было получено при использовании пропанола-1 

в качестве растворителя. Тогда как времена жизни флуоресценции КЦ1 и КЦ2 

незначительно отличаются для апротонных растворителей, в пропаноле-1 разница 

достигает 2,5 раз (0,46 нс против 1,16 нс) (Рисунок 43) [234].  
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Рисунок 43 ‒ Кинетика гибели флуоресценции КЦ1 (синий) и КЦ2 (зеленый) в 

пропаноле-1; λвозб = 475 нм, λрег = 600 нм. ФОП – функция отклика прибора 

 

 

Рисунок 44 ‒ Предполагаемое образование водородных связей между молекулами 

спирта и КЦ2 

 

Ранее была установлена способность спиртов образовывать водородные 

связи с карбонильной группой кетоцианинового красителя [235]. КЦ2 обладает не 

только центральной карбонильной группой, но и четырьмя периферийными 

группами. Все они способны образовывать водородные связи с молекулами спирта 

(Рисунок 44). Таким образом, увеличение числа водородных связей в случае КЦ2 

0 10 20

1

10

100

1000

10000

4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
-0,15

0,00

0,15

6 7 8 9 10 11 12

-0,15

0,00

0,15

К
о

л
и

ч
е

с
тв

о
 и

м
п
у
л

ь
с
о

в
 /

 с
ч
е

т

Время / нс

 ФОП

 КЦ1

 КЦ2

а
в
то

ко
р
р
е
л

я
ц

и
я

Время / нс

а
в
то

ко
р
р

е
л

я
ц

и
я

Время / нс



82 
 

приводит к повышенной стабилизации флуорофора и увеличению времени жизни 

флуоресценции. 

Спектральные сдвиги связанные с увеличением полярности растворителя 

более сильно выражены для спектров флуоресценции, нежели для спектров 

поглощения. Это указывает на то, что дипольный момент возбужденного состояния 

больше, чем основного состояния. 

Установлено что КЦ2 образует комплекс с ЧСА с константой 

комплексообразования Kb = 6 × 104 M-1. 

Для оценки вклада внутримолекулярного переноса электрона в синглетно-

возбужденном состоянии был проведен расчет дипольного момента возбужденного 

состояния молекулы КЦ2. Внутримолекулярный перенос заряда приводит к 

переориентации молекул растворителя, окружающих растворенное вещество [236]. 

Дипольный момент в возбужденном состоянии рассчитывался по формуле 

Бахшиева [237]: 

 

𝑣𝑎 − 𝑣𝑓 =
2Δ𝜇2

𝑎0
3ℎ𝑐

𝐹 (26) 

где, 

𝐹 = (
𝐷 − 1

𝐷 + 2
−
𝑛2 − 1

𝑛2 + 2
) ⋅
(2𝑛2 + 1)

(𝑛2 + 2)
 (27) 

 

где, Δµ2 = (µe–µg)2, υa и υf – волновые числа максимумов поглощения и излучения, 

µe и µg – дипольный момент возбужденного и основного синглетного состояний 

соответственно, a0 – радиус растворенной молекулы в приближении, что она 

является сферой, h – постоянная Планка, c – скорость света, а D и n — 

относительная диэлектрическая проницаемость и показатель преломления 

растворителя соответственно. Из зависимости Стоксового сдвига от F (Рисунок 45) 

можно рассчитать μe: 
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𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒 =  
2(𝜇𝑒 − 𝜇𝑔)

2

𝑎0
3ℎ𝑐

   (28) 

 

Протонные и неполярные растворители были исключены, поскольку имеет место 

разный характер взаимодействия с растворенным веществом. 

 

 

Рисунок 45 ‒ График зависимости между сдвигами спектров соединения КЦ2 и 

параметром растворителей F для КЦ2 

 

Радиус молекулы для КЦ2 оценивали согласно [238] с использованием 

плотности бензофенона. Дипольный момент основного состояния рассчитывали с 

помощью программы Hyperchem 8.0. Полуэмпирические расчеты с 

использованием метода INDO для оптимизации молекулярной геометрии дали 

значения 4,2 D и 4,5 D для молекул КЦ2 и КЦ1 соответственно, что согласуется с 

результатами других работ [239-240]. Дипольный момент возбужденного 

состояния был оценен в 10,8 D для КЦ2, а для незамещенного КЦ1 он был раннее 

оценен 10,4 D [239]. Результаты показывают отсутствие существенного изменения 

дипольного момента возбужденного состояния при введении четырех 
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метакрилатных групп, что объясняется близкой электронодонорной способностью 

данных заместителей. 

Квантово-химический расчет молекулы КЦ2 был выполнен с 

использованием программы ORCA 4.0.1.2. Оптимизация геометрии 

осуществлялась методом теории функционала плотности (DFT) с функционалом 

B3LYP. Структура КЦ2 имеет планарную геометрию, за исключением 

периферийных метакрилатных заместителей (Рисунок 46). 

 

 

Рисунок 46 ‒ Оптимизированная структура и молекулярные обитали красителя 

КЦ2 

 

На орбиталях ВЗМО и ВЗМО-1 электронная плотность распределена по всей 

сопряженной π-системе. В случае ВЗМО - π-электрон на карбонильной группе не 

участвует в сопряжении молекулы. На НВМО электронная плотность смещена на 

карбонильную и циклопентаноновую группы. Полученные распределения 
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электронной плотности на различных МО указывают на то, что переходы ВЗМО → 

НВМО включают межмолекулярный перенос заряда. 

 

3.6 Триплетные состояния метакрилатного производного 

кетоцианинового красителя 

 

Триплетное состояние играет ключевую роль в процессах 

фотополимеризации и 3D печати [241]. В случае α,α’-бис (замещенных 

бензилиден)кетонов из триплетного состояния в результате 

внутри/межмолекулярного переноса электрона и последующего переноса протона 

происходит образование радикалов. В дальнейшем данные радикальные 

интермедиаты участвуют в процессе полимеризации присоединяя молекулы 

мономера [242]. Для исследования спектрально-кинетических характеристик 

использовали метод импульсного фотолиза. Эксперименты по лазерному 

импульсному фотолизу проводились с красителем КЦ2 в различных 

растворителях. Полученные триплет-триплетные спектры поглощения включают 

выцветание синглетного состояния, положение которого соответствует спектру 

поглощения КЦ2 (Рисунок 42). В более длинноволновой области наблюдается 

триплет-триплетное поглощение, которое постепенно увеличивается вплоть до 650 

нм (Рисунок 47, Рисунок 48). 

Для оценки эффективности генерации триплетных состояний красителя КЦ2 

в различных растворителях были приготовлены растворы КЦ2 с одинаковой 

оптической плотностью на длине волны возбуждения. Полученные максимумы 

триплетного поглощения сравнивали в толуоле, ацетонитриле и пропаноле-1. 

Способность генерировать триплетное состояние наиболее выражена в 

ацетонитриле, несколько меньше в толуоле и в случае пропанола-1 примерно в 2,5 

раза меньше по сравнению с ацетонитрилом. Эти результаты согласуются с 

экспериментами по определению квантового выхода триплетного состояния для 

производного КЦ1 [240].  
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Рисунок 47 ‒ Дифференциальный триплет-триплетный спектр поглощения для 

КЦ2 (8,0 × 10–6 М) в ацетонитриле (в присутствии кислорода) через 35 нс после 

вспышки. Возбуждение при 455 нм. Вставки показывают выцветание синглетного 

состояния при 460 нм и гибель триплетного состояния КЦ2 при 700 нм (k = 1,1 × 

107 с-1) 

 

 

Рисунок 48 ‒ Дифференциальный триплет-триплетный спектр поглощения для 

КЦ2 (8,0 × 10–6 М) в пропаноле-1 (без удаления кислорода) через 50 нс после 

вспышки. Возбуждение при 475 нм. На вставке показано выцветание синглетного 

состояния КЦ2 при 480 нм (k = 3,8 × 106 с–1) 
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Наличие карбонильных групп вводит уровни (n, π*) типа в систему 

энергетических уровней молекулы. Правило Эль-Сайеда гласит [243], что скорость 

интеркомбинационной конверсии между возбужденными состояниями разных 

типов превышает ту же скорость для возбужденных состояний одного и того же 

типа. Установлено что положение энергетического уровня возбужденного 

состояния зависит от растворителя. Для аналогичного кетоцианинового красителя 

показано, что в неполярных растворителях (циклогексан, толуол) энергетический 

уровень 1(π, π*) лежит выше как энергетического уровня 3(n, π*), так и 3CT 

(состояние с переносом заряда). В случае полярных растворителей 1(π, π*) лежит 

выше 3CT, но ниже энергетического уровня 3(n, π*) [233; 240]. Было установлено, 

что для близкородственного кетоцианинового красителя состояние с переносом 

заряда является низшим синглетным состоянием [240; 244]. В неполярных 

растворителях, таких как толуол, уровень 1CT лежит выше нежели 3(n, π*) и 3CT, 

что согласно правилу Эль-Сайеда, приводит к ИКК в 3(n, π*), а затем идет процесс 

ВК на самый низкий уровень 3CT. Однако, из-за относительно близкого 

расположения уровней 3(n, π*) и 3CT происходит термическое заселение уровня 3(n, 

π*). Это объясняет высокую активность образования радикалов в толуоле. В 

пропаноле-1 состояние 1CT лежит выше 3CT, но ниже 3(n, π*). Поскольку ИКК 

между 1CT и 3(n, π*) имеет дело с увеличением энергии, она неэффективна. Более 

того, переход между 1CT и 3CT затруднен, так как задействованы возбужденные 

состояния одного и того же типа. Разница между энергиями уровней 3CT и 3(n, π*) 

увеличена, поэтому роль теплового заселения уменьшается. Это объясняет как 

пониженное образование триплетных состояний, так и пониженную реакционную 

способность по отношению к образованию радикалов. Поскольку порядок 

расположения энергетических уровней одинаков и в ацетонитриле, и в пропаноле-

1, то вероятным объяснением высокой эффективности генерации триплетов в 

случае ацетонитрила является расположение этих уровней: 3(n, π*) находится 

намного ближе к уровню 3CT, что облегчает термическое заселение 3(n, π*). Из-за 

природы триплетного состояния КЦ2 в пропаноле оно легко стабилизируется 

молекулами протонного растворителя. В случае ацетонитрила триплетное 
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состояние относится к 3(n, π*) типу и менее подвержено влиянию молекул 

растворителя. Значения констант скорости тушения триплетного состояния 

кислородом приведены в Таблице 12. Расчет константы скорости диффузии 

проводили по вязкости растворителя согласно [245]. 

 

Таблица 12 ‒ Характеристики триплетного состояния КЦ2 при различных 

условиях 

Растворитель 
kT / с−1 

продувка Ar 

kq / с−1 

продувка O2  

kдифф / 

M−1с−1  

1/9 kдифф 

/M−1с−1 
kq / M−1с−1 

Ацетонитрил 8,0 × 106 4,5 × 107 1,9 × 1010 2,1 × 109 3,1 × 109 

Пропанол-1 5,2 × 105 2,0 × 107 3,4 × 109 3,7 × 108 4,5 × 108 

 

Значения концентрации кислорода для различных растворителей были 

получены согласно [246-247]. Значения константы тушения триплетного состояния 

кислородом kq, полученные для ацетонитрила и пропанола, были близки к kдифф, с 

учетом спин-статистического фактора 1/9 приведены в Таблице 12. Эти результаты 

аналогичны результатам, полученным в [240]. 

Для оценки фотосенсибилизирующей способности красителей КЦ1 и КЦ2 

были проведены эксперименты по определению квантового выхода синглетного 

кислорода. Синглетный кислород образуется в результате переноса энергии с 

триплетного состояния молекулы фотоинициатора на молекулярный кислород 

(Уравнение 20). Люминесценция синглетного кислорода регистрировалась при 

~1275 нм (Рисунок 49).  
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Рисунок 49 ‒ Спектры люминесценции синглетного кислорода красителя КЦ2 (6,0 

× 10−6 M) (-■-) и КЦ1 (6,0 × 10−6 M) (-●-) в различных растворителях. 

Возбуждение при 438–470 нм с использованием ксеноновой лампы 

 

Молекулярное окружение растворенного флуорофора влияет на 

эффективность генерации синглетного кислорода (Таблица 13). В полярном 

апротонном растворителе, таком как ацетонитрил, КЦ2 демонстрирует 20-

процентное увеличение образования синглетного кислорода по сравнению с КЦ1. 

В пропаноле-1 это увеличение достигает почти 40% (Таблица 13). Это связано со 

стабилизацией триплетного состояния c переносом заряда (3CT) водородными 

связями протонного растворителя. 

 

Таблица 13 ‒ Значения квантового выхода синглетного кислорода (ΦΔ) для КЦ1 и 

КЦ2 в различных растворителях. 

Соединение Ацетонитрил Толуол Пропанол-1 

КЦ1 0,14 0,16 0,05 

КЦ2 0,17 0,11 0,08 
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Противоположная ситуация наблюдается в случае неполярных 

растворителей, таких как толуол. В отсутствие эффекта стабилизации растворителя 

роль колебательной релаксации для КЦ2 возрастает (из-за наличия метакрилатных 

заместителей), а роль интеркомбинационной конверсии и флуоресценции 

уменьшается. Образование синглетного кислорода в процессе тушения триплетных 

состояний бисбенизиден кетоновых красителей свидетельствует о том, что они 

могут быть рекомендованы к использованию в качестве фотосенсибилизаторов для 

их применения в ФДТ. 

Для инициации процесса полимеризации необходимо образование 

радикальных частиц с участием молекул фотоинициатора. Был предложен 

механизм образования исходных радикальных интермедиатов из молекулы 

фотоинициатора в триплетном состоянии. Он заключается в быстром переносе 

электрона и следующего за ним переноса протона. В результате образуются 

кетильный и аминоалкильный радикалы (Рисунок 50) [248]. 

 

3[R1–CH2–N–R2C=O]* + R1–CH2–N–R2C=O ↔ 

↔ 3[R1–CH2–N–R2C=O⸱⸱⸱R1–CH2–N–R2C=O]* → 

 → 3[R1–CH2–N–R2Ċ–O-⸱⸱⸱R1–CH2– Ṅ+–R2C=O] → 

→ R1–CH2–N–R2Ċ–OH + R1–ĊH2–N–R2C=O 

                    кетильный радикал      аминоалкильный радикал 

Рисунок 50 ‒ Предложенный механизм образования радикалов при 

фотовозбуждении КЦ2 

 

В отличие от аминоалкильных радикалов кетильные радикалы практически 

не инициируют процесс полимеризации [249]. Чтобы оценить способность 

генерировать радикалы для КЦ2 и КЦ1, была проведена серия экспериментов по 

фотолизу с использованием конвенциональной установки для импульсного 

фотолиза. Зарегистрировано выцветание синглетного состояния в области 400–460 

нм и поглощение радикалов в более длинноволновой области (480–540 нм) 

(Рисунок 51). 
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Рисунок 51 ‒ Дифференциальный временной спектр поглощения соединения КЦ2 

(7 × 10−7 M) в растворе, насыщенном воздухом. (зеленый – пропанол-1, черный – 

толуол, голубой – ацетонитрил) 100 мс после вспышки 

 

Интенсивность поглощения радикальных интермедиатов оказалось 

различной в различных растворителях. Более интенсивное образование радикалов 

зафиксировано в толуоле и ацетонитриле, где наиболее высокий квантовый выход 

триплетного состояния КЦ2. КЦ2 в пропаноле-1 показал наименьшую генерацию 

радикалов из-за низкого квантового выхода триплета. Аналогичные результаты 

были получены для растворов КЦ1. Удаление кислорода из раствора соединения 

КЦ2 привела к увеличению интенсивности сигнала только в случае пропанола-1 

(Рисунок 52), незначительно изменяясь в случае ацетонитрила и толуола. 
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Рисунок 52 ‒ Дифференциальный временной спектр поглощения соединения КЦ2 

(7 × 10−7 M) в пропаноле-1, 100 мс после вспышки  

 

 

 

Рисунок 53 ‒ Дифференциальный временной спектр поглощения соединения КЦ1 

(1 × 10−6 M) и КЦ2 (1 × 10−6 M) в пропаноле-1, 50 мс после вспышки 

 

Сравнивая КЦ1 и КЦ2 по способности генерировать радикалы, следует 

отметить, что в пропаноле поглощение радикалов КЦ2 было значительно более 

интенсивное, чем поглощение радикалов КЦ1 (Рисунок 53), что соответствует 

400 420 440 460 480 500 520 540

-0,010

-0,005

0,000

0,005

D
A Длина волны / нм

 10 мбар

 1013 мбар

400 450 500 550 600

-0.004

-0.002

0.000

0.002

D
A Длина волны / нм

 КЦ1

 КЦ2

(Б)



93 
 

ранее полученным результатам по квантовому выходу синглетного кислорода. 

Полимеризация проводилась в растворе мономера триакрилат пентаэритрита 

(РЕТА), который является полярным и протонным растворителем. В аналогичных 

условиях, используя в качестве растворителя пропанол-1 было установлено 

увеличение квантового выхода синглетного кислорода и усиление способности 

генерировать радикальные интермедиаты для соединения КЦ2, по сравнению с 

КЦ1 [234]. Способность триплетных состояний красителей КЦ1 и КЦ2 

образовывать радикалы как при однофотонном, так и при двухфотонном 

облучении имеет важное значение, как для инициирования процессов 

фотополимеризации. 

Для исследованных кетоцианинов было показано, что введение 

метакрилатных заместителей приводит к стабилизации возбужденных состояний 

за счет образования водородных связей с молекулами протонных растворителей, с 

соответствующим увеличением квантовых выходов флуоресценции (+55%) и 

синглетного кислорода (+40%). В качестве мономера в процессе полимеризации 

использовался триакрилат пентаэритрита, который является полярной и протонной 

молекулой, также способной стабилизировать возбужденные состояния молекулы 

фотоинициатора. Показано увеличение генерации радикальных интермедиатов для 

нового метакрилатного производного, что указывает на улучшенные свойства 

данного фотоинициатора. Методом DLW-фотолитографии с использованием 

данного фотоинициатора были созданы различные микроструктуры c 

минимальным размером элемента, достигающим 45 нм. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

В рамках представленной диссертационной работы были охарактеризованы 

фотохимические свойства ряда новых карборанилтетрапиррольных, 

бискарбоцианиновых и кетоцианиновых красителей и их комплексов с 

биомакромолекулами (альбумин, ЛПНП). Методами импульсного фотолиза было 

показано ключевое значение триплетных состояний красителей в процессах 

фотосенсибилизации. Введение карборановых заместителей в тетрапиррольные 

красители позволяет сохранить как флуоресцентные свойства красителей, так и 

выраженную фотосенсибилизирующую способность (ΦΔ>0,5), сравнимую с 

коммерческими препаратами для ФДТ. Создание конъюгатов карборанов и 

тетрапирролов позволяет получить бифункциональные терапевтические агенты, 

которые могут использоваться как в ФДТ, так и в бор-нейтронозахватной терапии. 

Сохранение флуоресцентных свойств карборан-замещенных красителей также 

позволяет осуществлять флуоресцентную визуализацию бора в биологических 

тканях. Для оценки возможности доставки фотосенсибилизаторов в клетки было 

проведено исследование процесса комплексообразования с такими молекулами-

транспортерами как альбумин и ЛПНП. Установлено что исследуемые 

карборанилтетрапирролы и бискарбоцианины образуют нековалентные комплексы 

с данными биомакромолекулами, что сопровождается усилением флуоресценции 

красителей. В комплексах с белками и ЛПНП происходит стабилизация синглетно-

возбужденных состояний красителей за счет увеличения жесткости структуры 

красителя при встраивании его в биомакромолекулу. Для бискарбоцианиновых 

красителей показана возможность фотосенсибилизирующего действия по 

механизму I-го типа (перенос электрона), с образованием анион радикала 

красителя. Полученный анион-радикал красителя вступая в реакцию с 

молекулярным кислородом может приводить к образованию цитотоксического 

супероксидного радикала. Разработка фотосенсибилизаторов I-го типа является 

перспективным направлением для терапии опухолей с выраженной гипоксией. Для 

кетоцианиновых красителей установлено, что новое метакрилатное производное 
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КЦ2 имеет более высокий квантовый выход синглетного кислорода (+40%) по 

сравнению с незамещенной молекулой (КЦ1) в условиях аналогичных условиям 

проведения фотополимеризации. Показана более высокая эффективность 

генерации радикальных интермедиатов для соединения КЦ2. Данные 

фотохимических исследований позволяют говорить о том, что новое 

метакрилатное производное КЦ2 является более эффективным фотоинициатором 

для применения в аддитивных технологиях.  
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ВЫВОДЫ 

 

1. Установлено, что введение карборанов в тетрапиррольные красители 

позволяет сохранить высокие значения квантового выхода синглетного кислорода 

(ΦΔ>0,5), которая сравнима с коммерческими препаратами для ФДТ. При этом 

наличие карборановых заместителей позволяет рассматривать данные 

фотоактивные молекулы в качестве агентов для бор-нейтронзахватной терапии. 

2. Исследованные карборанилтетрапирролы и бискарбоцианиновые красители 

образуют комплексы с молекулами ЧСА и ЛПНП с константой связывания Kb ⁓ 105 

M-1. В процессе комплексообразования наблюдается усиление флуоресценции, как 

результат увеличения жесткости молекулярной структуры красителя.  

3. Получены спектрально-кинетические характеристики продуктов переноса 

электрона на триплетное состояние красителей БКЦ1 и БКЦ2. Полученный в 

результате переноса электрона анион-радикал красителя в реакциях с 

молекулярным кислородом может образовывать супероксидный радикал. 

Установлено, что красители БКЦ1 и БКЦ2 могут выступать как 

фотосенсибилизаторы I-го типа. 

4. Установлено, что введение в молекулу фотосенсибилизатора метакрилатного 

заместителя (КЦ2) существенно (+40%) увеличивает эффективность генерации 

синглетного кислорода, в условиях аналогичных условиям проведения 

полимеризации. Новое производное является более эффективным 

фотоинициатором в процессах полимеризации, применяемых в аддитивных 

технологиях.  

5. Показано цитотоксическое влияние тетрапиррольных красителей на 

опухолевые клетки НСТ116 in vitro. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

ФС   фотосенсибилизатор 

ФДТ  фотодинамическая терапия 

АФК  активные формы кислорода 

ИКК  интеркомбинационная конверсия 

БКЦ  бискарбоцианиновый краситель 

ЛПНП липопротеины низкой плотности 

ДНК  дезоксирибонуклеиновая кислота 

ЧСА  человеческий сывороточный альбумин 

БСА  бычий сывороточный альбумин 

PETA  тетраакрилат пентаэритрита 

ТФП  тетрафенилпорфирин 

ТЕМПОЛ 4-гидрокси-2,2,6,6-тетраметилпиперидин-1-оксил 

HCT116 линия клеток аденокарциномы толстой кишки 

BCD  бискарбоцианиновый краситель 

СD  цианиновый краситель 

ИК  инфракрасный 

ПБС  фосфатно–солевой буфер 

ДМСО диметилсульфоксид 

АК  аскорбиновая кислота 

HOMO (ВЗМО) высшая занятая молекулярная орбиталь 

LUMO (НВМО) низшая вакантная молекулярная орбиталь 

DHR123 Дигидрородамин 123 

IC50  концентрация полумаксимального ингибирования 

ДХМ  дихлорметан 

DFT  теория функционала плотности 
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