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Ar  ароматен 

Boc  бутоксикарбонил 

BSA  говежди серумен албумин 

BQ  1,4-бензохинон 

CEL  кремофор PEG 40 

CHCA  α-циано-4-хидроксиканелена киселина 

CLSM  конфокален лазерно сканиращ микроскоп 

Conc.  концентриран 

DABCO  1,4-диазабицикло[2.2.2]октан или триетилендиамин 

DBU  1,8-диазабицикло[5.4.0]ундек-7-ене 

DHB  дихидроксибензоена киселина 

DIPEA  N,N-диизопропилетиламин 

DIT  дитранол 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMF  N,N-диметилформамид 

DMS  диметилсулфат 

DMSO  диметилсулфоксид 

DMTMM 4-(4,6-диметокси-1,3,5-триазин-2-ил)-4-метилморфолин хлорид 

DPBF  1,3-дифенилизобензофуран 

EDTA  етилендиаминотетраоцетна киселина 

Et  етил 

HSА  човешки серумен албумин 

MALDI-TOF матрично асистирана лазерна десорбция/ йонизация 

Me  метил 

MPc(s)  металофталоцианин или комплекс на фталоцианин (м.ч.) 

MTT  тест за изметване на метаболитна активност на клетки по цвят 

NMM   N-метилморфолин 

NIR  близка инфрачервена спектрална област 



 
 

5 
 

n. d.  не е определено 

PBS  фосфатен буферен разтвор (смес от калиеви и натриеви соли) 

PET  фотон индуциран електронен пренос 

Ph  фенил 

PDT (ФДТ) фотодинамична терапия 

Pc(s)  фталоцианин(и) 

ROS  реактивни кислородни форми 

RT  стайна температура 

S.D.  стандартно отклонение 

SDS  натриев додецилсулфат 

TCSPC  време-определящо броене на единични фотони 

TFA  трифлуороцентна киселина 

TLC  тънкослойна хроматография 

Tol  толуен 

Ts  тозилна група 

UV  ултравиолетов спектър 

VIS  видим спектър 

v/v  отношение по обем 
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        I. УВОД 

Научните изследвания върху разработване на нови терапевтични средства, 

методи и техники с механизъм на действие различен от този на широко прилаганите 

антибиотици и химиотерапевтици, придобиват все по-голямо значение, поради 

темповете на нарастване на лекарствената резистентност. Ежегодно се използват 

над 2500 тона антибиотици за терапия на различни бактериални инфекции. С всяка 

следваща година ефективността на тези терапевтици намалява освен поради 

естественото еволюционно мутиране на патогените микроорганизми, което води до 

предвидима проява на резистентност, но и от неправилната човешка дейност на 

антибиотичната употреба, често пъти и със злоупотреба, което води до ускоряване 

на процеса. Проблемът се очертава от здравните институции като „реална заплаха 

за човечеството с бъдеще на „постантибиотична ера“. 

Фотодинамичната терапия (ФДТ или PDT) е утвърден клиничен метод с 

неспецифично и локално въздействие, с бърз ефект след прилагането му и без 

развитие на резистентност, поради особеностите на механизъма на фотодинамично 

действие. Понастоящем, клиничната ФДТ заедно с одобрените 

фотосенсибилизатори се прилага при локални болестни състояния без алтернативно 

лечение. Същността на метода се състои в съвместното действие на три безвредни 

компонента, каквито са нетоксично на тъмно фоточувствително съединение 

(фотосенсибилизатор), светлината от видимия или близкия инфрачервен спектър 

(630-850 nm), която се прилага в не увреждащи лъчеви дози и молекулен кислород, 

който е в достатъчни количества в околната среда. Локализираният в патогенни 

клетки фотосенсибилизатор след облъчване с лъчение от спектъра му на абсорбция, 

преминава през електронни възбудени състояния на молекулата, които инициират 

фотохимични реакции, протичащи основно по два механизъма. Реакции с пренос на 

електрон/ протон от триплетното състояние на молекулата до обкръжаващите го 

биомолекули, които изграждат клетъчните структури, като в резултат се генерират 

краткоживущи, реактивоспособни кислородни форми (тип I механизъм). Като по-

ефективен е установено, че е механизмът с пренос на енергия от 

фотосенсибилизатора в триплетно възбудено състояние до молекулния кислород 

също триплет в основно състояние с генериране на реактивоспособната му форма 

синглетен кислород по механизъм тип II на фотосенсибилизация. 
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Развитието на метода ФДТ за различни биомедицински приложения става 

възможно благодарение на напредъка в химията на високоспрегнати 

хетероциклични съединения от порфиринов тип, както и на постиженията в 

развитието на светлинните източници със спектър на излъчване в т. нар. оптичен 

фототерапевтичен диапазон (630-850 нм), където нативните клетъчни хромофори и 

водата не са конкуренти за приложеното лъчение. Поредицата от случайни и 

целенасочени научни открития в химията на природните и синтетичните 

порфириноиди, измежду които са и фталоцианините, както и на координационната 

химия за получаване на комплекси и функционализирани мономерни съединения за 

синтеза на хетероциклени молекули като лиганди, предначертава и напредъка в 

разработването и изучаването на нови съединения като по-ефективни 

фотосенсибилизатори от утвърдените за клиника. 

Научните разработки целят оптимизиране на структурата на добре приети 

фотосенсибилизатори, с цел постигане на оптимални физикохимични свойства с 

параметри близки до тези за идеален фотосенсибилизатор, както и фотобиологични 

свойства, които да имат принос върху ефекта от фотодинамичното действие. 

Понастоящем, трето поколение фотосенсибилизатори за ФДТ метода се разработват 

с приоритет, поради нарастващия проблем с резистентността на патогените, с което 

научното търсене на алтернативи на традиционни терапевтици придоби значим 

смисъл. Въпреки, че в съвремието ни, антибиотиците се актуализират и се 

разработват нови формули, те постепенно губят ефективността си. За 

преодоляването на проблема се влагат огромни инвестиции за нови структури с 

подобрени свойства, но с ограничен период на ефективност.  

Настоящият дисертационен труд има за цел да обобщи постигнатото 

като ново научно познание в разработването на фотосенсибилизатори 

съдържащи фталоцианинова молекула, което включва синтетични схеми и 

процедури за получаване и следващо изучаване на новите деривати с химични 

анализи, по физикохимични методи и за фотодинамична активност. Всички 

получени фталоцианини са комплекси на неметални и метални йони, които да 

имат принос към свойствата им на фотосенсибилизатори. Получени са и като 

биоконюгати с биологично-активни съединения като аминокиселини, 

въглехидрати и стерол, и с хромофорни групи, и с инхибитори като 

заместители, със свойства подходящи за  приложението фотодинамичен метод. 
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Получените нови фталоцианини са комплекси на йони, с доказан принос в 

свойствата на фотосенсибилизатори, като Zn(II) и Si(IV) и други като Pd(II), както 

и на йони, които са нетипични за приложения в биомедицината като Lu(III), Sn(IV) 

и Ni(II). В предходни наши изследвания са изучени катионни фталоцианинови 

комплекси на Ga(III), In(III), Ge(IV) и Al(III). Новите фталоцианинови производни 

са получени като деривати чрез химично свързани заместители от целенасочено 

подбрани функционални групи, съответно на периферни или непериферни позиции, 

или към координирания йон. Като изходни мономерни съединения са използвани, 

както нови динитрилни производни, така и добре изучени при реакции на 

циклотетрамеризация за получаване на фталоцианини. Новите синтетични схеми са 

възпроизводими и могат да се използват с добра перспектива и при други природно 

различни съединения извън фталоцианиновата химия. За доказване на структурата 

на получените съединения са приложени съвременни спектрометрични методи за 

анализ. Дисертационният труд съдържа описание на основни физикохимични 

свойства на новите фталоцианинови производни, които са получени по 

осъвременени и оптимизирани методи за фотофизични и фотохимични 

изследвания. Изучени са основните фармакологични характеристики, като 

натрупване и клетъчна локализация в патогенни бактерии и кандида, както и за 

туморни клетки спрямо нормална клетъчна линия за определяне на селективността. 

Приложението фотодинамичен метод на разработените нови структури на 

фталоцианини е изследвано при резистентни моделни щамове на патогенни 

бактерии и кандида, както и при вирусни щамове, за които няма достатъчно 

ефективна терапия. Фталоцианините заедно с метода ФДТ са определени като 

надежден подход за въздействие върху пропускливостта на кръвно-мозъчната 

бариера за въвеждане на целеви медикаменти.  

Настоящият дисертационен труд обобщава нови катионни 

фталоцианинови деривати със заместители от групи с биологични функции, 

хромофорни групи и инхибитори. Подборът следва изискванията за оптимални 

физикохимични свойства, за клетъчна специфичност, за селективно 

натрупване в патогенни клетки и за фотодинамична активност без тъмнинна 

токсичност за приложението фотодинамично инактивиране на резистентни 

микроорганизми, с опит да се анализира взаимовръзката между химична 

структура и състав и in vitro фотодинамична активност. 
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 II. ЦЕЛИ И ЗАДАЧИ 

Целта на дисертационния труд е да се обобщи постигнатото като ново научно 

познание в разработването и изучаването на комплекси на фталоцианинови производни 

като фотосенсибилизатори за фотодинамичен метод, който е актуална и алтернативна 

терапия при остри инфекции и състояния предизвикани от резистентни патогенни 

микроорганизми. Новите фталоцианинови съединения са получени като комплекси с 

метални и неметални йони и със заместители от 1) хромофорни групи; 2) биологично-

активни съединения и 3) инхибитори с антибактерицидни свойства, следвайки нови и 

с модификации на описани в литературата синтетични схеми. Функционалните групи 

са свързани през молекулни свързващи групи към периферните или непериферни 

позиции на макроцикъла, или чрез директно свързване към аксиалните позиции на 

координирания силициев йон. За изучаване на основните химични, физикохимични и 

биологични свойства на получените целеви структури са приложени познатите 

аналитични методи, както и нови специфични подходи за изучаване на фотоактивни 

съединения за биомедицински приложения. Дискутира се взаимовръзката между 

молекулна структура, състав и природа на йоните, както и на позиция, брой и природа 

на заместителите, и на свързващите групи, на заряда и фотобиологичните свойства, 

които са определящи за фотодинамичната активност при патогени с лекарствена 

резистентност.  

Цели на дисертационният труд: 

1. Да бъдат разработени и изучени нови фталоцианинови производни получени като 

комплекси на Lu(III), Sn(IV), Pd(II), Zn(II), Si(IV) и Ni(II) и със заместители от 1) 

хромофорни групи; 2) биологично-активни съединения и 3) инхибитори за 

патогенни микроорганизми. 

2. Да бъдат създадени нови синтетични процедури, които да са възпроизводими и да 

могат да се прилагат и за получаване на други производни съединения извън 

фталоцианиновата химия. 

3. Да бъдат изучени основни химични, физикохимични и фотобиологични свойства 

на фталоцианиновите деривати с общоприети и с разработени нови специфични 

подходи за фотоактивни съединения с оптични свойства на фталоцианини. 

4. Да се направи опит да се установи взаимовръзката между молекулна структура и 

състав и ефекта върху фотодинамичната активност при резистентни патогени. 
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III. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЯ 

1. КАТИОННИ ФТАЛОЦИАНИНОВИ КОМПЛЕКСИ СЪС ЗАМЕСТИТЕЛИ 

1.1. КОМПЛЕКСИ С ПЕРИФЕРНИ И С НЕПЕРИФЕРНИ ГРУПИ 

 Координираният метален йон, както е добре изучено, влияе върху свойствата на 

комплекси на фталоцианина променяйки основните им физикохимични 

характеристики с принос към генерирането на синглетен кислород [1]. Добре известно 

е, че фталоцианинови комплекси на диамагнитни йони с d електронна структура имат 

предимства във фотохимичните свойствата на триплетното възбудено състояние на 

молекулата, което е от значение за ефективността на фотодинамичния процес [2]. 

1.1.1. Синтез и химични свойства 

 Фталоцианиновият макроцикъл има недостатъка на слаба разтворимост в 

повечето органични разтворители. Първите функционализирани фталоцианини имат за 

цел подобряване на разтворимостта, за да може да се изследват фталоцианините и за 

приложения oт разтвори. Като най-застъпен е подходът чрез химично свързване на 

подходящи групи-заместители, повишаващи разтворимостта на макроцикъла на 

фталоцианина. При еднакви групи-заместители в четирите периферни или 

непериферни позиции, както е при тетра- заместените фталоцианини е установена по-

добра разтворимост от разтворимостта на моно-, ди-, три-, както и на окта- заместените 

аналози, за които е определена по-ниска разтворимост. Тази особеност се дължи на 

съществуването на позиционни изомери при тетра- заместените фталоцианини. От 

друга страна, координираният йон минимизира формирането на фотонеактивни 

молекулни асоциати в разтвори чрез свързаните „обемни“ функционални групи. 

Координираният йон определя също и молекулни електронни свойствата свързани с 

прехода към триплетно възбудено състояние на молекулата, което е необходимо за 

генерирането на синглетен кислород и реактивни кислородни форми като радикали, 

йони и радикал-йони. Ето защо фталоцианини за различни приложения се получават 

предимно като комплекси. Получаването на фталоцианини като цинкови комплекси и 

с пиридилна група като заместител на периферна позиция и следваща реакция на 

кватернизиране до катионни комплекси e синтетичен подход, широко прилаган във 

фталоцианиновата химия за различни структурни модификации [3а-в].  
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 Фталоцианинови комплекси със заместители от различни по природа 

функционални групи са получени чрез реакция на циклотетрамеризация от заместени 

фталонитрили при кипене, с или без катализатор и сол на метала за координиране. За 

производните на периферни 2(3),9(10),16(17),23(24)-тетра-заместени фталоцианини 

изходните мономери са 4-заместени фталонитрили, докато за изучените непериферни 

1(4),8(11),15(18),22(25)-тетра-заместените фталоцианини са използвани 3-заместени 

производни. Продуктите при тетра- заместване на комплекса са смес от четири 

позиционни изомери, различаващи се по молекулната симетрия (C4h, C2v, Cs, и D2h).  

Лутециевият йон (Lu3+) представлява интерес в поредицата от йони, подходящи 

за координиране при фотосенсибилизатори, поради уникалните оптични свойства на 

получените комплекси като единични молекули за целите на ФДТ. Лутециевите 

фталоцианинови комплекси са с четири пиридилокси групи и катионните им 

производни, получени със заместители в периферни и със заместители в непериферни 

позиции (Схема 1.1.1).   

 

 

Схема 1.1.1. 

Получаване на 

Lu(III)Pcs. (i) DMF, 

K2CO3, RT, 48h, Ar; 

60 %; (ii) Lu(OAc)3, 

DBU, 1-pentanol, 

reflux, 5 h, Ar; 30%; 

(iii) DMS, DMF, 120 

°C, 3h, Ar; 79-93 %. 

 

 

 

Синтезът е 

проведен 

съгласно модифицирана процедура въведената от Wӧhrle et al, 1990 [3a]. Нов момент 
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при координиране с йон на лутеция е, че формирането на макроцикъла е затруднено от 

йони, които са извън равнината на пръстена и се изисква по-висока енергия за затваряне 

на пръстена на молекулата. Циклотетрамеризацията протича при кипене в хинолин 

(180 - 220 °С) или в две стъпки с литиев комплекс като междинен продукт.  Получените 

тетра- метилпиридилокси- заместени комплекси на лутеция (3а и 4а), както и за 

комплекси на други йони са смес от позиционни изомери. Опитите за изолиране на 

единичен продукт се свеждат само до регистрирането му, поради ограничените 

количества. При изследвания на тетра-заместен In(III)- фталоцианин са изолирани 

четирите позиционни изомери, за които е установено, че фотофизичните свойства и 

характеристиките на триплетното възбудено състояние и на синглетния кислород имат 

идентични стойности [4, 5]. Опити за разделяне на изомери са рядкост за 

фталоцианиновата химия [6, 7]. По аналогична синтетична схема са получени като нови 

съединения комплекси на калай, паладий и никел подобно на изучените в предходната 

ни работа комплекси на галий, индий, силиций и германий фталоцианини със същата 

молекула като лиганд [8, 9].  

При лутеция, след добавяне на солта Lu(OAc)3, продуктът се утаява в 1-пентанол 

при настъпил обмен на металните йони. Получени са непериферно- (LuPc, 3) и 

периферно (LuPc, 4) пиридилокси- заместени Lu(III) фталоцианинови комплекси. 

Продуктът е получен като смес от три фталоцианина, а именно с координиран литий 

или Н2, мономолекулен комплекс с лутеций и двойна структура тип double-decker с 

включен един лутециев йон. При използваните реакционни условия фракцията от 

мономолекулен комплекс преобладава спрямо останалите два продукта, включително 

с онечистванията. 

 Всички получени съединения са доказани с познатите спектрометрични и 

спектроскопски техники и методи за анализ на химични съединения. Мас-

спектрометрията е проведена на MALDI-TOF спектрометър. За матрица при 

комплексите на лутеций е използвана 2,5-дихидроксибензоена киселина (DHB). 

Спектърът показва молекулен пик при (m/z): 1214.398 [M-OAc + DHB] получен за LuPc 

3 и съответно при 1214.718 [M-OAc + DHB] за LuPc 4. В ИЧ- спектрите и на двата вида 

(периферен и непериферен) пиридилокси-заместени комплекси се наблюдава 

интензивна ивица при 1237 cm-1, която се дължи на наличието на етерна връзка от вида 

Ar-O-Ar, която е между макроцикъла на фталоцианина и групите-заместители. 

Получените 1НNMR спектри показаха характерно отместване на позицията на 



 
 

14 
 

сигналите в зависимост от позициите на заместителите от периферни или непериферни 

групи. Катионни фталоцианини като комплекси с подбраните йони са получени с 

метилйодид (CH3I) или диметилсулфат (DMS) в DMF при различна температура и в 

инертна среда от аргон. Независимо от реагента, реакцията протича с високи добиви и 

чистота на продуктите 3a и 4a (79-93 %). Пиридилокси- групата е подходяща  за 

кватернизиране и с други реагенти до получаване на катионни фталоцианини с пропил, 

хексил- и додецил- пиридилокси групи-заместители. Получените съединения се 

различават по разтворимост и по спектрални и физикохимични свойства. Като най-

подходящи за целите на метода са кватернизирани фталоцианинови комплекси. Добре 

изучен лутециев комплекс е тексапирина (Lu-texaphyrine) Lutrin®), който понастоящем 

е получил одобрение на клинични изследвания в САЩ [10, 11]. 

 Фталоцианинови комплекси, които са получени като нови съединения са 

комплексите на калай Sn(IV)Pc. Изборът на този метал е, поради наличието му в 

комплекса етил- етиопурпурин (SnET2), който е одобрен за клинични приложения в 

САЩ [11а-в]. Фталоцианинови комплекси могат да бъдат получени като комплекси на 

Sn2+ или Sn4+. В кое окислително състояние ще е координиран метала зависи от 

съотношението лиганд: сол на калая [12]. При калая, йонът не позволява поместването 

му в кухината на пръстена, което предполага намалена възможност за формиране на 

молекулни асоциати. Пространствените пречения могат да се дължат и на добавени 

като заместители групи при Sn4+, с принос за мономерно състояние на съединенията в 

разтвори. И при двата метални йони (Lu3+ и Sn4+) по време на реакцията се образуват в 

минимални количества двойни молекулни структури от вида „double – decker“ с един 

координиран йон. Синтезът на комплекси на Sn(VI/II) протича по аналогична 

синтетична схема, както Схема 1.1.1. Фталоцианинът без метал се получава при 

реакционни условия включващи кипене в 1-пентанол (137 °С) с катализатор DBU (или 

само с литий) или при кипене в хинолин при температура до 220 °С със сол на калая. 

Пречистването е с колонна хроматография (DCM: EtOH, 10: 0.1). Фталоцианиновите 

комплекси на калая се получават като Sn(IV)Pc при съотношение динитрил: метална 

сол (1:1). Конвенционалната реакция на циклотетрамеризация от деривати на 

фталонитрила в присъствие на сол на метала, с или без катализатор и при кипене, е 

успешно приложима реакционна схема за получаване на тетра-заместени 

фталоцианинови комплекси. Продуктите сa смес от позиционни изомери, състава, на 

които зависи от заместителите и от природата на металния йон. 
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 Комплекси на фталоцианина с паладий се нареждат измежду най-ефективните 

фотосенсибилизатори, поради високите добиви на триплетното възбудено състояние на 

молекулата [13]. Два нови паладиеви комплекси на фталоцианини, Pd(II)Pc, 7 и 8 са 

получени следвайки двустъпкова реакционна схема съгласно Wӧhrle et al, 1990 [3а]. 

Получените продукти от непериферно (7) или периферно (8) заместен с пиридилокси 

групи-заместители Pd(II) фталоцианини са пречистени с колонна хроматография върху 

силициев диоксид със смес от разтворители (DCM: EtOH) с градиент на разтворителя. 

С метилйодид реакцията протича при температура до 40 °С и за време между 24-72 часа 

за получаване на продукта, докато с DMS реакцията протича при 120 °C за 12 часа. 

Получените паладиеви комплекси (7 и 8) преди кватернизиране имат ограничена 

разтворимост в разтворители като DCM, THF, CHCl3 и добра разтворимост в DMF и 

DMSO, като за комплекса с непериферни групи 7 е установена по-добра разтворимост 

от периферно-заместения 8 в органични разтворители. Кватернизираните Pd(II)-

фталоцианинови комплекси 7a и 8a са разтворими във вода.   

Схема 1.1.2. 

Получаване на 

Pd(II)- и Ni(II)-

фталоцианини с 

непериферни 

заместители; 60 % 

(7а) и 55 % (9а). 

Pd(II)-

фталоцианините 

са охарактеризирани с FT-IR, UV-Vis, MALDI-TOF и 1HNMR методи. Така например, 

в FT-IR спектъра ивицата за нитрилната група е при ~2284 cm-1 и не се появява след 

формиране на макроцикъла. За фталоцианините са характерни ивици за етерна група 

(C-O-C) при ~1045 cm-1; за ароматна CH група между  3088 cm-1 – 3092 cm-1; за ароматна 

C=C от пръстена с трептене при 1655 cm-1 (7 и 8). Катионните производни 7а и 8а имат 

характеристични ивици между 1110-1182 cm-1 за S=O групата. 1H NMR спектри на 7 и 

8 имат брой протони съответстващи на молекулата им и с отместване на сигналите, 

поради позицията на заместителите. Спектрите на 7а и 8а са широки и с припокриващи 

се сигнали на мултиплети за пиридилокси групата (28 протона). Протоните на СН3 се 

наблюдават като широки синглети в областта между 3.7 ppm и 4.0 ppm за DMSO-d6. 
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1.1.2. Фотофизични и фотохимични свойства 

 Хидрофилните фталоцианинови комплекси на лутеция 3а и 4а показват 

интензивна Q ивица на абсорбция с λmax = 685 nm за 3а и 675 nm за 4а, както и слабо 

интензивни ивици при 610 nm за абсорбционни спектри получени за 10-5 М разтвори. 

В разтвори на буфер или вода и за двата комплекса се наблюдават типичните спектри 

за молекулни асоциати с поява на ивица с ниска интензивност в областта 675-695 nm. 

При комплекси на галий, индий, силиций и германий със същата молекула-лиганд е 

наблюдавана по-слаба склонност към агрегиране [8, 9]. Намаляване на образуването на 

фотонеактивни асоциати се постигна чрез добавяне на анионен детергент като натриев 

додецилсулфат (SDS) или свързващи молекули като липозоми, албумини и други с 

ефект върху мономерното състояние на фталоцианина. 

 

   Фигура 1.1.1. 

Моноекспоненциални криви за 

измерване на време на живот на 

флуоресценцията на Lu(III)-

фталоцианини 3а и 4а (10-5 М) в DMSO 

за спектър на облъчване 670 nm. 

 

 Флуоресцентните свойства на комплексите 3а и 4а са изучени за разтвори на PBS 

и DMSO. Флуоресцентните спектри показват значително батохромно отместване на 

емисионната ивица спрямо максимума на абсорбционната Q-ивица (675 nm и 685 nm). 

Спектрите на възбуждане и на абсорбция на всяко от изследваните съединения (3, 4, 3а 

и 4а) показаха припокриване на получените ивици. Флуоресцентното време на живот, 

както е известно, е директен метод за определяне на времето, през което молекулата е 

фотоактивна, т.е. може да участва във процеси с генериране на синглетен кислород. За 

спектър на облъчване 670 nm са получени идентични моно-експоненциални криви, 

характерни за чисти съединения в мономерно състояние (Фиг. 1.1.1). Получените 

стойности за време на живот са 2.24 ns за 3а и 3.27 ns за 4а комплекса. Флуоресцентното 

време на живот на LuPcs комплекси има стойности по-ниски от незаместен ZnPc (3.99 

ns). Наблюдаваното бързо гасене на флуоресценция при непериферно заместения 

комплекс 3а (2.24 ns), вероятно се дължи на заместителите, които са в непосредствена 
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близост до макроцикъла. За сравнение периферно заместения комплекс 4а, който 

показа флуоресцентно време на живот с по-висока стойност (3.27 ns). 

 Абсорбционните и флуоресцентни спектри на Sn(IV)Pcs с непериферни (5а) и 

периферни (6а) метилпиридилокси групи-заместители показаха максимуми при 681 nm 

за абсорбционната ивица и 707 nm за флуоресцентната за 6а и съответно при 697 nm и 

719 nm за 5а в DMSO. Както при комплексите на лутеция и при тези на калая се 

наблюдава значително отместване на максимума на флуоресценция в близката 

инфрачервена област спрямо абсорбционния максимум. При облъчване с различен 

спектър (365 nm, 635 nm и 660 nm) са получени идентични ивици на спектъра на 

възбуждане с този на абсорбция. Получените резултати за флуоресцентно време на 

живот (F) на Sn(IV)Pcs показаха стойности от 1.65 ns (5а) и 1.86 ns (6а), които са по-

ниски с около един път и половина от стойностите получени при Lu(III)Pcs комплекси 

със същите групи-заместители {2.24 ns (3a); 3.27 ns (4a)}. Квантовите добиви на 

флуоресценция за комплексите с йони на тежки атоми се характеризират с относително 

ниски стойности [14-16]. За Lu(III)Pcs са получени квантови добиви на флуоресценция 

от 0.012 (3a) и 0.018 (4a), което е с около порядък по-ниски спрямо използвания като 

стандарт незаместен ZnPc, ϕFl = 0.20, [17]. 

 Абсорбционните спектри на Pd(II)Pcs 7, 8, 7а и 8а показват Q- ивицa в спектрален 

диапазон около 680 nm и В-ивици между 320-334 nm. Ивиците в червения спектър са 

определени при 680 nm и 683 nm за непериферните PdPcs (7 и 7а), с батохромно 

отместване спрямо периферно заместените комплекси (8 и 8а). Абсорбционната Q 

ивица показа значително отместване в близката инфрачервена област, което се 

наблюдава за фталоцианини с непериферни групи-заместители [18]. Кватернизирането 

има принос и при двата вида паладиеви комплекси (7а и 8а), независимо от позицията 

за заместителите, което се регистрира с батохромно отместване спрямо  комплексите 7 

и 8. Флуоресцентните спектри са получени с максимум на ивицата при 682 nm (8) и 684 

nm (8а) и съответно за непериферните при 689 nm (7) и 691 nm (7а) в DMSO.  

 Способността на кватернизираните фталоцианинови комплекси да участват в 

реакции с генериране на синглетен кислород е изследвана с индиректен фотохимичен 

метод, който се състои във фотоокисление на съединение – уловка на синглетен 

кислород. За целта е използван 1,3-дифенилизобензофуран (DPBF) като редуктор с 

абсорбционен максимум при 417 nm в DMSO разтвори. Измерванията на Lu(III)-
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фталоцианините във водни разтвори са затруднени от агрегирането на 3а и 4а. 

Квантовият добив на синглетен кислород е изчислен на базата на сравнителен метод 

със стандарт незаместен Zn(II)-фталоцианин. Получените стойности за двата катионни 

комплекса на лутеция са близки, а именно 0.35 (3а) и 0.32 (4а). За катионните 

фталоцианини Sn(IV)Pcs в органични разтворители (DMSO, DMF) са получени 

стойности идентични стойности от 0.38 (5а) и 0.33 (6а), които са незначително по-

високи от тези на Lu(III)Pcs. Квантовите добиви са в съответствие с получените 

стойности и за други фталоцианинови комплекси с диамагнитни йони и съдържащи 

същата заместителна група [15].  

 Замяната на Zn(II) с друг диамагнитен йон със значително по-голям атомен 

номер оказва съществен ефект върху свойствата на триплетното възбудено 

състояние, с принос към основните физикохимични характеристики, които са 

оптимални за производни на фталоцианинови комплекси. При новите Lu(III) и 

с изключение на Pd(II), не се наблюдава значителна разлика в квантовите добиви 

на синглетен кислород, в сравнение с  получените за фталоцианинови комплекси 

на Ga(III) и In(III), с възможност за физично гасене от позицията на йона в 

комплекса. Всички получени комплекси следват основния ред на нарастване на 

квантовия добив на синглетен кислород (ΦΔ) с нарастване на атомното число на 

координирания йон, както и нарастване на ΦΔ за комплексите в зависимост от 

групите-заместители, с принос на деривати в непериферни позиции. 

 

 1.2. КОМПЛЕКСИ НА СИЛИЦИЯ С АКСИАЛНИ ГРУПИ 

 Фталоцианините образуват молекулни асоциати, които съпътстват както синтеза 

и пречистването, също така и създават трудности при химичните анализи на тези 

съединения [19-21]. Ефективно управление на процеса се постига и чрез структурни 

модификации като свързването на „обемни“ групи-заместители към координирания 

йон, с подходящо координационно число. Типичен пример за фталоцианини с аксиални 

заместители са силициевите комплекси, при които агрегирането е ограничено, поради 

пространствено пречене и, които са и най-изучаваните след цинковите комплекси [22, 

23]. Първият клинично одобрен силициев фталоцианин - Pc4 е силициев комплекс с 

аксиални несиметрични заместители за приложение с ФДТ метода в САЩ [24]. 
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 1.2.1. Синтез и химични свойства 

 Синтезът на силициеви фталоцианини с групи в аксиални позиции протича от 

незаместен силициев фталоцианин SiCl2Pc (1), който е търговски достъпен, но поради 

по-висока чистота и икономическата достъпност на синтеза се синтезира с висок добив 

в лабораторни условия [22]. Получени са нови силициеви комплекси с „обемни“ групи-

заместители (Схема 1.2.1). Протича нуклеофилна заместителна реакция с добавяне на 

натриев хидрид (NaH) и при кипене в сух толуен за 24 часа под аргон. Пречистването 

се провежда с колонна хроматография с елуираща смес DCM: EtOH (20: 1). 

Кватернизираните деривати 3Q и 4Q са получени с CH3I в хлороформ при стайна 

температура. В хода на реакцията се образува утайка от хидрофилен продукт, който се 

филтрува и се промива с редица разтворители (DCM, EtAc, Ac).  

 

 

 

Схема 1.2.1. 

Синтез на 

Si(IV)-

фталоцианин с 

аксиални 

групи като 

заместители; 

28 % (3); 58 % 

(3Q); 23 % (4) 

и 71% (4Q). 

 

  

 

Ди-(α,α-дифенил-4-пиридилметокси) Si(IV) - фталоцианин 4 и кватернизирания 

дериват 4Q са получени следвайки аналогична реакционна схема (Схема 1.2.1). 

Новите фталоцианинови комплекси на силиция 3, 4, 3Q и 4Q са доказани с известни 

аналитични методи: FT-IR, 1H NMR, MALDI-TOF. FT-IR спектрите на 3 и 3Q показаха 
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характеристични ивици при 1078 cm-1 и 1080 cm-1 за Si-O-C връзката, други 

вибрационни ивици са 1520 - 1519 cm-1 за -C=C- трептене, както и при 3062 cm-1 и 3035 

cm-1 за ароматните -CH, съответно алифатните -СН се проявяват при 2922–2853 cm-1 и 

2919–2849 cm-1. За разлика от периферно-заместените, FT-IR спектърът на 3Q не се 

променя след кватернизиране. В 1HNMR спектрите на съединение 3 ароматните 

протони са при 9.69 и 8.50 ppm, и съответно за 3Q при 9.75 и 8.60 ppm. Алифатните СН 

протони и тези при Si-O-CH групата имат сигнали в негативния диапазон (-2.77 ppm), 

поради „магнитна анизотропия“ [40]. Получени са мас спектри на MALDI-TOF 

спектрометър с матрица от DHB за съединение 3 и от CHCA за съединение 3Q. В 

спектъра на съединение 3 са регистрирани масите на следните фрагменти: m/z = 851.02  

[M-2CH3]+, 798.07 [M-6CH3]+ , 695.90 [M-C11H23NO]+, а съответно за 3Q: m/z = 730.939 

[M-(2I)- 12CH3 ] + и 559.058 ([M-(2I)+CHCA+H2O]+2)/2. FT-IR спектрите на 

съединенията не показаха съществени разлики, като характеристични са вибрациите 

при 1080 cm-1  (Si-O-C), между 1524 cm-1 и 1529 cm-1 (-С=С-), както и между 3082 cm-1 

и 3054 cm-1 (аром. -СН). За комплексa 4Q са характерни ca вибрации между 2919 cm-1 

и 2849 cm-1 от алифатната -СН група. Получените протонни спектри на съединение 4 

показват сигнали на ароматните протони в диапазона на спектъра 9.63, 9.55-8.47 ppm и 

8.08-5.75 ppm. При хидрофилния дериват 4Q, сигналите от протоните на пръстена са 

съответно при 9.72, 8.57, 6.90-6.86, 6.34-6.31 и 5.76 ppm. Протоните на метиловата 

група се проявяват като синглетен сигнал при 1.23 ppm за спектри на 4Q. Масата на ди-

заместените фталоцианинови комплекси 4 и 4Q e идентифицирана чрез мас 

спектрометрия с MALDI-TOF спектрометър с матрица DHB за съединение 4 и без 

матрица за съединение 4Q. Moлекулни маси, доказващи получените съединения в 

спектъра на 4 са 1084.056 [M+Na]+ и 1233.811 [M+DHB+H2O]+. Мас-спектърът показва 

сигнали при 588.032 [M-(2I)+Na+H]2+ и 1115.778 [M-(2I)+Na+H]+ за деривата 4Q.  

 

 1.2.2. Фотофизични и фотохимични свойства 

 Абсорбционните спектри на аксиално ди-заместените Si(IV) фталоцианини 3 и 4 

имат характеристични Q ивици на абсорбцията с максимуми при 680 nm и 676 nm в  

DMSO и DMF (Фиг. 1.2.1). Спектърът на кватернизирания комплекс 3Q получен и в 

PBS буфер показва абсорбционен максимум при 688 nm. Ивиците в УВ областта (В-

ивици) са регистрирани около 360 nm и за двете производни на комплексите 3 и 3Q. 



 
 

21 
 

Мономерното състояние на молекулата е доказано за диапазон на концентрациите в 

DMSO (3 и 3 Q) и в PBS за 3Q. Получените абсорбционни спектри със съединение 3 

показват липса на агрегиране, както и на деривата след кватернизиране 3Q в DMSO за 

изследвания концентрационен диапазон (10-6 – 10-5 М). Съединения 4 и 4Q показаха 

абсорбционни спектри с максимум на  Q-ивицата при 676 nm и 677 nm, както и по-

слабо интензивната B-ивица около 357 nm, с отместване спрямо ивиците за стандарта 

SiCl2Pc. От друга страна и двете производни съединения съществуват в разтвори в 

мономерно състояние за широк концентрационен диапазон. Тенденцията за агрегиране 

се запазва ниска за разтвори в DMSO 

и PBS.  

 

Фигура 1.2.1. Абсорбционен и 

флуоресцентен спектър (exc: 645 nm), и 

спектър на възбуждане (exc: 680 nm) на 

Si(IV) фталоцианини 3 в DMSO (a) и 3Q 

в DMSO (b) и PBS (c). 

 

 

Флуоресцентните спектри (exc:  610 

nm и 645 nm) показаха ивици c λmax: 

680 nm (4) и 684 nm и 691 nm (4Q) в 

DMSO и PBS. Спектрите на 

абсорбция, на флуоресцентна емисия 

и спектърът на възбуждане разгледани 

в сравнителен аспект, показват 

хомогенен разтвор и еднороден състав 

на измерваните разтвори (Фиг. 1.2.1). 

Флуоресцентната ивица при 

изследваните силициеви комплекси 

показа типичното за фталоцианини слабо батохромно отместване с максимум при 684-

685 nm  за 3 и 3Q за разтвори в DMSO. 
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 Получените резултати за квантов добив на флуоресценция (0.31 за 3), както и 

време на живот (5.44 ns, 3) показват стойности, които са относително високи за 

силициеви комплекси (Табл. 1.2.1). Полученият комплекс 3Q се характеризира с 

относително високи стойности на флуоресцентното време на живот (5.27 ns и 4.94 ns) 

в DMSO и PBS. За флуоресцентните квантови добиви на силициевите комплекси 4 и 

4Q са определени стойности < 0.2, които са в съответствие със свойствата на ефективни 

фотосенсибилизатори. За комплекса 4, добивът е 0.17 и за катионния дериват 4Q е 0.08 

в DMSO. Получените силициеви комплекси имат флуоресцентни квантови добиви 

повече от два пъти по-ниски от изходния силициев комплекс (SiCl2Pc), което е добър 

показател за фотосенсибилизатори. За времето на живот на флуоресценция (τfl) са 

получени моноекспоненциални криви на затихване като доказателство за мономерни и 

от един вид молекули в изследваните разтвори (Фиг. 1.2.2). Получените стойности от 

5.36 ns (4) и 5.27 ns (4Q) са както и при силициевия комплекс SiCl2Pc (5.37 ns) без 

наличието на обемни групи в аксиална позиция. 

 

  Таблица 1.2.1. Флуоресцентни свойства и квантов добив на синглетен кислород. 

МPcs    

разтворител 

Фfl 

 

τfl, (ns) ϕ∆ 

3 DMSO 0.31 5.44 0.31 

3Q DMSO (PBS) 0.26 (0.25) 5.27 (4.94) 0.18 (0.15) 

4 DMSO 0.17 5.36 0.33 

4Q DMSO 0.08 5.27 0.09 

SiCl2Pc* DMSO 0.44 5.37 0.15 

ZnPc** DMSO 0.20 3.99 0.67 

      *[22]; **[15] 
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Фигура 1.2.2. 

Експоненциални криви 

получени за флуоресцентно 

време на живот на Si(IV) 

фталоцианини 3 (DMSO) и 

3Q (DMSO, PBS) (exс: 610 

nm, 645 nm). 

 

 Синглетният кислород е основната реактивна форма на кислорода, която се 

генерира с участието на фталоцианини [25, 26]. Квантовият добив на синглетния 

кислород (ϕ∆) е определен с редуктори от молекулна проба като „уловка“ на 

генерирания синглетен кислород, с λmax: 417 nm за DPBF в DMSO и при 380 nm за 

ADMA в PBS на абсорбционния спектър. 

Комплексът 3 в DMSO има сравнително висока стойност от 0.31 на квантовия 

добив и два пъти по-ниска е получената за 4 в PBS. Генерираният синглетен кислород 

с участие на силициевите комплекси 4 и 4Q е с квантови добиви по-високи от този на 

стандарта (0.33 за 4 и 0.15 за SiCl2Pc), докато за катионния силициев комплекс е 

определен квантов добив около два пъти по-нисък (0.09 за 4Q) от този на стандарта и 

почти четири пъти спрямо комплекса 4. Структурни промени от генерирания синглетен 

кислород при подбраните условия на експеримента не са наблюдавани. 

Друг важен параметър, който характеризира за фотосенсибилизатори е 

фотостабилността на молекулата. Фталоцианините имат предимствата на термично и 

светлинно стабилни съединения в твърдо състояние [27]. В разредени разтвори, 

стабилността на молекулата силно намалява и зависи от наличието на кислород и 

светлина, които може да доведат до структурни промени със загуба на цикличната 

структура. Изследванията за фотостабилност показаха, че за времето на облъчване има 

несъществено намаляване на ε при максимума 680 nm за 3 и 3Q, но без промени в 

цялостния абсорбционен спектър, като показател за стабилност на пръстена [31].  
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2. ФТАЛОЦИАНИНОВИ КОМПЛЕКСИ С БИОЛОГИЧНО-АКТИВНИ 

ГРУПИ КАТО ПЕРИФЕРНИ ЗАМЕСТИТЕЛИ 

Молекулата на фталоцианина има характеристиките на симетрична и планарна 

хетероциклична структура с шестнадесет възможни позиции за функционализиране по 

пръстена на макроцикъла, както и една или две аксиални позиции за свързване на 

заместители към координирания метален или неметален йон. Групите заместители от 

биологично-активни съединения са подходящи за биоконюгати с цел повишаване на 

селективността на натрупване на молекулата на фотосенсибилизатора чрез ефективно 

взаимодействие на заместителите с мембранни структури, както и за ефективен 

транспорт до клетките-мишена и като допълнение със специфичното им биологично-

активното въздействие. Периферните позиции на макроцикъла са по-благоприятни за 

свързване на биологично-активни функционални групи, поради пространственото им 

разположението с оптимална насоченост към клетъчните структури (Фиг. 2.1.1). 

 

 

 

Фигура 2.1.1. Биоконюгати на Zn(II) фталоцианина с четири и осем аминокиселини - 

тирозин, фенилаланин, лизин и аргинин в периферни позиции. 
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2.1. БИОKОНЮГАТИ С АМИНОКИСЕЛИНИ 

Химични конюгати на фталоцианини с аминокиселини за първи път са 

публикувани от групата на Lukyanetz et al. [32, 33]. В тези първи стъпки, целта е 

създаване на структури на базата на фталоцианин и аминокиселина, които да имат 

принос към разтворимостта на хидрофобната молекула, както и за оптимизиране на 

основните фотофизични свойства на абсорбция и флуоресценция. За приложения в 

биомедицината, към изброените свойства се добавят и изискванията за клетъчна 

специфичност, за взаимодействие с рецептори, за мембранна пропускливост и като 

краен резултат за висока селективност и фотоцитотоксичен ефект на съединенията. 

Подбраните аминокиселини принадлежат към незаменимите аминокиселини, с важни 

физиологични функции за организма, като поддържащи, с оздравителен ефект и се 

прилагат като лекарства от вида „prodrugs“ [34]. Освен биологичната си функция тези 

аминокиселини притежават специфична флуоресценция каквито са тирозина и 

фенилаланина, а лизина и аргинина са катионни във физиологична среда и се 

характеризират със способността си да преминават през клетъчни мембрани. 

 

2.1.1. Синтез и химични свойства  

Zn(II)-фталоцианини с аминокиселини са получени със заместители през 

свързваща група към периферните позиции на фталоцианиновия пръстен (Фиг. 2.1.1). 

Амидната връзка е между карбоксилната група на аминокиселината и амино 

(аминофенокси) групата на фталоцианина. Синтетичната процедура включва две 

реакционни схеми за получаване на тетра- или окта аминофенокси заместени Zn(II)-

фталоцианини като изходни съединения за свързване с аминокиселините. На кратко, 

синтезът протича с получаване на изходните динитрили с една или две аминофенокси- 

групи, на базата на нуклеофилна заместителна реакция от нитро- или дихлоро- 

заместени динитрили. 
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Схема 2.1.1. 

Синтез на тетра- и 

окта заместени с 

аминокиселини Zn 

(II) фталоцианини; 

28 % - 70 %. 

 

 

 

Формирането на пръстена на фталоцианина протича при кипене на изходния 

аминофенокси-заместен динитрил в сух пентанол с добавяне на литиеви стружки за 

ускоряване на процеса и следващо добавяне на цинков ацетат за получаване на 

комплекс. Тетра- и окта нитрофенокси заместени Zn(II)-фталоцианини се преобразуват 

до тетра- и окта аминофенокси заместени фталоцианини с редукция на нитро- групата 

до амино- група. Реакцията на дехидриране започва с активиране на карбоксилната 

група на аминокиселината, която е със защита при амино- групите. Реакцията протича 

при стайна температура, а получените конюгати на Zn(II)-фталоцианини с тирозин, 
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фенилаланин и аргинин имат добиви между 44% - 68%. При конюгaти с лизин 

(аминофенокси) фталоцианини добивите са ~ 30% за тетра- (TZnPcLys) и ~ 28% за окта 

производното (OZnPcLys). 

Спектрите ATR-IR, показаха ивици около 3290 - 3400 cm-1 (-NH), 3065 - 3306 

cm-1 (-CH arom), 2851 - 2970 cm-1 (-CH aliph), 1600 - 1665 cm-1 (-NH), 1500 - 1507 cm-1 (-

ArC=C), 1360 – 1400 cm-1, 1200 – 1270 cm-1, 1000 - 1095 cm-1 (Ar-O-Ar). 1HNMR 

спектрите показват сигнали за ароматни протони в диапазона между 10.0-6.00 ppm и 

сигнали за алифатни протони между 4.00-1.00 ppm. Мас спектрите бяха получени на 

MALDI-TOF спектрометър с различни матрици DHB, CHCA и DIT . За част от новите 

съединения е получен йон [M]+; за други се получиха два фрагмента - [M]+, [M-

C(CH3)]+; [M-BocTyr(tBu)+2H]+; също и три фрагмента - [M]+, [M- 2x OC-BoсArg(Tos) 

– 2H]+, [M-  Phenyl-BoсArg(Tos) – H]+. Абсорбционните спектри показаха ивиците, 

характеристични за фталоцианини (max=680-683 nm и max=350-365 nm, DMSO). 

Реакцията на деблокиране на NH2 групата протича в сух THF (или DMF) c TFA, при 

съотношение THF:TFA от 1:2 (v/v) или 1:4 (v/v). Всички получени продукти с 

изключение на окта-лизин- заместения ОZnPcLys са обработени с 1N NaOH. Тетра- и 

окта Zn(II)-фталоцианини с тирозин, фенилаланин и аргинин са получени с добиви 

между 48% - 87%. Получените аналитични данни показват в ИЧ- характеристични 

ивици около 3290 - 3400 cm-1 (-NH), 3065 - 3306 cm-1 (-CH arom.), 2851 - 2970 cm-1 (-CH 

aliph.), 1600 - 1665 cm-1 (-NH), 1500 - 1507 cm-1 (-ArC=C), 1360 – 1400 cm-1, 1200 – 1270 

cm-1, 1000 - 1095 cm-1 (Ar-O-Ar). 1HNMR спектрите показаха сигнали за ароматни 

протони в диапазона между 6-10 ppm, и за алифатни протони в диапазона между 5-1 

ppm, и сигнали за протони на амино групата в слабо поле, които се припокриват със 

сигналите на ароматните протони. Мас спектрите също показаха основния йон, но при 

различни матрици, в зависимост от изследваното съединение.  

 Реакцията с формиране на пръстена протича при кипене на изходните динитрили 

в сух пентанол с катализатор DBU и в присъствие на сол на цинк в съотношение 

фталонитрил: сол (4:1). Получените съединения са с относително високи добиви от 

69 % за 14 и 82 % за 16.  
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Схема 2.1.2. Синтез на тетра- и окта аминофенокси заместени Zn(II)-фталоцианини. (i) 

Zn(ОАс)2, DBU, 1-пентанол; (iia) сух DMF, H2, Pd/C, 0° С; (iib) DMF, Na2S.H2O; 69 % (14); 

8 % (15) и 12 % (17). 

 

IR-ATR cпектрите показват характеристични ивици при 3000 cm-1 за -СН ароматни 

групи; при 1586 cm-1 и 1340 cm-1 за -NO2; 1515 cm-1 и 1483 cm-1 (Ar-C=C). 1HNMR 

спектрите показват сигнали за ароматни протони в диапазона 7.30-8.35 ppm за 14 и 7.19-

ppm за 16. Абсорбционните спектри имат ивици с максимуми max: 675 nm и 350 nm за 

 при висока стойност на ε (Q-ивицата) ~ 105 M-1 cm-1. Амино групата на съединения 15 

и 17 се получава чрез редукция, като са правени опити по няколко различни реакционни 

процедури за получаване на количества от съединенията за свързване с 

аминокиселините. Трудността при изолирането на продуктите е поради ниската 

разтворимост на 17. Получените съединения на всеки етап от синтеза са 

охарактеризирани с аналитични методи.  

 

2.1.1. Фотофизични свойства 

Zn(II)-фталоцианини с четири или осем аминокиселини тирозин, фенилаланин, 

аргинин и лизин са изучени в разтвори на DMSO за диапазон от концентрации (10-5 - 

10-6 М). Абсорбционните спектри показаха max = 680-683 nm за Q- ивицата, като 
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доказателство за съществуването на фталоцианина в мономерно състояние. Характерна 

особеност е нарастването на абсорбцията по линейна зависимост с нарастване на 

концентрацията на фталоцианина в разтвори на DMSO. Абсорбционните максимуми в 

UV спектъра са разположени в UVA диапазона с mах = 352-364 nm (табл. 2.1.1). 

 

Табл. 2.1.1. Абсoрбционни свойства на фталоцианинови биоконюгати с аминокиселини в 

DMSO (10-5 М). 

Tetra-Zn(II)Pc Q band, 

max, (nm) 

(log ) 

B band, 

max, (nm) 

(log ) 

Octa-Zn(II)Pc Q, max, 

(nm) 

 (log )  

B band, 

max, (nm) 

(log ) 

TZnPcTyr 680 (3.02) 

613 (-) 

352 (-) OZnPcTyr 680 (4.36) 

613 (3.64) 

364 (3.94) 

TZnPcPhe 682 (4.23) 

615 (3.60) 

353 (3.93) OZnPcPhe 683 (4.17) 

616 (3.52) 

357 (3.88) 

TZnPcLys 683 (3.63) 

618 (3.07) 

356 (3.38) OZnPcLys 681 (5.28) 

613 (4.48) 

360 (4.86) 

TZnPcArg(Tos) 682 (4.27) 

616 (3.66) 

352 (3.97) OZnPcArg(Tos) 682 (4.02) 

616 (3.35) 

355 (3.73) 

ZnPc* 672 (5.67)  

 *[35] 

Абсорбционните спектри имат максимуми на Q-ивицата във видимия спектър, 

които се характеризират с широка нискоинтензивна абсорбция и с появата на втори 

максимум при по-късите дължини на електромагнитния видим диапазон. Спектрите 

във вода и буфер са типични за молекулни асоциати на фталоцианини [35, 36]. В 

абсорбционния спектър на окта- тирозин заместен Zn(II)- фталоцианин е регистриран 

за  max = 682 nm и 636 nm. При фталоцианини са изучени два типа междумолекулни 

взаимодействия, които имат за резултат получаването на неактивни асоциати (H и J). 

Получават се копланарни структури, поради взаимодействия на ниво пръстена 

молекула, в резултат на нековалентно взаимодействие на π електрони. С добавянето на 

детергенти или съединения носещи зарядност се наблюдава мономеризация. 
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Абсорбционните спектри на биоконюгати с четири и осем аминокиселини като 

заместители не се различават съществено в позициите на максимумите, както е 

показано за тетра- и окта- тирозин заместените производни  (Фиг. 2.1.2, А).  

А. 

 Б. 

 

Фиг. 2.1.2. Спектри на абсорбция (А) и на флуоресценция (exc: 615 nm, Б) на а) тетра- и б) 

окта заместени с аминокиселини Zn(II)-фталоцианини в DMSO (10-5 M). 

 

 Флуоресцентните емисионни спектри на Zn(II)- фталоцианините със заместители 

от аминокиселините тирозин, фенилаланин, лизин и аргинин са получени за DMSO 

разтвори (Фиг. 2.1.2, Б). Флуоресцентната ивица има максимум, който не зависи от 

спектъра на възбуждане, а следователно измерваните разтвори са химически 

еднородни. Изследванията на двата вида биоконюгати на фталоцианина с четири 

и осем аминокиселини показаха позиции на емисионните максимуми (692-694 nm), 

които не зависят от природата на свързаната аминокиселина.  

 Стойностите на флуоресцентния квантов добив са показател за паралелното 

протичане на други процеси на гасене, които за фотосенсибилизатори са генериране на 
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триплетно възбудено състояние на молекулата [37]. При наличие на групи заместители, 

кaто тирозина, е възможен принос към флуоресцентните свойства на целевия 

фотосенсибилизатор. При свързване на заместители от обемни групи като аргинин 

протича и физично гасене на флуоресценцията. За фотосенсибилизатори 

безизлъчвателни преходи на вътрешна конверсия синглет – синглет или триплет – 

синглет, които протичат с отделяне на топлина не са характерни. Структурно подобни 

конюгирани молекули от фталоцианини и аминокиселини са изучавани с нисък квантов 

добив на флуоресценция (< 0.2) и от други автори [35-38)]. Флуоресценцията с нисък 

квантов добив се дължи и на фотон-индуциран пренос на електрон (PET-ефект). 

Ефектът се наблюдава и при съединения съдържащи амино група и производните ѝ 

[39а-г)]. Резултатите са обобщени в Табл. 2.1.2. 

 

Таблица 2.1.2. Време на живот и квантов добив на флуоресценцията на фталоцианинови  
  конюгати с аминокиселини. 

Tetra-AA 
Zn(II)Pc 

 

F 

τF (ns)  

exс : 390 nm 

exс: 405 nm 

Octa-AA  
Zn(II)Pc 

 

F 

τF (ns) 

exс: 390 nm 

exс: 405 nm 
TZnPcTyr 0.120 2.91 OZnPcTyr 0.040 2.03 

TZnPcPhe 0.069 2.82 OZnPcPhe 0.018 2.67 

TZnPcLys 0.047 2.85 OZnPcLys 0.030 - 

TZnPcArg(Tos) 0.055 2.89 OZnPcArg(Tos) 0.038 2.56 

ZnPc* 0.200 3.99 

 *[35] 

По-ниски добиви на флуоресценция се наблюдават също и при тетра- и окта 

аминофенокси заместените Zn(II)-фталоцианини, които имат ниски стойности на 

квантовия добив на флуоресценция поради PET ефект от амино групите. Получените 

резултати показват с около два порядъка по-ниски стойности за квантовите добиви 

на флуоресценция, с изключение на тетра-тирозин заместения конюгат, в сравнение 

с използвания като стандарт незаместен Zn(II)-фталоцианин (ZnPc). 
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Времето на живот на флуоресценция е важен параметър показващ времето, през 

което молекулата е във възбудено синглетно състояние. В тази връзка, 

флуоресцентното време на живот определя и ефективността на фотодинамичния 

процес преди молекулата да премине в стабилното основно синглетно състояние. 

 Времената на живот на флуоресценция на изучаваните биоконюгати с 

аминокиселини показаха моно-експоненциални криви на гасене, които са типични за 

разтвори на еднородни по състав съединения. Получените стойности на флуоресцентно 

време на живот (τF) в диапазона между 2.03 ns и 2.91 ns, които в сравнение с τF на 

незаместения ZnPc (3.99 ns) са до два пъти по-ниски. Ако сравним τF на тетра- и на окта 

конюгатите се вижда, че при тетра конюгатите τF е по-високо, т.е. имат по-

продължителна флуоресценция спрямо окта заместените аналози.  

 Способността на новите конюгати с аминокиселини да генерират синглетен 

кислород е доказана с индиректен фотохимичен метод. Aбсорбционните спектри, които 

са получени в хода на реакцията на DPBF фотоокисление, показват eфективно 

генериране на синглетен кислород. Интензивността на абсорбционната ивица (417 nm) 

на уловката бързо намалява, докато на фталоцианина (680 nm) остава непроменена, 

което е показателно за стабилността на молекулата.  

  

  Табл. 2.1.3. Квантов добив на синглетен кислород на фталоцианинови  

    конюгати с аминокиселини.  

 

 

 

 

 

 

Получените стойности (Табл. 2.1.3) показват, че квантовите добиви на 

синглетен кислород за тетра- заместените с тирозин TZnPcTyr и фенилаланин 

TZnPcPhe комплекси са по-високи в сравнение с окта заместените аналози. 

Tetra-AA ZnPc  Octa-AA ZnPc  

TZnPcTyr 0.63 OZnPcTyr 0.38 

TZnPcPhe 0.71 OZnPcPhe 0.23 

TZnPcLys 0.36 OZnPcLys 0.57 

TZnPcArg(Tos) 0.39 OZnPcArg(Tos) 0.40 
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 Фотостабилността на биоконюгатите е определена от промените на моларната 

абсорбируемост при λmax на ивицата в червения спектър при облъчване с източник при 

635  nm (Таблица 2.1.4).  

 

 Таблица 2.1.4. Фотостабилност на биоконюгати с аминокиселини при 635 nm. 

 

 

 

 

 

 

  
  

 

 

 За фотосенсибилизатори от съществено значение е да са стабилни във 

физиологични условия за времето на протичане на фотодинамичното действие. 

Вътрешномолекулните взаимодействия са в основата на фотостабилността при 

фталоцианини, която зависи от природата на групите-заместители [41].  

 

2.2. С ВЪГЛЕХИДРАТИ  

Въглехидратни молекули, химично свързани като функционални групи към 

фотосенсибилизатори са измежду най-изучаваните биологично-активни молекулни 

групи, с принос към фотодинамичното действие [43, 44]. Първоначалната идея за такъв 

вид структури е да се получат фталоцианинови съединения с амфифилна и дори с 

хидрофилна природа. След първата публикация на Maillard et al., 1989 [45], научният 

интерес към фталоцианини като конюгати с въглехидрати нараства поради 

биологичната активност на получените нови структури за антитуморната 

фотодинамична терапия [46, а-в]. Въглехидратите са подходящи като функционални 

групи за фталоцианина, от една страна поради приноса им за повишаване на 

разтворимостта и от друга, поради ефекта върху биологичните процеси на клетъчно 

Tetra-AA Zn(II)Pcs 𝒅𝒄

𝒅𝒕
 , x 1010 Octa-AA Zn(II)Pcs 𝒅𝒄

𝒅𝒕
,  x 1010 

TZnPcTyr 3.10 OZnPcTyr 32.00 

TZnPcPhe 5.63 OZnPcPhe 3.50 

TZnPcLys 13.50 OZnPcLys 2.20 

TZnPcArg(Tos) 1.53 OZnPcArg(Tos) 7.89 

ZnPc* 0.94 
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ниво чрез рецепторните групи за въглехидратни молекули, намиращи се в големи 

количества в клетъчните мембрани на туморни клетки, за рецепторно-насочен 

транспорт с оптимално натрупване и локализaция на новата структура [47, 48].  

 

2.2.1. Синтез и химични свойства 

 Получени са два вида биоконюгати на Zn(II)-фталоцианини със заместители от 

галактопираноза и галактоза в периферни и непериферни позиции на пръстенната 

молекула (Схема 2.2.1). Биоконюгатите с галактоза са изучени като 

фотосенсибилизатори за метода ФДТ. Синтетичната процедура за получаване на 

галактопиранозил-заместени Zn(II)-фталоцианини включва глюкозилиране по 

модифицирана реакционна схема на публикувани реакционни схеми от различни 

научни групи [45-48]. Нов момент е деблокирането на хидроксилните групи при 

галактопиранозата, което е публикувано за първи път за аналога с осем 

галактопиранозни групи [48, в]. На първи етап, синтезът включва получаване на 

изходните 3- и 4- нитро-заместени фталонитрили. Следва получаването на заместени с 

въглехидратните молекулни групи 3- и 4- галактопиранозил динитрили, които са 

изходни мономери за циклотетрамеризация (Схема 2.2.1). Синтезът на 4-

гликопираноза-заместения динитрил e проведен съгласно процедура от литературата 

[46, б]. Реакцията протича по механизъм на нуклеофилна заместителна реакция при -

ОН групата на галактоза със защита на останалите хидроксилни групи (1,2:3,4-di-O-

isopropylidene-α-D-galactopyranose) в среда от сух DMF, сух калиев карбонат като база, 

при стайна температура и среда от аргон. След пречистване, съединенията са 

охарактеризирани с познатите аналитични техники, а получените аналитични данни са 

сравнени с литературни източници. Съединенията се разтварят в минимално 

количество THF (или DCM) и се добавя около половин обем от киселината (TFA) за 

премахване на защитните групи. Тетра- заместените фталоцианини с галактоза са 

получени като смес от позиционни изомери. Синтетичната процедура за свързване на 

въглехидрати към фталоцианина, се провежда чрез въвеждане на заместителите към 

фталонитрила с реакция на директно нуклеофилно заместване при свободната 

хидроксилната група с производното на галактоза (1,2:3,4-di-O-isopropylidene-α-D-

galactopyranose) и нитро- групата на фталонитрила на 3- или 4- позиция, както е 

описано за пръв път от Hanack & Ziegler, 2006 г. [48,б]. 
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Схема 2.2.1. Получаване на тетра-галактопираноза заместени Zn(II)- фталоцианини; А) в 

непериферни (nZnPc-Gal) и В) в периферни (pZnPc-Gal) позиции. Yields: 31-35% 

  

Малък брой статии посочват получаване на фталоцианини с други въглехидрати 

получени при реакция с паладиев катализатор, както и по-екологично приемливи 

синтетични подходи [49, 50]. Свързването на различни групи заместители през 

триазолна група се прилага от неотдавна във фталоцианиновата химия [51а-в]. 

Реакцията е 1,3-присъединителна между алкилна и азидна група и протича с Cu(I)-

катализатор и натриев аскорбат, Cu-катализатор и протича в смес от разтворители [52-

55].  Производно на галактоза с алкилна група е получено с NaH, а фталоцианинът 

съдържащ азидоетокси група е получен съгласно Схема 2.2.2. Този подход на свързване 

през триазолен пръстен е икономичен за реализация, като продуктът е с добри добиви 

и чистота.  
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Схема 2.2.2. Получаване на тетра-азидоетокси заместен Zn(II)-фталоцианин (3). Yield: 30%. 

 

Тетра-галактопираноза заместен Zn(II)-фталоцианин е получен като нов 

продукт със свързващ триазолен пръстен, който е подходящ за кватернизиране до 

катионен дериват (Фиг. 2.2.1).  

 

 

Фиг. 2.2.1. 

Биоконюгат на Zn(II)- 

фталоцианин с 

галактопираноза, получен 

чрез клик реакция.  

 

Анализите са 

проведени с UV-Vis, IR 

и MS MALDI-TOF спектрометрия. Zn(II)-фталоцианин 4 и новият продукт 4.2  имат 

различни ИЧ-спектри от вибрационната ивица 1387 cm-1 на триазолните пръстени. 

Ивиците в диапазона от 1050 cm-1 до 1200 cm-1 се дължат на заместители при 

галактопираноза. Хидроксилните групи (4) показаха вибрационни ивици с ниска 

интензивност между 3200 cm-1 и 3360 cm-1. Други характеристични ивици са при 2956 

cm-1 и 2887 cm-1  от алифатни -СН групи; C-O-C е с вибрация при 1240 cm-1. Maс-

спектърът на 4.2, получен чрез MALDI-TOF спектрометрия показва сигнал при m/z: 

2111.497 [M]+. 
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2.2.1. Фотофизични и фотохимични свойства 

Получените по двата начина за свързване Zn(II)-фталоцианини с 

галактопираноза (4 и 4.2) показаха сходни спектри на абсорбция. Разлики се 

наблюдават в спектрите на различаващите се по позицията на заместване за 

фталоцианини. В диапазона на изследваните концентрации, съединенията са в 

мономерно състояние, което се регистрира с интензивна и тясна Q- ивица с максимум 

в далечната червена област (682 nm за pGal-ZnPc; 702 nm за nGal-ZnPc) за разтвори в 

DMSO. Абсорбционните спектри във вода показват формиране на фотонеактивни 

асоциати, което явление е установено и за други въглехидратно-заместени деривати на 

фталоцианина [56]. Получаването на молекулни асоциати е в резултат от хидрофобни 

взаимодействия между ароматните пръстени с образуване на водородни връзки с 

близко намиращите се заместителни групи. Формирането на асоциати зависи от 

външни фактори като концентрация, полярност на разтворителя, температура, както и 

от структурни фактори като вида на заместителите и на координирания йон [57]. 

Молекулните асоциати не участват в процеса на фотосенсибилизация, поради 

тази причина за изследванията на съединенията като фотосенсибилизатори са 

използвани биоконюгатите със защитни групи. За разлика от дериватите със свободни 

-ОН групи, тези със защитни групи имат амфифилна природа и остават в мономерно 

състояние в изследваните разтвори. Флуоресценцията на получените фталоцианини се 

характеризира със спектър на емисията с широка ивица в диапазона между 650-800 nm, 

която не се припокрива с флуоресцентния спектър на природните клетъчни хромофори. 

Максимума на флуоресцентния сигнал при съединенията е отместен незначително 

спрямо абсорбционния максимум. Спектрите са сравнени спрямо незаместения ZnPc 

като флуоресценцията е измерена в различни разтворители, с максимално червено 

отместване в DMSO и минимално за разтвори в метанол. При измерване на 

флуоресценцията на съединенията без защитни групи, слаба емисия се детектира само 

след добавяне на 5% CEL, като резултат от преминаване на молекулите в мономерно 

състояние. Определени са ниски стойности на флуоресцентния квантов добив (ΦF) от 

0.13±0.01 за p-GalZnPc и 0.06±0.01 за n-GalZnPc (Табл. 2.2.1). 

 Флуоресцентното време на живот на двата фталоцианинови комплекса са 

измерени с моно-експоненциално затихване със стойности на времето на живот 2.75 ns 

за биоконюгатa с непериферни заместители и 3.43 ns за периферни заместители. В 

сравнение със стандарта (ZnPc, 3.99 ns), измерените стойности са по-ниски и не зависят 
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от спектъра на приложения източник. Както е известно значителна фракция от 

молекулите във възбудено синглетно състояние се деактивират през излъчвателен 

преход на флуоресцентна емисия [58]. За фталоцианините с галактопираноза като 

заместители получените стойности на флуоресцентните параметри (ΦF и τF) са 

характерни за съединения в мономерно състояние.  

 

Таблица 2.2.1. Фотофизични и фотохимични свойства на галактопираноза-заместени 

Zn(II)-фталоцианини (*[35]). 

Phthalocyanine Solvent Abs. max 

(nm) 

Fl. 

max 

(nm) 

ФF  

(SD: 0.01-

0.02) 

ϕ∆ τF 

(ns) 

n-GalZnPc DMSO 

DMF 

MeOH 

H2O 

702 

698 

696 

696 

707 

701 

701 

702 

0.06  

0.11 

0.10 

0.49 2.75 

p-GalZnPc DMSO 

DMF 

MeOH 

H2O 

683 

679 

675 

680 

691 

686 

684 

704 

0.13 

0.12 

0.10 

0.26 3.43 

ZnPc* DMSO 672 683 0.18 0.67 3.99 

*[15] 

 Синглетният кислород в присъствие на изследваните ZnPcs производни е 

определен с фотохимичната реакция при облъчване (635 nm или 665 nm) в органичен 

разтворител и DPBF. За изследваните биоконюгати на фталоцианина, квантовият добив 

на синглетния кислород (ΦΔ) е 0.26, 0.49 и 0.52 (4.2) при стандарт ZnPc [15].  

 Фотостабилността на молекулата при облъчване със спектър и лъчеви дози, които 

са приложими за фотодинамичен метод е определена за абсорбционната Q-ивица (2.5 х 

10-3 min-1). За порфиринови деривати със същите молекулни групи и О- (алкокси-) са 

получени скоростни константи с един порядък по-високи (2-4 х 10-2 min-1) [59]. Както 

е известно, по-високата фотостабилност на порфирините спрямо фталоцианиновите 

производни се счита за недостатък, поради продължителното време на задържане и 

изчистване от тъканите, с прояви на странични ефекти на фоточувствителност [60]. 
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 Фотохимичните изследвания на биоконюгата с непериферни заместители 

n-GalZnPc показаха квантов добив на синглетен кислород с по-висока стойност 

при съизмерима фотостабилност на периферно заместения р-GalZnPc. При 

галактозни групи към фталоцианиновия пръстен и прилагане на спектър на 

облъчване (635 nm) с подходящи доза и енергия се наблюдава  селективност на 

фотоцитотоксичния отговор при изследвания върху туморни спрямо нормални 

клетъчни линии. 

 

 2.3.  СЪС СТЕРОЛИ 

Структурните особености на фотосенсибилизатори за фотодинамичен метод се 

считат за критични за техните фотофизични и фотохимични свойства, както и за 

взаимодействието им с мембраните структури на патогенни клетки, което е определящо 

за фототоксичния ефект [61]. Натрупаното познание за оптималната структура за 

фотосенсибилизатор сочат като подходящи съединенията с положителен заряд и с 

амфифилна природа, както и заместители в пространствено разположение около 

равнината на пръстената молекула, както и с биологична функционалност [62].  

В състава на клетъчните мембрани, естествените стеролни молекули имат 

физичната функция на мембранни „котви“, в смисъла на молекули придаващи 

едновременно здравина, гъвкавост и защитна функция на мембраните. Стеролите 

участват като градивни молекули с ролята на „фундамент“ при клетъчния растеж. За 

фотосенсибилизатори, добре изучени са фосфолипидите с функции да пренасят и 

стимулират свързването на липозомно включени фотоактивни съединения към 

клетъчни мембрани чрез рецепторно разпознаване на патогенни клетки [63]. Стеролите 

са възникнали еволюционно със зараждането на земната атмосфера, като във фунги се 

съдържа егростерол заедно с холестерол [64]. Холестеролът като част от мембранните 

структури на клетките е добре изучена молекула-мишена за окислителните реакции 

при болестотворни процеси [65, 66]. Малък брой са изследванията на 

фотосенсибилизатори свързани към стероли за фотодинамични приложения [67а-д]. 
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2.3.1. Синтез и химични свойства 

Zn(II)-фталоцианинът с периферни азидоетокси групи като заместители (3) е 

изходното съединение в синтеза на биоконюгата с местранол (7) и след кватернизиране 

до катионния дериват (8) (Фиг. 2.3.1).  Свързването на стерола местранол с 

фталоцианина е чрез 1,2,3- триазолен пръстен, следвайки стандартната процедура за 

клик реакция [68, 69]. На първи етап протича циклотетрамеризация до фталоцианин 3, 

съгласно Схема 2.2.2. Приложена е двустъпкова процедура с литиеви гранули 

разтворени в 1-пентанол при 60 °С и следващо добавяне на сол на цинка {Zn(OAc)2. 2 

Н2О} и повишаване на температурата до кипене. Синтетични стероли, които съдържат 

алкилна група в структурата си могат да се използват директно за клик реакция [70]. 

Синтезът на биоконюгата 7 се състои в присъединителна реакция между азидна и 

алкилна групи на съдържащите ги съединения, по реакционни условия приложени при 

други съединения, а имено със солите CuSO4. 5H2O (1 екв.) и натриев аскорбат (6 екв.) 

в смес от DMF/ DCM: H2O (1:1:0.5).  

 

 

 

Фиг. 2.3.1. Биоконюгати на Zn(II)- 

фталоцианин със стерол (7) и катионния 

дериват (8). 
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 Получаването на деривата (8) при кватернизиране с йодометан, се наблюдава с 

образуване на фина утайка в DCM (RT, 24 часа). Пречистването на продуктите се 

извършва на всеки етап, като за фталоцианин 3 е чрез колонна хроматография {SiO2; 

THF: Hex (3: 1)}, а за конюгата 7 е използван  Bio-beads SX-3 beads с елуент DCM, с 

разделяне по маса. Структурата на новите съединения е анализирана с набор от 

аналитични техники: FT-IR, 1H NMR, MALDI-TOF спектрометрия. В ИЧ-спектъра на 

2-азидоетокси Zn(II)-фталоцианин (3), вибрационната ивица при 2230 cm-1 характерна 

за C≡N на мономера 4-азидоетокси фталонитрил липсва. Новите ивици показват пик 

при 3066 cm-1 от ароматните СН групи и между 2927-2856 cm-1 от алифатните СН групи. 

Биоконюгата фталоцианин-местранол (7) е доказан с липсата на ивицата на N3 – групата 

при 2107 cm-1 в ИЧ спектъра, както и за ароматните CH и алифатните CH групи с 

вибрации между 2952 - 2854 cm-1 и 1722 cm-1, и 1609 cm-1, 1577 cm-1 съответно. 

Дериватът 8 показа сигнали на ароматните CH групи при 3165 cm-1 и 3019 cm-1, за 

алифатните CH съответстват вибрационните ивици при 2972 - 2754 cm-1. Мас спектрите 

са получените с дитранол (DIT) като MALDI матрица. Масата на молекулния йон е 

показана с m/z: 915.87 [M]+ за 3; m/z: 2163.318 [M+3H] + за 7, и m/z: 560.200 [M-4I]4+ за 

8, като единичен сигнал. 1H-NMR спектър на съединение 3 се характеризира с широки 

сигнали между 4.04 ppm и 8.84 ppm за ароматните протони. Протоните, отговарящи на 

заместителите също се проявяват в съответния диапазон.  

 

2.3.2. Физикохимични свойства 

Абсорбционните спектри на Zn(II)-фталоцианинови комплекси 7 и катионния 

дериват 8 са измерени в DMSO (Фиг. 2.3.4). Спектрите показват интензивна ивица в 

червената област с максимуми с незначително отместване за конюгата с местранол 7 

(684 nm) и след кватернизиране 8 (681 nm). В-ивица е по-слабо интензивна и е 

разположена между 330-365 nm, с максимум при 350 nm (7) и 353 nm (8). Получена е 

линейна зависимост при нарастваща концентрация, което е характерно за разтвори на 

съединения в мономерно състояние (Фиг. 2.3.4).  

Флуоресцентните спектри на Zn(II)-фталоцианини 7 и 8 показаха ивици с 

максимуми в червения диапазон на спектъра, с λmax(fl.): 694 nm (7) и 693 nm (8). Спрямо 

незаместения Zn(II)-фталоцианин ZnPc (672 nm, [35]), максимумът на ивицата при 

новите деривати е батохромно отместена към червения спектър, като ефект от групите-
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заместители. Получените спектри на възбуждане са в добро съответствие с 

абсорбционните, като показател за еднородна структура, както и за мономерно 

състояние в DMSO разтвори. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Фиг. 2.3.4. Абсорбционни спектри 

на фталоцианини 7 (а) и 8 (б) в DMSO за 

диапазон от концентрации (Промяна на  

     абс. λmax с концентрацията). 

 

  

Времето на живот на 

флуоресценция на изучаваните 

фталоцианинови комплекси 7 и 8 е 

измерено за различен спектър на 

възбуждане (360 nm, 610 nm, 660 nm). 

Получени са моно-експоненциални 

криви на затихване, които показват, че флуоресценцията на съединения се дължи на 

един вид молекули. За фталоцианини е съществено, че комплексите 7 и 8 са в 

мономерно състояние в измерваните > 10-6 М разтвори. Получените стойности за 

флуоресцентно време на живот са съответно 3.25 ns (7) и 3.46 ns (8), както и при други 

фталоцианини със заместители са по-ниски от τfl. на стандарта ZnPc (3.99 ns). Подобно 

на други фталоцианинови комплекси със заместители, са измерени стойности за време 

на живот на флуоресценция по-ниски от стандарта [71]. За кватернизирания дериват 8 

е получена оптимална стойност за фотосенсибилизатор. 

Генерираният синглетен кислород се доказа с фотоокисление на съединения - 

редуктори (Схема 2.3.2). Окисленият продукт има ивица на абсорбция с максимум 417 

nm (DMSO). Контрол на реакцията се проведе чрез сравняване на абсорбцията на 7 и 8 
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преди и след фотохимичната реакция. С приложеното лъчение от източник LED 635 nm 

и с подходяща енергия и лъчева доза не са наблюдавани промени в абсорбционните 

спектри на изследваните съединения, като доказателство за фотостабилност на 

молекулата на фотосенсибилизатора. 

 

Cхема 2.3.2. 

Фотоокисление на 

молекулни проби със 

синглетен кислород [72]. 

 

За квантовия добив 

на синглетния кислород 

са получени стойности от 

0.51 (7) и 0.46 (8), които 

за фталоцианини с групи заместители в периферни позиции се определят като 

относително високи.  

 

2.4. С ПАРАБЕНИ 

Един от първите одобрени комплекси за ФДТ на тумори е Si(IV)-фталоцианин с 

аксиални несиметрични групи като заместители - Pc4 [73, 74]. За Европа, различни 

метал-съдържащи фталоцианини, включително и силициеви комплекси, неотдавна 

получиха патент за приложение за фотодинамично инактивиране [75].  

 

 Фиг. 2.4.1. Структура на Cl2Si(IV)-фталоцианин 

и алкилов естер на р-хидроксибензоена киселина 

(парабени). 

 

 

За създаване на ефективна структура, като сполучлив подход е свързването на 

фотоактивно съединение като SiCl2Pc с естер на р-бензоената киселина като инхибитор 

за патогени (Фиг. 2.4.1). Парабените са едни от най-разпространените консерванти в 

козметични и фармацевтични продукти, с важно приложение при консумативи и 

материали за медицината, както и в хранителната индустрия [76, 77]. 
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 2.4.1. Синтез и химични свойства 

 Синтезирани са нови производни на Si(IV)-фталоцианини с аксиални групи-

заместители от парабени с различна дължина на въглеводородната верига при 

алкилната група (R), с доказана антимикробна активност. Комплексът с две 

метилпарабенови групи е описан от китайски автори с достъп само до резюме на 

английски език [78]. Деривати на Si(IV)-фталоцианинови комплекси със заместители 

от различни парабени свързани към двете аксиални позиции на комплекса SiCl2Pc [79] 

са получени с нуклеофилна заместителна реакция, която включва кипене на 3 в сух 

толуен (Схема 4.2.1).  

  

 

 

 

 

 

Схема 4.2.1. Получаване на 

Si(IV)-фталоцианини с 

аксиални заместители от 

различни парабени (3a-3d). 

Yields: 13-14 %. 

 Получени са анализите с ATR-IR, 1H NMR, MS и UV-Vis методи. Протоните 

спектри показват интензивни мултиплети в диапазона 9.5 ppm и 8.3 ppm от ароматните 

протони на пръстена, със сигнали на ароматните протони при 2.4 ppm, поради близкото 

разположение на аксиалните заместители до равнината на молекулата. Мас спектрите 

показват пик на молекулния йон за 3a: 843.414 [M + H]+; 3b: 870.52 [M]+; 3c: 921.3292 

[M + Na]+ и 3d: 940.7453 [M + Na]+. Производните съединения с метилпарабен 3а и 

бутилпарабен 3d са изучени и с подредеността на молекулите в кристални пакети, за 

които е установено, че се различават по структура. При подреждането си пръстените 

молекули не се свързват по между си с водородни връзки, а чрез два вида C-H···π и π-

π междумолекулни взаимодействия, които имат стабилизираща роля за формираната 

структура с междумолекулно разстояние < 4.0 Å.  
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2.4.2. Фотофизични и фотохимични свойства 

Si(IV)-фталоцианини с аксиални заместители от различни парабени (3a-3d) са 

разтворими в повечето органични разтворители (DCM, DMF, THF) и слабо в DMSO. 

Добре известно е, че при формиране на молекулни асоциати фотоактивността на 

съединението намалява. Изследванията са проведени в разтвори на DMF (Фиг. 4.2.2). 

Получените спектри показват, че не се образуват асоциати за диапазона от 

концентрации 1.2 х 10-5 - 2.0 х 10-6 М. Получени са сходни зависимости и със 

съединения 3b-3d с максимума в червения спектър λmax = 682 nm (Фиг. 4.2.2, а). 

а)      b) 

 

Фиг. 4.2.2. (a) Абсорбционни спектри на фталоцианини 3a-3d в DMF (10-5 М); (b) 

Спектри на абсорбция, на възбуждане и на флуоресцентна емисия на 3d (exc: 650 nm). 

 

Ивицата в UV спектъра показа максимум при 355 nm  (3a-3d). Следващи 

експерименти са проведени в разтвори на DMF за диапазон от концентрации за 

определяне на моларната абсорбируемост (ε) на съединенията (Табл. 4.2.1). Резултатите 

показват, че с нарастване на въглеводородната верига при заместителите, стойностите 

на коефициента ε нарастват, но наситената въглеводородна верига не оказва влияние 

върху позицията на абсорбционния максимум. Сравнителни изследвания на 

производните с парабени показаха сходни свойства на флуоресцентната емисия за 

разтвори на DMF. Като пример е показан абсорбционния, флуоресцентния емисионен 

и на възбуждане спектри за бутилпарабен SiPc, 3d (Фиг. 4.2.2, б). Позицията на 

максимума на флуоресцентната ивица е при 690 nm (DMF). Спектрите на 

флуоресценция са измерени за различен спектър на възбуждане и не показаха промяна 

на позицията на максимума на емисионната ивица, като доказателство за еднороден 

състав без структурни промени в резултат на приложения спектър. 
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 Табл. 4.2.1. Фотофизични и фотохимични свойства на парабен-заместени SiPcs в DMF. 

Si(IV)Pc Q band 

max, (nm) 

log  Emission 

Em (nm) 

d (x10-5)  

3a 683 5.10 690 6.29 0.47 

3b 682 5.16 690 0.18 0.47 

3c 683 5.29 690 0.15 0.46 

3d 682 5.35 690 0.13 0.48 

ZnPc* 671 5.37 676 2.30 0.56 

 * [10] 

Дължината на въглеводородната верига при парабена не оказва влияние на 

флуоресцентния квантов добив на новите деривати (ΦF = 0.27). Стойности на ΦF > 0.2 

се определят като високи за фотосенсибилизатори, следователно изследваните 

съединени са подходящи и за целите на флуоресцентната диагностика. За различен 

спектър на облъчване са получени идентични стойности, които не зависят от 

приложеното лъчение. 

 

   Табл. 4.2.2. Флуоресцентни свойства на фталоцианини 3а-3d в DMF. 

 

   * [81] 

 

Измерванията на флуоресцентното време на живот на комплексите 3a-3d за 

спектър на възбуждане 405 nm показаха време на живот (τF) с компонента на 

краткоживущи молекулни асоциати за концентрация 10-5 M в DMF (Табл. 4.2.2). Добре 

Si(IV)Pc ΦF τF  

(ns) 

τ0  

(ns) 

3a 0.30 7.11 2.73 

3b 0.27 6.04 1.73 

3c 0.27 5.54 1.96 

3d 0.27 6.41 1.73 

ZnPc*  0.17 3.99 n.d. 
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изучено е явлението на физично гасене от димери на мономерни молекули в синглетно 

възбудено състояние [80]. По-висок процент (96% ± 1%) е компонентата дължаща се 

на молекулите в мономерно състояние със стойности между 7.11 ns и 5.54 ns в DMF. 

Получени са моноекспоненциални криви за THF разтвори, които показват стойности 

от 6.20 ns и 5.80 ns и слабa зависимост за τF от въглеводородната верига. 

 Фотохимичната реакция е възможно да протече с отделяне на разпадни продукти, 

поради окисление от генерирания синглетен кислород [82]. Изчислените стойности на 

квантовия добив на синглетния кислород (Φ) са между 0.46-0.48 са сравнително 

високи. За новите комплекси на силиция, тези стойности са около 30% по-високи от 

стойността на квантовия добив за силициев комплекс с хидроксилни групи в аксиални 

позиции SiPc, Φ= 0.28, DMSO [83]. Нарастването на въглеводородната верига на 

заместителите не оказва влияние на квантовия добив на синглетен кислород. 

Фотостабилността на макроцикъла е важна характеристика, за да няма отделяне на 

токсични разпадни продукти [84]. Определени са квантови добиви (Φd) характерни за 

висока стабилност на SiPcs (3a-3d) при облъчване със спектър 635 nm.  

  

3. ФТАЛОЦИАНИНОВИ КОМПОЗИТНИ СТРУКТУРИ  

 Фотокаталитичният ефект на титанов диоксид при облъчване с дневна светлина 

е добре изучен и се използва за пречистване от токсични продукти на отпадни 

индустриални води и за поддържане на среда без инфекциозни патогени [85 а-г]. 

Следващо по-широко приложение е антимикробен ефект при влагане на титанов и 

цинков или други окиси в материали за превенция и контрол на патогени пренасяни 

чрез повърхности в околната среда [86]. Макар и да показва висока активност, като 

цяло, титанов диоксид е част от технология за пречистване на води, но като 

антимикробно средство, ефектът му е ограничен. Счита се, че причината е недостатък 

в спектъра на облъчване, който за естествената светлина е само 3 % от спектъра на 

металните окиси, като с различни добавки от метални и неметални окиси в състава 

незначително се повишава фотокаталитичната активност [87]. Foster et al. [88] описват 

TiO2 в инактивирането на патогенни микроорганизми по механизъм на 

фотокатализатор, като подходящи за контрол и превенция от разпространение на 

патогени. Комбинирането на двата механизма на фотосенсибилизатор и на 

фотокатализатор се очаква да увеличи като вид и количество генерираните токсични 

продукти, както и прилагането на естествената слънчева светлина като източник.  
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3.1. С МЕТАЛНИ ОКИСИ 

 Получена е нова хибридна структура, съдържаща фталоцианинов комплекс 

адсорбиран в кристалната решетка на титанов диоксид, като чист минерал анатаза (25 

nm). Подходящ фталоцианин е хидрофобния дериват тетра- додецилпиридилокси 

заместен Zn(II)-фталоцианини (ZnPcDo), синтезиран в предходната ни работа [89]. За 

ефективно конюгиране е важно да се осигури добра адхезия с повърхността на 

частиците. Условно хибрида може да се опише като Zn(II)- фталоцианин с четири 

периферни додецилпиридилокси групи като заместители (ZnPcDo) поместен в 

тетрагоналната решетка от ТiO2. Получаването на хибрида протича в суспензия от TiO2 

(~ 1 g.L-1) в етанол, към която се добавя разтворения фталоцианин ZnPcDo от 

концентриран разтвор в пиридин (~ 2 mM). Реакционната колба е поместена в 

ултразвукова вана с нагряване, а стъклената апаратура е затворена и наситена с инертен 

газ (аргон), за да няма загуби на фотосенсибилизатор. Контрол на реакцията се 

извършва чрез измерване на абсорбцията на остатъчния в течната фаза фталоцианин 

през интервали от време, като важно е аликвотна част взета от разтвора да се добавя 

към подходящ разтворител (DMF).  

 

 

 

 

Фиг. 3.3.1. Абсорбционни спектри на 

композитен материал от 

фталоцианин с TiO2 (анатаза) и чиста 

анатаза в твърдо състояние, и ZnPcDo 

(10-5 М) в DMSO. 

 

 

След насищане на абсорбцията при максимума, суспензията фталоцианин-титанов 

диоксид се филтрува и промива до обезцветяване на супернатантата. Композитният 

материал като светлозелени фини кристали се суши при 80 °C. Абсорбционният 

отражателен спектър измерен в твърдо състояние е съставен от спектрите на двата 

компонента на композитния материал (Фиг. 3.3.1). Спектърът се характеризира с 

широка ивица на абсорбцията във видимия диапазон (550-800 nm) и в UV областта (250-

400 nm). За композита, абсорбционната ивица във видимата област се състой от два 
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максимума при 619 nm и 683 nm, които са батохромно отместени спрямо максимумите 

на включения фталоцианин (610 nm и 674 nm). Характерно за спектъра на анатаза е 

широка ивица покриваща UV спектралната област. С добавяне на  ZnPcDo, спектърът 

обхваща и видимата област, което позволява да се приложи директно слънчевата 

светлина. 

 Получени са ATR-IR спектри от твърдо състояние на наночастиците ТiO2 и след 

адсорбция на фталоцианина. Инфрачервени спектри на фталоцианина ZnPcDo имат 

характеристична вибрация при 721 cm-1. Изоиндолните пръстени показват ивици при 

1579 cm-1 и при 1497 cm-1 за C=N  групата. Два силни сигнала с максимуми при 1394 

cm-1 и 1466 cm-1 са характерни за C-N и C-C групи от ароматната структура. След 

адсорбция върху анатаза, характеристичните ИЧ ивици на фталоцианина не се 

проявяват. ИЧ-спектърът показа ивица за чист TiO2 като анатаза при 497 cm-1. Други 

две ивици при 2853 cm-1 и 2959 cm-1 са от вибрации на СН2 групи. Метилови групи от 

въглеводородната верига се описват с ивица при 2925 cm-1. Спектърът показва ивици 

типични за алифатни вериги, които са разположени при 2852 cm-1 и 2959 cm-1. От 

спектрите може да се дискутира и ефекта на включената вода в решетката на анатазата, 

която маскира ивиците на пръстена.  

 

 

Фиг. 3.3.2. Флуоресцентни спектри на 

TiO2, ZnPcDo-TiO2 от твърдо състояние 

и за разтвор на ZnPcDo в DMSO (exc: 

330 nm). 

  

 

 

 

 

Флуоресцентният спектър на фталоцианина в разтвор показа типичната ивица на 

флуоресценция (679 nm) за фталоцианинови багрила, която е батохромно отместена 

спрямо абсорбционната (674 nm) за разтвор в DMSO (Фиг. 3.3.2). За разлика от видимия 

спектър, в UV областта максимумът при 375 nm е интензивен. Тези резултати показват, 

че хибридната структура е подходяща за детектиране по флуоресцентния сигнал в UVA 

спектъра. Получените композитни материали и с други хидрофобни фталоцианини 
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имат флуоресцентни свойства, доказани чрез конфокален флуоресцентен микроскоп 

(CLFM). Резултатите с TiO2 - ZnPcDo във водна суспензия и като сух слой върху 

предметно стъкло показват типичната флуоресцентна емисия за фталоцианини в 

спектрален диапазон 650-800 nm. За композитния материал и с потенциално ефективно 

приложение за фотосенсибилизатор е важно да се проследи молекулното състояние на 

фталоцианина в композитна структура с титанов диоксид.  

В заключение, при използваната процедура молекулите на фталоцианина ZnPcDo са 

адсорбирани в мономерно състояние, което се определя по проявата с интензивна 

флуоресценция, като показател за фотоактивни молекули. 

 

3.2. С ПОЛИМЕРИ ЧЕТКИ 

 Получен е фталоцианинов хибрид с полимерни четки на базата на хидрофобни 

взаимодействия между молекули с различен произход. В резултат се получава 

водоразтворим фотосенсибилизатор подходящ за целите на метода фотодинамично 

инактивиране на патогени. Както е известно освобождаването на активната съставка в 

лекарствен продукт зависи от киселинността, полярността, заряда, на ензимите в 

средата, което може да се използва като подход за добро натрупване на активни 

молекули в таргетните клетки [90, 91]. За хидрофобния фталоцианин например, 

полимерът може да послужи като добър разтворител за приложенията му от разтвори, 

включително и вода. Zn(II)-фталоцианин без заместители (ZnPc) съществува като 

мономер в органични разтворители, като показва фотосенсибилизационни свойства, с 

добра фотоактивност, но поради липофилната си природа приложението му за 

биологични цели е затруднено. За тези изследвания са използвани разтвори на DMSO, 

но след добавяне във физиологична среда, молекулите лесно образува молекулни 

асоциати, които са обратими до разделянето им до мономолекули при добавяне на 

полимер към физиологичен разтвор (Фиг. 3.2.1). Полимерните четки имат амфифилна 

природа и представляват нано-контейнери за активни съединения. Използвани са два 

вида полимерни четки, синтезирани и охарактеризирани в Институт по 

макромолекулна химия на РАН, Русия [92 а, б]. Приложените полимери се състоят от 

полимерна верига, към която са прикрепени полимерни странични вериги с висока 

плътност на молекулните фрагменти. Хидрофобна част на полимера е подходяща за 

хидрофобни взаимодействия с ZnPc.  
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Фиг. 3.2.1. Условна 

конфигурация на ZnPc с 

полимери: PAT2: n = 53 

(P1, Mw / Mn = 2,14 of 

GPC), m = 183 (PMAA 

Mw / Mn = 1,5 of GPC); 

PAT3: n = 53 ( P1, Mw / 

Mn = 2,14 of GPC), m = 

155 (PMAA Mw / Mn = 

1,36 of GPC). 

 

Полученият хибрид е между хидрофобен фталоцианин (ZnPc; ZnPcDo) и полимерна 

четка и може да се разглежда като разтворим във вода. Проследявайки флуоресцентния 

сигнал, който е типичен за фталоцианина (~ 690 nm), в буфер при рН 7.4 се наблюдава 

образуването на мицел, тип „куха нишка“, с усилване на флуоресценцията на 

фталоцианина, като резултат на хидрофобното взаимодействие между молекулите на 

полимера и фталоцианина. 

 

 

4. ФТАЛОЦИАНИНОВИ ДЕРИВАТИ ЗА ФОТОДИНАМИЧЕН МЕТОД 

ПРИ ПАТОГЕНИ С РЕЗИСТЕНТНОСТ 

 Материалът по дисертационният труд съдържа кратко обобщаване на основните 

резултати, получени при фотобиологичните изследвания за натрупване, локализация и 

фотодинамична активност на разработените фталоцианинови производни за ФДТ 

приложения при резистентни патогенни микроорганизми. Въпреки дългата си история 

на разработване и клинични проучвания, наличните фталоцианини имат недостатъци 

като ниска селективност и неспецифичност на натрупване, както и тъмнинна 

токсичност за комплекси без заместители и като резултат ниска фотоактивност [93-95]. 

Фотодинамичният ефект е наблюдаван в зависимост от натрупването и локализацията 

на съединенията при бактериални щамове на Грам (+) Staphylococcus и Streptococcus, 

на Грам(-) Pseudomonas aeruginosa, Aerumonas hydrophila и Sаlmonella enteritidis, които 

предизвикват тежки инфекции както и бактеримия. За изследванията е използван и най-

разпространеният фунгален щам Candida albicans.  
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4.1. ИНАКТИВИРАНЕ НА ПАТОГЕННИ БАКТЕРИИ И ФУНГИ 

4.1.1. In vitro изследвания за фотоцитотоксичност на катионни комплекси 

 Изследванията за антимикробна активност са проведени с катионни Lu(III), 

Sn(IV) и Pd(II) фталоцианинови комплекси с периферни и непериферни заместители (т. 

Изследванията за проведени с Грам (-) бактериален щам  P. aeruginosa и на фунгален на 

C. аlbicans, като суспензия (~106 CFU. mL-1) и с биофилми от тези патогени, тъй като в 

природата бактериите се намножават и образуват биофилми, изследван е ефекта върху 

образци от биофилм формиран върху предметно стъкло. Комплексите Lu(III)Pcs  и 

Sn(IV)Pcs са инкубирани с концентрации между 1 µM - 30 µM и активирани със спектър 

nm или 665 nm LEDs и доза 50 J. cm-2 (60 mW. cm-2). Комплексите нямат тъмнинна 

токсичност за изследваните концентрации. При оптимални фотофизични свойствата на 

комплексите, ефект на пълно фотоинактивиране се наблюдава за сравнително високи 

концентрации между 20 и 30 µM. По отношение на координирания метален йон, за 

комплексите на Lu(III)Pcs ефектът е по-висок > log 3 в сравнение с комплексите на 

Sn(IV)Pcs при аналогични условия на експеримента. Счита се, че ефектът от по-висока 

от log 3 е показател за добра фотодинамична активност, като за комплекса с периферни 

заместители (LuPc, 4а) са необходими два по-високи концентрации за инактивиране в 

сравнение с комплекс на цинк със същите групи като заместители в периферна позиция 

Наблюдения на други автори за комплекси на In(III) показват, че тетра-заместения InPc 

има по-висока активност за бактерии (E. сoli) отколкото моно-заместения комплекс, т.е. 

броят на положителните групи има принос за ефекта на инактивация [97]. Основният 

извод от тези изследвания е, че заместването на йон на цинка с друг с по-голям 

атомен номер, като лутеция или калая, има принос към физикохимичните 

свойства на получените комплекси, но не повлиява ефективността на 

инактивиране на патогени.  

 За биофилми от щама P. aeruginosa и C. albicans получени след 48-часа за растеж 

на биомасата и инкубирани с LuPc, 3а е наблюдавана флуоресценция на фталоцианина. 

От нативната флуоресценция на клетъчните хромофори (А), която е в спектрален 

диапазон (520 - 580 nm), който не припокрива спектъра на типичната за фталоцианини 

флуоресценция (660 - 740 nm) е определена локализацията на съединенията в биофилма 

(Фиг 4.1.1). За комплекса с лутеций 3а е наблюдаван интензивен сигнал в слой от 
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биофилма (В), който показва по-голямо натрупване по периферните участъци на 

биофилма (С). При по-големите по размер C. albicans клетки се вижда, че 

разпределението на комплекса с непериферни заместители (LuPc, 3а) е по клетъчната 

повърхност. Както е установено при сканиране на биомасата и при сравнение на двата 

флуоресцентни сигнала (на фталоцианина и на клетъчните хромофори) се наблюдава, 

че в части на биофилма има пълно проникване (100 %), а в други частично (~ 75 %). 

 Фотодинамично инактивиране на клетъчна суспензия от щама MRSA (106 CFU. 

mL-1) е наблюдавано при 10 μM PdPcs и облъчване със спектър 665 nm и лъчева доза 

60 J.cm-2 и плътност на мощността 50 mW. cm-2. Съединенията не показаха тъмнинна 

токсичност за концентрации до 12 μМ. Наблюдавана е концентрационна зависимост на 

ефекта на инактивиране, като за концентрации до 5-6 μМ, ефектът е < 3 log. 

 Инактивиране с катионни комплекси на силиция (т. 2.1, SiPc, 3Q) се проведе върху 

щамове на патогенните бактерии Грам(+) S. aureus; S. mutans и Грам(-) P. aeruginosa 

като суспензия ~106 CFU mL-1 (Фиг. 4.1.2). Комплексите не показаха тъмнинна 

токсичност за широк диапазон от концентрации и при трите изследвани щама.  

 

 Фиг. 4.1.1. Снимки от 

CLFM на а) P. aeruginosa и b) C. 

albicans слой на биофилм с 

520-580 nm) за нативната 

флуоресценция и exc: 633 nm 
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След облъчване, при Грам (+) щамове, комплексът 3Q  показа висока активност (> log 

3) при концентрация 5 μM. Пълно инактивиране е наблюдавано за концентрации 9-10 

μM. При Грам (-) щам, който се характеризира с висока устойчивост, резултатите 

показаха слаб ефект до концентрации 20 μM. Сравнявайки ефективността на 

катионните комплекси на силиция се наблюдава зависимост от вида на щама, като за 

Грам (-) щам инактивирането е < log 3.  

 

 

Фиг. 4.1.2. Преживяемост на патогенни 

бактерии в суспензия (10
6
 CFU.mL-1) за 

диапазон от концентрации Si(IV)Pc, 3Q и 

oблъчване с LED 635 nm (50 J. cm-2). 

 

 

Експерименти върху S. aureus показват, че комплексът с аксиални заместители 3Q 

е по-ефективен от този без заместители Cl2Si(IV)Pc, както и с четири периферни 

метилпиридилокси групи [9]. При локализация в биофилми, комплексите с периферни 

позиции имат по-интензивен флуоресцентен сигнал от комплекси с аксиални групи (3Q 

и 4Q). Изследвания с CLSM позволяват да се определи дълбочината на проникване на 

фталоцианина в биофилма и разпределението му в биомасата, както и количественото 

натрупване по интензивността на флуоресцентния сигнал. За комплекса 4Q, който е 

изследван при биофилми от MRSA сканирането показа дебелина от 8-11 μm и пълно 

проникване във формирания биофилм. По флуоресценцията на естествените 

хромофори (exc: 488 nm; em: 520–580 nm) е определена дебелината на биофилма, както 

и проникването на 4Q (exc: 633 nm; em: 660–740 nm) в биомасата вкл. в канали без 

биомаса, където флуоресцентния сигнал също се регистрира, поради хидрофилността 

на този фталоцианин. Висока фотодинамична активност е определена за катионните 

комплекси на силиция (3Q и 4Q) при патогенни бактерии Streptococcus mutans и 

Staphylococcus aureus за 3 μM 4Q. За резистентен Грам(–) щам Р. aeruginosa също се 

наблюдава фотоинактивиране, но при по-високи концентрации на 4Q (> 10 μM, ~ 3log). 

По настоящем за спешни случаи на бактеримия в клиничната практиката се използват 
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фенотиазинови багрила, като метиленово синьо (МВ) и тулоидиново синьо (ТВО) при 

прилагане на светлина със спектър ~ 660 nm [99 а, б]. 

 

 4.1.2. In vitro изследвания за фотоцитотоксичност при цвитер-йонни и 

катионни Zn(II)-фталоцианинови комплекси  

 Проведени са фотодинамични изследвания върху патогенни бактерии с четири 

водоразтворими Zn(II) фталоцианини с цвитер-йонни заместители от окси- или 

меркапто- пиридин 2-(N-пропансулфонова киселина). Получените резултати с 

комплексите ZnPc1-4 показват пълно инактивиране на патогенните бактерии на E. 

faecalis и P. aeruginosa с окта-заместения комплекс ZnPc3 с концентрация 6 M. Двата 

тетра- заместени в периферни позиции  комплекса ZnPc1 и ZnPc2 показаха съизмерими 

стойности, при непериферно заместване няма ефект за Грам (-) щам, за който е 

установена устойчивост на приложените тетра-заместени комплекси дори за много 

високи концентрации (30 M). Сравнителни изследвания за фотодинамична 

инактивация са проведени и с аналози на цвитер-йонните, но катионни Zn(II)-

фталоцианини, с четири и осем броя и в периферна и непериферна позиции на 

метилпиридилокси и метилпиридилмеркапто групи като заместители. Най-висок ефект 

с напълно инактивиране при патогенни микроорганизми показаха комплексите с четири 

и осем катионни периферни заместители, с кислород (ZnPc1) и сяра (ZnPc4) като 

свързващи атоми с фталоцианиновия пръстен. 

 Изводът от проведените сравнителни изследвания за ефективността на 

комплексите като цвитерйонни е, че броят на зарядни групи от заместители към 

ZnPc макроцикъла оказва влияние върху натрупването в патогенните клетки, 

което е в пряка зависимост за фотодинамичния ефект. За окта-заместен (ZnPc3) 

и за катионен (ZnPc1) комплекси са установени високо натрупване в патогенните 

клетки, с висока селективност на фотоцитотоксичния ефект. 

 

Фототоксичност и натрупване на биоконюгати на фталоцианина с 

биологично-активни групи. 

 Изследванията за фотодинамична активност са проведени със суспензия Candida 

аlbicans (~ 107 CFU.mL-1) по процедура с облъчване за светлинно активиране на 

фотосенсибилизатора. Протоколът за работа се състои в инкубиране с изследваните 

фталоцианини тетра- и окта- заместени с аминокиселините: фенилаланин (TZnPcPhe, 
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OZnPcPhe), с аргинин (TZnPcArg, OZnArg) и лизин (TZnPcLys, ОZnPcLys) с концентрации 

до10 µM при източник LED 665 nm с лъчева доза 50 mW.cm-2. Получените резултати 

показват, че биоконюгатите са нетоксични на тъмно и след облъчване с подходящ 

спектър и доза имат ефект на фотоинактивиране (Фиг. 4.1.4). 

 

Фигура 4.1.4. Фотоцитотоксичност на C. albicans след инкубиране с фталоцианини и техни 

конюгати с аминокиселини спрямо тъмнина токсичност на фотосенсибилизаторите (10-5 М). 

  

 Клетъчната стена на Candida аlbicans има свойствата на йонообменник, който 

може да се свърже с положително заредени йони или по-големи молекули като 

различни протеини. Проведени са изследвания за натрупване на базата на 

флуоресцентните свойства на фталоцианиновите конюгати. Резултатите показват, че 

молекулите се свързват към Candida аlbicans, както с хидрофобни взаимодействия от 

пръстенната молекула, вероятно и чрез свободните амино групи в структурата, които 

могат да образуват водородни връзки с биомолекули от мембраната. От значение също 

е, че лизин и аргинин при физиологично pH имат положителен заряд, който също 

допринася за натрупването и задържането в мембранните структури на патогените.  

 Катионни фотосенсибилизатори приложени за инактивиране на патогенни 

бактерии показват, че имат по-високо натрупване в микробни клетки от анионни или 

неутрални фоточуствителни техни деривати. Биоконюгатите с аминокиселини са 

изучени количествено за натрупването им в клетъчна суспензия на Candida аlbicans 

чрез използване на химична екстракция и флуоресцентен метод. За целта се използва 

натриев додецилсулфат (SDS) в смес с органичен разтворител (THF или DMF), който 

да разтвори съединението за пълното му извличане от клетките.   
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Фигура 4.1.5. Натрупване на конюгати на фталоцианина с аминокиселини (5.5 µМ) в клетки 

на C. аlbicans в суспензия с различна концентрации. Всяка точка е средна стойност ±SD (n=3). 

  

 Получените резултати показват натрупване за тетра- и окта аргинин и лизин 

биоконюгатите в C. albicans показаха зависимост на намаляване на броя молекули с 

нарастване на гъстотата на суспензията (Фиг. 4.1.5). Явлението e наблюдавано от Т. 

Demidova & M. Hamblin, 2005 [100]. Получените резултати показаха, че натрупването 

на фотосенсибилизатора в патогенни клетки зависи от природата на 

фотосенсибилизатора и от гъстотата на клетъчната суспензия. 

 

4.1.4. Фототоксичност на фталоцианин адсорбиран на титанов диоксид. 

   Фотоинактивиране със суспензия на титанов диоксид с адсорбиран хидрофобен 

фталоцианин, като тетра-додецилпиридилокси Zn(II) фталоцианин (ZnPcDo), както и 

съставните му части от TiO2 (анатаза) и ZnPcDo е наблюдавано за патогенни бактерии 

на Грам (+) щам methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) и на Грам (-) щам 

Salmonella enteritidis (Фиг. 4.1.6). Резултатите са получени за два източника (UVA 346 

nm и LED 643 nm) на облъчване. Хидрофобният фталоцианин ZnPcDo е изследван на 

бактерии разтворен в DMSO и не показа ефективност при инактивиране на Грам(-) щам, 

но адсорбиран на титанов диоксид като суспензия и след облъчване с UV 346 nm, както 

и след комбинирано лъчение от двата източника, ефектът нараства до 5-6 log 

инактивиране. След облъчване с източника във видимата област (643 nm), 

композитният материал показа активност ~ 3 log, но при едновременното прилагане на 

облъчване от двата светлинни източника. 
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Фиг. 4.1.6. Фотодинамично инактивиране с  

хибрида фталоцианин на TiO2 (1 g. L-1) при 

облъчване с UVA 364 nm, LED 643 nm и с 

UVA 364 nm + LED 643 nm на MRSA (a) and 

S. enteritidis (б). Съставните части на 

материала са изследвани при същите 

условия. 

 

  В резултат се наблюдава пълно 

инактивиране на MRSA и с 4 log на S. 

enteritidis. За сравнение, са използвани 

суспензия TiO2 (1 g. L-1) и ZnPcDo в 

разтвор на DMSO. При облъчване с UV 

източника (346 nm), пробите с TiO2  

показа ефективно фотоинактивиране и за двата щама. Eфектът е поради увреждане на 

клетъчните мембрани на бактериалната стена, както е установено при проследяване на 

липидните продукти на окисление, РНК и протеини за E. coli [101].  

 Високата фототоксичност на ZnPcs като тетра-додецилметилпиридилокси 

заместен Zn(II) фталоцианин (ZnPcDo) с ефект на тъмнинна токсичност, която не 

се наблюдава след адсорбцията му върху TiO2. Новият хибрид е материал съдържащ 

фталоцианин без тъмнинна токсичност. Проведените изследвания показват, че 

активността нараства, като резултат от два механизъма на действие, а именно 

фотокаталитичен и на фотосенсибилизация. 

 

4.2. НА ВИРУСНИ ЩАМОВЕ 

 Изследвания с различни фталоцианинови производни са проведени по метода 

фотодинамична инактивация за оценка на ефективността на комплексите при вируси. 

Научните изследвания по темата са разпознаваеми от последните тридесетина години, 

като например комплекси на Al(III) са показали ефективност при инактивиране на 

различни вируси (Sindbis virus, VSV и HIV-1) в кръвни продукти [102]. Структурно 

близките катионни порфиринови деривати Tri-P(4) са показали добър ефект за 

инактивиране на вирусите: bovine viral diarrhea virus (BVDV), VSV, HIV-1 и 

pseudorabies virus [103]. 
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 Изследванията за фотодинамична активност на катионен Zn(II)-фталоцианин 

(ZnPcMe) и анионния Zn(II)-фталоцианин (ZnPcS) са проведени върху вируси с 

произход от различни таксономични групи (BVDV, HSV-1 и VV). Характерно за тези 

вируси е, че имат „обвивка от липиден слой“ (lipid envelope). При започването на 

изследванията върху вируси (след 2008 г.), почти нямаше информация за връзката 

структура – антивирусна активност и за зависимостта от заряда при фотодинамичен 

ефект на вируси.  

 Вирусите с обвивка имат различна чувствителност към фотодинамично 

инактивиране, с най-висок ефект за HSV-1 вируса при облъчване с доза 12 J. cm-2. 

Ефектът при инактивиране на тези вируси зависи от групите-заместители на 

фталоцианиновия пръстен, както Smetana et al., [104] описват група от фталоцианинови 

деривати с различна ефективност срещу херпес вируса. Механизмът на действие се 

основава на нарушена липидна обвивка, което от своя страна спира адсорбцията и 

проникването на вируса в клетките на гостоприемника. При щам на Vaccinia virus е 

наблюдаван токсичен ефект на тъмно. По отношение на заряда, различията при двата 

фталоцианина са най-изразени при BVDV щама, при който анионния ZnPcS има два 

пъти по-висока активност от катионния ZnPcMe. Фотодинамично инактивиране не се 

наблюдава при  NDV щама.  

 Втората група вируси, които са тествани са без липидна обвивка (Coxsackievirus 

B1 и human adenovirus type 5). За групата вируси без обвивка не е отчетена 

чувствителност към ФДТ метода с фталоцианини, което вероятно е поради 

устойчивостта на протеина capsid и на вирусния геном като мишена на инактивиране 

[105]. Costa et al., през 2012 [106 а, б] съобщава, че вирусите с обвивка (enveloped) се 

инактивират по-лесно от тези без липидна обвивка, като ефективността на процеса на 

инактивиране зависи от щама. Резултатите от нашите изследвания показаха 

инактивиране на BVDV, но без ефект при грипния вирус A(H3N2). Докато ефектът при 

първия щам е наблюдаван и в изследванията на Ben-Hur et al., 2000 [107], то резултати 

за грипния вирус към 2017 г. не са публикувани за инактивирането му чрез 

фотосенсибилизация.  

 Липидната обвивка може да се разглежда като мишена на фотосенсибилизатора, 

където той се свързва и след облъчване генерираният синглетен кислород нарушава 

структурата ѝ чрез окисление на липида. Имайки в предвид, че вирусите без обвивка са 

относително резистентни на терапевтици, получените резултати за фотоинактивацията 

с катионни тетра- и окта- метилпиридилокси заместени Ga(III)-фталоцианини, особено 
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при вируси без обвивка, като човешки аденовирус, потвърждават ефикасността на 

фотодинамичното инактивиране с фталоцианинови деривати като надеждна 

антивирусна терапия, особено в случаите на резистентност. Фталоцианиновите 

фотосенсибилизатори могат да бъдат ефикасно средство освен в обеззаразяването на 

кръвни продукти, което е първоначалното одобрено като приложение на метода при 

вируси, а на следващ етап и за дезинфекция на повърхности и инструменти за 

медицината и за антивирусен контрол на средата при новите предизвикателства [108, 

109]. 
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 IV. ПРИНОСИ 

1. Получени са нови фталоцианинови производни, като комплекси с 

традиционни йони за фотосенсибилизатори като цинк и силиций, както и на не 

изучени за тези цели комплекси на лутеций, калай, паладий и никел.  

1.1. Спрямо координирания метален йон: 

- комплексите на лутеций, калай, паладий и никел с пиридилокси групи, 

разположени в периферни и непериферни позиции на пръстената молекула и 

след кватернизиране метилпиридилокси групи за хидрофилните катионни 

производни, като нови са общо 16 съединения.   

1.2. Спрямо заместителите, получените нови съединения са 24 производни, 

които са комплекси на цинк и силиций и с функционални групи, както следва: 

- на аминокиселините тирозин, фенилаланин, аргинин и лизин;  

- на въглехидратите галактоза (галактопираноза);  

- със стерола местранол (естрадиол);  

- с инхибитори като метил-, етил-, пропил- и бутил парабени. 

1.3. Хибридни структури с титанов диоксид и с полимери (2 вида). 

2. Разработени са оригинални синтетични схеми на базата на добре изучени 

химични реакции, с предложени нови реакционни условия за получаване на 

целевите структури на новите комплекси, както и на биоконюгатите на 

фталоцианинови комплекси на цинка със следните молекулни групи като 

заместители:  

1) с аминокиселини, свързани през аминофенокси група чрез амидна връзка;  

2) с въглехидрати и парабени, чрез директно свързване с етерна връзка;  

3) с въглехидрати и стероли, свързани през азидоетокси група  триазолен 

пръстен.  

Синтетичната схема на получаване включва следните подходи:  

1) чрез свързване на биологично-активната молекула като функционална група 

към фталонитрила на 3- или 4- позиция и следваща циклотетрамеризация до 

фталоцианин;  

2) чрез свързване към възможните периферни (четири и осем) и непериферни 

само четири позиции (поради пространствено запречване) на пръстената 

фталоцианинова молекула;  
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3) чрез нуклеофилно заместване при силициевия йон на комплекса Cl2Si(IV) – 

фталоцианин с хромофорни „обемни“ групи и други с доказани 

антибактерицидни свойства. 

3. Изучени са основни оптични физикохимични свойства на новите 

фталоцианинови производни с оригинална опитна установка, разработена за 

експериментални изследвания в светлинния спектър на фталоцианинови 

съединения. Получените стойности на основните фотофизични (на абсорбция и 

флуоресценция) и фотохимични (генериране на синглетен кислород и за 

фотостабилност) свойства доказват потенциала на разработените нови 

фотосенсибилизатори за биомедицински приложения с фотодинамичен метод. 

4. Разработен е метод за фармакокинетични изследвания на базата на химична 

екстракция и измерване на интензивността на флуоресцентния сигнал с 

количествено определяне на натрупването, задържането и изчистването за 

фталоцианинови съединения. Методът е приложим, поради типичната 

флуоресценция (> 680 nm) за фталоцианини, която не се припокрива с нативната 

на клетъчните хромофори. Доказано е относително високо натрупване при 

резистентни и мултирезистентни Грам (+) и Грам (–) патогенни бактерии, и за 

фунгален щам на Candida albicans, както и при патогенни биофилми. Доказана 

е селективност на натрупване, с количествено нарастване без преразпределение 

в клетъчните мембрани при спектър на облъчване 365 nm и 635 nm за 

галактозилирани Zn(II) -фталоцианини. 

5.  Разработени са протоколи за (in vitro) фотобиологични изследвания с патогенни 

микроорганизми, както и за туморни клетъчни линии, които са на базата на 

стандартна процедура и с нов етап на светлинно облъчване. Определени са 

допустимия концентрационен диапазон за изследване на фталоцианини (0.1 - 20 

μМ), на допустимите за прилагане лъчеви дози (12 - 60 J.cm-2) и оптимална 

енергия на облъчване (50 - 100 mW.cm-2) без термичен или друг ефект от 

светлината, като получените резултати са достоверни и възпроизводими. 

Разработената методика е приложима и за изследвания на 

фотодинамичната ефективност на други фотосенсибилизатори и за други 

патогенни микроорганизми за определяне на ефективността на 

инактивиране по фотоцитотоксичен ефект. 
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ОБОБЩЕНИ РЕЗУЛТАТИ ЗА ФТАЛОЦИАНИНОВИ ДЕРИВАТИ, 

ПОКАЗАЛИ ОПТИМАЛНИ ФИЗИКОХИМИЧНИ СВОЙСТВА И ФДТ- 

ЕФЕКТИВНОСТ. 

 

MPcs 

(DMSO) 

Abs. 

λmax, nm 

Fl. 

λmax, nm 

τfl ϕfl ϕ∆ Conc. range for 

phototoxic 

effect of log 3 

Lu(III)Pc, 3а 685 721 2.24 0.012 0.35 10 - 20 μM 

Sn(IV)Pc, 6a 681 707 1.86 0.09 0.43 5 - 10 μM 

Pd(II)Pc, 8a 676 684 3.14 0.16 0.68 10 - 12 μM 

Si(IV)Pc, Q3 

(PBS) 

680 

(688) 

685 

(693) 

5.27 

(4.94) 

0.26 

(0.25) 

0.18 

(0.15) 

4 - 8 μM 

Si(IV)Pc, 3a 683 690 7.11 0.3 0.47 5 - 10 μM 

Si(IV)Pc, 3d 682 690 6.41 0,27 0.48 5 - 10 μM 

T-TYR Zn(II)Pc 680 692 2.92 0.12 0.63 5 μM 

T-PHE Zn(II)Pc 682 692 2.82 0.07 0.71 5 μM 

O-ARG Zn(II)Pc 682 692 2.56 0.04 0.40 10 μM 

O-LYS Zn(II)Pc 681 690 n.d. 0.03 0.57 10 μM 

n-Gal Zn(II)Pc 

 

702 707 2.75 0.06 0.49 6 μM 

Zn(II)Pc, 8 

 

681 693 3.47 0.08 0.46 n. d. 

Zn(II)Pc 671 680 3.99 0.20 0.67 Dark toxicity 
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