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Созданы и исследованы водорастворимые комплексы на основе мезо-замещенных порфиринов с
активными функциональными карбокси- и амино-группами, которые использованы для химиче-
ского связывания с циклосахаридами. Методами люминесцентной микроскопии исследована про-
никающая способность синтезированных комплексов в клеточную структуру фибробластоподоб-
ных клеток.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время ведется активная работа по

созданию фотосенсибилизаторов третьего поко-
ления для применения в фотодинамической тера-
пии, а также для использования в процессах ан-
тибактериальной фотодеструкции [1–4].

Особенно актуальным представляется созда-
ние новых химически связанных комплексов на
основе различных фотосенсибилизаторов, хими-
чески связанных с моно- и полисахаридами в каче-
стве лигандов (см. [5–8] и ссылки в них). Такие со-
пряженные системы должны быть растворимы в
воде и в физиологических растворах, что является
необходимым требованием для создания фотосен-
сибилизаторов третьего поколения. При этом ука-
занные комплексы обладают способностью к век-
торной доставке фотосенсибилизатора в онкологи-
ческое новообразование, так как сахариды активно
используются как питательное вещество клетками
онкологических новообразований.

Целью данной работы являлось создание но-
вых водорастворимых комплексов на основе раз-
личных фотосенсибилизаторов, химически свя-
занных с циклосахаридами. Указанные комплек-
сы должны состоять из трех составных частей:
1) фотосенсибилизаторы; 2) связующие мостики
(линкеры или спейсеры); 3) циклосахариды раз-
личного состава.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В представленной работе в качестве фотосенси-
билизаторов были использованы свободные осно-
вания порфиринов с активными функциональны-
ми карбокси- и амино- группами в мезо-положе-
ниях порфириновых макроциклов. Выполнен
синтез 5,10,15,20- (тетра-4-аминофенил) порфи-
рина (H2-TАPP) и 5,10,15,20-(тетра-4-карбоксифе-
нил) порфирина (H2-TCPP). Соединения были
синтезированы по модифицированным методи-
кам, описанным в [9, 10]. На рис. 1 представлены
структурные формулы синтезированных соедине-
ний, которые были использованы в качестве хро-
мофоров в химически связанных комплексах пор-
фиринов с циклосахаридами.

С использованием описанных выше хромофо-
ров с активными функциональными карбокси- и
аминогруппами в мезо-положениях порфирино-
вых макроциклов выполнен синтез химически свя-
занных водорастворимых комплексов с α-цикло-
декстрином.

На рис. 1 приведены структуры двух комплек-
сов (рис. 1в и 1г). Соединение Н2-TАPP-(L-Ala-
Su-СD)4), (рис. 1в) состоит из хромофора Н2-
25,10,15,20-(тетра-4-аминофенил) порфирина (Н2-
TАPP), α-циклодекстрина (СD) и линкера 1 – L-
аланин с янтарной кислотой (Su). Комплекс Н2-
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TCPP-(EDODEA-Su-СD)4, (рис. 1г) состоит из
5,10,15,20-(тетра-4-карбоксифенил) порфирина
(Н2-TCPP), α-циклодекстрина (СD) и линкера 2 –
2,2'-(этилендиокси) диэтиламина (EDODEA) с
янтарной кислотой (Su).

Заключительным этапом синтеза было взаи-
модействие присоединенного линкера с α-цик-
лодекстрином с образованием эфирной связи.
При создании перечисленных комплексов была
предложена оригинальная методика химического
связывания амино- и карбокси-групп порфири-
нового макроцикла с α-циклодекстрином. В ли-
тературе такого типа синтезы не описаны, но ряд
идей по созданию указанных комплексов был за-
имствован из [8, 11].

Синтезы соединений проводили с использова-
нием сложных линкеров, состоящих из янтарно-

го ангидрида для (L-Ala-Su-СD)4 для связывания
с H2-TАPP и N-BOC-2,2'-(этилендиокси) диэтил-
амина и янтарного ангидрида и N-BOC-L-аланина
для H2-TCPP-(EDODEA-Su-СD)4 с дальнейшим
последовательным присоединением к порфирину.
Карбоксильные группы на H2-TCPP и N-BOC-L-
аланине активировали 1,1'-карбонилдиимида-
золлом (CDI). Заключительным этапом синтеза
было взаимодействие присоединенного линкера
с α-циклодекстрином с образованием эфирной
связи. После прекращения реакции полученную
реакционную смесь выделяли охлажденным ди-
этиловым эфиром до образования твердого осад-
ка и промывали хлороформом до исчезновения
окраски. Полученные соединения не растворя-
ются в гидрофобных растворителях за счет нали-
чия в их составе α-циклодекстрина и поэтому ис-

Рис. 1. Структурные формулы 5,10,15,20-(тетра-4-аминофенил) порфирин (М-TАPP) (а); 5,10,15,20-(тетра-4-карбок-
сифенил) порфирин (М-TCPP) (б); химически связанные комплексы: М-TАPP-(L-Ala-Su-СD)4 (в); М-TCPP-(EDODEA-
Su-СD)4 (г); где M = H2.
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ходные реагенты легко удалялись эфиром и хло-
роформом. Избыток α-циклодекстрина удаляли
перекристаллизацией из диметилсульфоксида.

Спектры поглощения регистрировались на
спектрофотометре Shimadzu UV-3600 Plus. С ис-
пользованием спектрофлуориметра FluoroLog 3
фирмы HORIBA Scientific, США были измере-
ны спектры флуоресценции, а также спектры воз-
буждения флуоресценции, корректированные на
мощность фотовозбуждения и спектральную чув-
ствительность системы регистрации.

Для ряда синезированных соединений были
измерены квантовые выходы флуоресценции и
времена жизни флуоресценции. Квантовые вы-
ходы флуоресценции были определены относи-
тельным методом по отношению к известному зна-
чению квантового выхода стандарта. В качестве
стандарта было использовано значение квантового
выхода флуоресценции Zn-TPP в толуоле [12], ко-
торое было подтверждено позднее в [13]. Для из-
мерения времени жизни флуоресценции исполь-
зовалась методика время-коррелированного счета
одиночных фотонов. с применением TCSPC-кон-
троллера DeltaHub (HORIBA Scientific). Источни-
ками возбуждения фотолюминесценции выступа-
ли импульсный лазерный диод LDH-D-C-375 (Pi-
coQuant, Германия) с длиной волны 376 нм и
минимальной длительностью импульса 59 пс, а
также импульсный светодиод PLS-400 (Pico-
Quant, Германия) с длиной волны 406 нм и мини-
мальной длительностью импульса 780 пс.

Исследование скоростей накопления синтези-
рованных комплексов живыми клетками выпол-
нялось методами флуоресцентной и лазерной
сканирующей микроскопии. Использовался ла-
зерный сканирующий микроскоп Zeiss LSM 510
NLO на базе инвертированного исследователь-
ского флуоресцентного микроскопа Zeiss Axiovert
200 M при возбуждении образцов излучением ар-
гонового лазера. Были использованы объективы
Zeiss Plan-Neofluar 40×/0.75 и Plan-Neofluar
20×/0.5 без иммерсии. Контроль состояния об-
разца проводился посредством микроскопии свет-
лого поля. Возбуждение флуоресценции проводи-
лось излучением непрерывного аргонового лазера
на длине волны 514 нм в режиме сканирования ла-
зерного возбуждения. Регистрация конфокаль-
ных изображений производилась в спектраль-
ном диапазоне 590–800 нм с размером фрейма
512 × 512 пикселей и временем накопления сиг-
нала 3.2 мкс/пиксель. Параметры, при которых
были получены все приведенные флуоресцен-
центные изображения, были идентичны. Экспе-
риментальное оборудование, которое было ис-
пользовано в вышеуказанных экспериментах, бо-
лее подробно было описано в [14, 15].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
На рисунке 2 приведены спектры возбуждения

флуоресценции и флуоресценции для H2-TАPP и
H2-TCPP. Положение максимумов полос в спек-
трах возбуждения (аналог спектра поглощения)
Н2-ТСРР и H2-TАPP близки к спектральной кар-
тине в спектрах порфиринов с арильными замести-
телями по мезо-положениям, например, 5,10,15,20-
тетрафенилпорфирина. Максимумы полос в спек-
тре флуоресценции H2-TCPP расположены при
652 и 720 нм, тогда как в случае H2-TАPP соответ-
ствующие полосы смещаются в длинноволновую
область и расположены при 659 и 728 нм. Для H2-
TCPP и H2-TАPP измерены основные фотофизи-
ческие параметры. Для H2-TCPP квантовый вы-
ход флуоресценции составляет 8.5 ± 0.1%, а для
H2-TАPP равен 10.0 ± 0.15%, соответственно. Вре-
мя жизни флуоресценции для H2-TАPP имеет зна-
чение 10.0 ± 0.06 нс и 9.2 ± 0.06 нс в случае H2-
TCPP. Все измерения выполнены для растворов
указанных соединений в толуоле. Эксперимен-
тальные кривые затухания флуоресценции ана-
лизировались в приближении двухэкспоненциаль-
ной аппроксимациии. Кривые затухания флуорес-
ценции носили моноэкспоненциальный характер
и вклад второй компоненты не превышал 10%.

Синтезированные комплексы Н2-TCPP-(ESuСD)4
и Н2-TАPP-(LASuСD)4 показали высокую рас-
творимость в воде (Н2О), а также в диметилсуль-
фоксиде (ДМСО). На рис. 3 приведены спектры
поглощения и флуоресценции комплекса Н2-
TCPP-(ESuСD)4 в Н2О. Положения полос в спек-
трах поглощения и флуоресценции комплексов
на рис. 3 практически не отличаются от спектров
H2-TCPP, которые приведены на рис. 2в и 2г.

Синтезированные комплексы обладают высо-
коинтенсивной люминесценцией, что позволяет
использовать их для исследований скоростей на-
копления синтезированных комплексов живыми
клетками методами конфокальной люминесцент-
ной спектроскопии. В качестве культуры клеток
были выбраны клетки почечной ткани обезьяны
BGM в буферной среде (водный раствор с опреде-
ленной рН 7.4). Образец представлял из себя сус-
пензию живых клеток в буферном растворе при
температуре 37°С с концентрацией 105 ед./мл.
Раствор содержался в камерах для микроскопии
NUNC Lab-Tek c восемью ячейками и дном из
покровного стекла c толщиной 0.17 мм. В одиноч-
ную ячейку помещалось 0.2 мл суспензии клеток
и 10 мкл водного раствора синтезированного
комплекса с концентрацией 1 ⋅ 10–5 М. Регистра-
ция изображений производилась спустя 2 ч после
инкубирования клеток с синтезированными ком-
плексами и спустя 24 ч. Образцы содержались
при температуре 37°С в инкубаторе с 5%-ным со-
держанием СО2
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Рис. 3. Спектры поглощения (а) и флуоресценции (б) Н2-TCPP-(EDODEA-Su-СD)4 в воде.
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Рис. 2. Спектры возбуждения флуоресценции (а) при λрег = 725 нм и флуоресценции (б) при λвозб = 419 нм Н2-ТАРР
в толуоле; спектры возбуждения флуоресценции (в) при λрег = 419 нм и флуоресценции (г) при λрег = 725 нм Н2-ТСРР
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На начальной стадии образцы демонстрировали
слабую флуоресценцию суспензии чистых клеток,
которая обусловлена эндогенными хромофорами,
при отсутствии в камере химически связанных
комплексов порфиринов с циклосахаридами.

После двух часов инкубирования водораствори-
мых синтезированных комплексов были получены
флуоресцентные изображения при возбуждении
образца лазерным излучением (λвозб = 514 нм). Че-
рез такой временной интервал мембраны клеток
слабо окрашивались, а межклеточная среда де-
монстрировала фоновую флуоресценцию. Через
24 ч после инкубации наблюдается эффективное
вхождение комплексов в клетки и легко детекти-

руется интенсивная флуоресценция на мембра-
нах и внутри клеток.

На рис. 4 также представлены флуоресцент-
ные изображения клеток при поглощении макро-
фагами двух синтезированных комплексов. Срав-
нение изображений для одиночных клеток на
рис. 4 демонстрирует существенно более интен-
сивное свечение при использовании комплекса
Н2-TАPP-(LASuСD)4 по сравнению с примене-
нием в качестве фотосенсибилизатора комплекса
Н2-TCPP-(ESuСD)4 при аналогичных условиях
эксперимента. Этот факт объясняется тем, что в
водных средах интенсивность свечения для ком-
плекса Н2-TАPP-(LASuСD)4 существенно выше,
чем для комплекса Н2-TCPP-(ESuСD)4. Более по-

Рис. 4. Изображения образцов с клетками спустя 24 ч после инкубации: при использовании комплекса Н2-TCPP-(ESuСD)4
(а): 1 – в проходящем свете и 2 – флуоресценция клеток. Флуоресценция одиночной живой клетки BGM спустя 24 ч
после инкубации при использовании комплекса Н2-TCPP-(ESuСD)4 (б) и при использовании комплекса Н2-TАPP-
(LASuСD)4 (в).
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дробные количественные оценки люминесцент-
ных параметров синтезированных комплексов ста-
нут предметом наших дальнейших исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Показано, что синтезированные водораствори-
мые комплексы порфириновых хромофоров хими-
чески связанные с α-циклодекстрином обладают
хорошей растворимостью в различных водных сре-
дах и в биологических субстанциях.

Применение методов лазерной сканирующей
конфокальной микроскопии наглядно демонстри-
рует высокую проникающую способность син-
тезированных комплексов на основе порфири-
новых макроциклов и полисахаридов в клеточ-
ную структуру фибробластоподобных клеток в
культуре (клетки почки зеленой мартышки BGM).
Созданные комплексы обеспечивают значитель-
ное усиление внутриклеточной флуоресценции,
что свидетельствует об эффективном связывании
фотоактивного комплекса с клетками. Вопросы
избирательности связывания синтезированных со-
единений по отношению к определенным орга-
неллам клетки требует дальнейшего изучения.
Химически связанные комплексы порфиринов с
циклодекстринами могут быть отнесены к фото-
сенсибилизаторам третьего поколения, что от-
крывает широкие возможности для их практиче-
ского использования в биофизике и в медицине.
Следует отметить, что полученные результаты яв-
ляются только первым этапом в синтезе новых
комплексов порфириновых хромофоров с поли- и
циклосахаридами и дальнейшее развитие предло-
женных подходов в синтезе и методах исследова-
ния позволит создать новые комплексы для их
дальнейшего применения как эффективных фото-
сенсибилизаторов в фотодинамической терапии.

Исследование поддержано Белорусским рес-
публиканским фондом фундаментальных иссле-
дований (проект № Ф20РА-013) и ГНПИ “Кон-
вергенция-2025” 3.03.10.
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Design and study of water-soluble chemically conjugated complexes
of porphyrins with cyclosaccharides
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S. B. Bushukb, L. I. Gainac
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Water-soluble complexes of meso-substituted porphyrins with active functional carboxy- and amino-groups
which chemically conjugated with cyclosaccharides have been synthesized and studied. The penetrating abil-
ities of the synthesized complexes into the cellular structure of fibroblast-like cells were studied by the meth-
ods of luminescence microscopy.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /RUS ()
    /ENU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


