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ВВЕДЕНИЕ
В ряде исследований показано, что соедине-

ния фаскаплизин и 6‑оксофаскаплизин, а также 
их производные обладают широким спектром 
биологической активности и, в частности, про-
тивоопухолевой активностью в отношении мно-
гих злокачественных опухолей и клеточных ли-
ний [1–4]. Однако исследований, посвященных 
фотохимическому поведению этих соединений, 
а также специфическому механизму действия 
против рака, нет. Учитывая, что эти соединения 
являются алкалоидными красителями карболи-
нового ряда и имеют высокие коэффициенты 
экстинкции в видимой области, информация об 
их фотохимической активности может быть важ-
на для оценки перспектив их использования в 
фотодинамической терапии (ФДТ), а также для 
выявления потенциальных побочных эффектов 

(фототоксичности). В данной работе мы приме-
нили метод химической поляризации ядер (ХПЯ) 
для изучения механизмов фотоиндуцированно-
го взаимодействия 6-оксофаскаплизина с био-
логическими донорами электронов (ароматиче-
скими аминокислотами и дигидропиридинами), 
а также роли кислорода и ионов переходных ме-
таллов в этой реакции. ХПЯ является одним из 
наиболее информативных экспериментальных 
методов изучения переноса электрона и свобод-
но-радикальных реакций в сложных химических 
и биохимических процессах [5–7]. Эффекты 
ХПЯ проявляются в спектре ядерного магнитно-
го резонанса (ЯМР) в виде аномально усиленно-
го поглощения (адсорбция, А) либо эмиссии (Е). 
Неравновесная ядерная заселенность формиру-
ется в результате синглет-триплетной конвер-
сии в ион-радикальной паре, образующейся в 
результате переноса электрона между донором 
и акцептором, либо в паре нейтральных радика-
лов, образующейся при переносе атома водоро-
да или при разрыве химической связи. При этом 
интенсивность и знак поляризации зависят от 
величины и знака константы сверхтонкого вза-
имодействия (СТВ) на соответствующем ядре в 
радикале – предшественнике поляризованного 
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продукта. Таким образом, спектр ХПЯ является 
как бы уникальным “отпечатком пальца” корот-
коживущей радикальной частицы, участвующей 
в реакции. Используя известные правила Кап-
тейна [5], на основании спектров ХПЯ можно 
не только установить структуры парамагнитных 
интермедиатов фотохимической реакции, но и 
установить механизм реакции и определить муль-
типлетность реагирующего состояния [8–14].

ЭКСПЕРИМЕНТ
Материалы. В работе использовались дейте-

рированный растворитель для ЯМР ДМСО-d6, 
N-acetyl-Trp и N-acetyl-Tyr (Aldrich). 2,6-Диме-
тил-3,5-дикарбометокси-1,4-дигидропиридин 
был любезно предоставлен проф. Г.  Дубурсом 
(Институт органического синтеза, Рига, Латвия). 

Синтез 6-оксофаскаплизина из индиго прово-
дили по ранее описанной методике [1] с внесен-
ными улучшениями. К суспензии 13.5 г (51.5 мМ) 
индиго в 1  л сухого диметилацетамида в колбе 
объемом 2 л в атмосфере аргона постепенно вве-
ли 10 г суспезии 60%-го гидрида натрия в масле. 
По завершении выделения водорода осторож-
но, избегая излишнего вспенивания, по каплям 
добавляли 66  г (412  мМ) ацетоуксусный эфир. 
После окончания вспенивания смесь нагрели и 
в токе аргона при перемешивании выдерживали 
при 155°С в течение 90 мин (нагревать постепен-
но: в ходе реакции конденсации происходит отгон-
ка этанола и вспенивание реакционной смеси!). 
После остывания объем реакционной смеси 
довели дистиллированной водой до 5 л и затем 
при интенсивном перемешивании подкислили 
концентрированной соляной кислотой (при-
мерно 50  мл). Смесь выдержали в течение 12  ч 
при комнатной температуре, отфильтровали на 
воронке Бюхнера под вакуумом водоструйного 
насоса и промыли дистиллированной водой до 
исчезновения окраски промывных вод (пример-
но 12 л), высушили на фильтре от воды, промы-
ли метил-трет-бутиловым эфиром (300  мл) и 
гексаном (300  мл). Продукт сушили под ваку- 
умом при комнатной температуре до постоян-
ной массы: получено 16.46  г 7‑карбоксиэтил-6-
оксофаскаплизина (выход 89.2%). Данные 1H и 
13C ЯМР-спектроскопии (в ДМСО-d6) идентич-
ны литературным данным [1]. Продукт полно-
стью растворим в смеси метанол–ацетонитрил 
(1  : 1 по объему); анализ раствора методом вы-
сокоэффективной микроколоночной хромато-
графии (ВЭЖХ) [15] показал отсутствие приме-
сей в пределах до 1%. Весь полученный продукт 
перед декарбоксилированием был омылен с 

использованием моногидрата гидроксида лития 
(100  мМ, 4.2  г) в 400  мл метанола при кипяче-
нии в течении 4 ч. Затем раствор упарили досу-
ха и прибавили 400 мл 48%-го водного раствора 
HBr без содержания следов элементного брома и 
кипятили при 124°С в течение 4 ч. После осты-
вания добавили 1.6  л дистиллированной воды 
и оставили на ночь для формирования осадка. 
Выпавший осадок отфильтровали и промыли 
хлороформом (300  мл). Получено 12.50  г 6-оксо- 
фаскаплина (выход 95%). Данные 1H и 13C ЯМР- 
спектроскопии (в ДМСО-d6) идентичны литера-
турным данным [1]. Методом ВЭЖХ ввиду не-
растворимости вещества в приемлемых раство-
рителях возможно оценить лишь присутствие 
следовых количеств примесей. Тпл  346–347°С. 
Найдено, %: C, 75.49; H, 3.51; N, 9.77; вычислено 
для C18H10N2O2, %: C, 75.52; H, 3.52; N, 9.79.

Экспериментальные методы. Анализ методом 
ВЭЖХ выполнялся на метрологически атте-
стованном оборудовании: хроматограф жид-
костной микроколоночный Милихром  А-02 
(Эконова, Россия), представляющий собой ана-
литический комплекс функционально объеди-
ненных средств измерений, вспомогательных 
устройств и программного обеспечения, кото-
рый обеспечивает разделение и исследование 
растворов смесей веществ методом ВЭЖХ. Ис-
пользовали колонку (2  ×  75)  мм, заполненную 
сорбентом ProntoSIL‑120‑5‑C18 AQ(BISCHOF), 
термостатированную при 35°С. Детектирование 
осуществляли в многоволновом режиме (210, 
220, 240, 260, 280, 320, 380 нм), выбранном после 
сканирования ультрафиолетового спектра в про-
цессе хроматографирования веществ. Элюенты: 
А – 0.1% раствор трифторуксусной кислоты в 
воде, Б – ацетонитрил; скорость элюирования 
150 мкл мин–1, время анализа 25 мин с линейным 
градиентом ацетонитрила от 0 до 100%. 

Спектры ЯМР регистрировали на спектро-
метрах Bruker AVANCE III (Германия) на ча-
стоте 500  МГц и DPX-200 на частоте 200  МГц. 
Эффекты ХПЯ детектировали при помощи 
ЯМР-спектрометра DPX-200 (Bruker, Герма-
ния). Для экспериментов ХПЯ образцы в стан-
дартных ЯМР-ампулах диаметром 5  мм (Pyrex) 
облучали непосредственно в датчике ЯМР-спек-
трометра при комнатной температуре. В ка-
честве источника света для экспериментов по 
наблюдению ХПЯ использовали эксимерный 
лазер EMG 101 MSC (Lambda Physik, Германия): 
λ = 308 нм, длительность импульса 15 нс, средняя 
энергия импульса 100  мДж. Квазистационар-
ные эксперименты проводились с применением 
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специальной импульсной последовательности 
с предварительным насыщением равновесного 
сигнала ЯМР: насыщение – импульс 180° – 16 ла-
зерных импульсов – время эволюции – импульс 
детектирования – регистрация спада свободной 
индукции. Поскольку фоновые (равновесные) 
сигналы ЯМР в импульсных экспериментах ХПЯ 
подавлялись, в спектре ХПЯ наблюдаются толь-
ко сигналы продуктов, демонстрирующих ядер-
ную поляризацию.

Квантово-химические расчеты проводили с 
помощью пакета программ ORCA. Оптимизация 
геометрии молекулы 6‑оксофаскаплизина, его 
радикальных форм и расчет их ЭПР-параметров 
выполнены с использованием гибридного функ-
ционала электронной плотности B3LYP и базиса 
def2-TZVP [16]. Кроме того, дополнительную ап-
проксимацию кулоновских интегралов прово-
дили при помощи базиса def2/J [17]. Обменные 
интегралы Хартли–Фока аппроксимировали с 
помощью цепочки сфер (COSX) [18]. Для учета 
влияния растворителя (ДМСО) использовали 
модели поляризуемого континуума (CPCM) [19]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Разработан усовершенствованный подход 

для синтеза потенциально противоопухолевого 
соединения 6-оксофаскаплизина. В сравнении с 
описанным методом [1], мы проводили предва-
рительное получение литиевой соли 7-карбокси- 
6-оксофаскаплизина, а не непосредственное 
кислотно-катализируемое декарбоксилирова-
ние 7-карбоксиэтил-6-оксофаскаплизина, что 
позволило выделить чистый 6-оксофаскаплизин 
с выходом на исходный индиго 84.8% без ис-
пользования препаративной хроматографии.

В настоящей работе метод химической по-
ляризации ядер был впервые применен для 
исследования фотохимической активности 
6-оксофаскаплизина (6oxoF) в реакции с биоло-
гическими донорами электрона – ароматически-
ми аминокислотами (триптофан и тирозин) и 
1,4-дигидропиридином (ДГП, аналог никотина-
мидадениндинуклеотида (НАДН)). Учитывая ра-
нее установленную противораковую активность 
6‑оксофаскаплизина и высокие коэффициенты 
экстинкции в видимой области спектра поглоще-
ния (ɛ ~ 8000 М–1 см–1, рис. 1), информация о его 
фотохимической активности будет востребована 
для оценки перспектив использования в фотоди-
намической терапии, а также для установления 
возможных механизмов фототоксичности дан-
ного соединения. На момент написания статьи 

данные о фотохимической активности 6‑оксо-
фаскаплизина в литературе отсутствуют. 

Для всех изученных систем при фотолизе 
растворов 6‑оксофаскаплизина в присутствии 
доноров электрона наблюдались эффекты хи-
мической поляризации ядер. В качестве приме-
ра на рис. 2 приведены спектры ЯМР и ХПЯ, за-
регистрированные при облучении эксимерным 
лазером раствора 6‑оксофаскаплизина в присут-
ствии N-ацетил-триптофана (Trp). 

На спектре с эффектами ХПЯ (рис. 2б, 2) 
зарегистрирована поляризация на протонах 
7-Н 6oxoF (эмиссия, E), на ароматических прото-
нах Trp (адсорбция, A), на CH2 протонах Trp (Е), 
а также на продукте фотопревращения 6oxoF 
(А, 4.195 м. д.). Поскольку в литературе отсутству-
ют данные о магнитно-резонансных параметрах 
радикалов 6oxoF, которые необходимы для ана-
лиза эффектов ХПЯ, для их оценки мы провели 
квантово-химические расчеты радикалов, пред-
ставленных на рис. 3. В табл. 1 представлены кон-
станты СТВ для анион-радикала 6oxoF и для двух 
возможных структур нейтрального радикала, со-
ответствующих присоединению протона к двум 
атомам кислорода в анион-радикале. Наблюде-
ние самой интенсивной поляризации на протоне 
7-Н 6oxoF однозначно позволяет сделать выбор 
в пользу анион-радикала RA либо нейтрального 
радикала R1, для которых в этом положении рас-
четы предсказывают превалирующие значения 
константы СТВ.

Анализ знаков ХПЯ на 6-оксофаска-
плизине и Trp позволяет сделать вывод, что 
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Рис. 1. Спектр поглощения 0.1 мМ раствора 6-оксо-
фаскаплизина в ДМСО-d6.
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6-оксофаскаплизин вступает в реакцию пере-
носа электрона в триплетном возбужденном со-
стоянии. Поляризация на молекулах исходных 

соединений возникает в результате обратного 
переноса электрона в ион-радикальной паре 
анион-радикала 6oxoF и катион-радикала Trp. 
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ным переносом электрона и протона к молекуле 6oxoF в возбужденном состоянии. Знаком (*) помечен протон про-
дукта, на котором наблюдается максимальная интенсивность ХПЯ.
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Поляризованные радикалы, избежавшие геми-
нальной рекомбинации, выходят в раствор с об-
разованием продуктов, поляризованных с проти-
воположным знаком. Вывод о мультиплетности 
реагирующего состояния сделан на основании 
анализа знаков ХПЯ на продуктах реакции по 
правилам Каптейна [5] в предположении, что по-
ляризация на исходных соединениях формирует-
ся в результате обратного переноса электрона. 
Согласно правилам Каптейна, знак поляризации 
определяется знаком произведения четырех па-
раметров: µ × ε × Δg × a, где µ – мультиплетность 
реагирующего состояния (+1 для триплета и –1 
для синглета), ε = +1 для продукта клеточной 
(геминальной) рекомбинации и –1 – для вне-
клеточных продуктов, Δg –разность g-факторов 
радикалов, a – константа сверхтонкого взаимо-
действия в радикале на наблюдаемом протоне. 
В нашем случае ε > 0, Δg > 0, a < 0, поэтому от-
рицательный знак поляризации на протоне 7-Н 
6‑оксофаскаплизина соответствует µ > 0, то есть 
триплетному состоянию радикальной пары. Хотя 
данные о временах жизни 6-оксофаскаплизина 
в литературе отсутствуют, сделанный вывод о 
мультиплетности реагирующего состояния пред-
ставляется логичным, поскольку для большин-
ства карбонильных соединений времена жизни 
триплетного состояния на несколько порядков 
превышают время жизни синглетного возбуж-
денного состояния.

Поляризованный сигнал при 4.195 м. д. пред-
положительно принадлежит продукту, структура 
которого показана на рис. 3 (отнесение сигналов 

выполнено с помощью расчетов в программе 
ChemDraw 19.1). Образование этого продукта 
возможно в результате диспропорционирования 
двух нейтральных радикалов R1 в растворе, либо 
путем отрыва атома водорода радикалом R1 от 
подходящего донора (в нашем случае, от молекул 
триптофана, тирозина или дигидропиридина). 
Отметим, что в спектрах ХПЯ, зарегистрирован-
ных при фотолизе 6oxoF в присутствие тирозина 
и дигидропиридина, наблюдалась поляризация 
на продукте (А 4.195  м.  д.), но не на исходной 
молекуле 6oxoF. Причиной может быть необра-
тимость реакции переноса электрона вследствие 
быстрого депротонирования катион-радикалов 
тирозина или дигидропиридина.

Для оценки возможности тушения триплет-
ного возбужденного состояния 6oxoF кислоро-
дом с образованием высоко реакционноспособ-
ного синглетного кислорода провели реакцию 
фотоиндуцированного переноса электрона с 
молекулы Trp для образца, продутого кислоро-
дом. Обнаружено, что в растворе в присутствии 
кислорода эффекты ХПЯ не наблюдаются. Дан-
ный результат является крайне важным с точки 
зрения оценки перспектив использования 6oxoF 
в фотодинамической терапии рака. Известно, 
что генерация синглетного кислорода через воз-
буждение фотосенсибилизаторов рассматрива-
ется как основной механизм ФДТ.

Еще одной структурной особенностью мо-
лекулы 6oxoF является наличие хелатирующего 
центра в ее структуре. Известно, что структур-
ные аналоги 6oxoF, в частности молекула ин-
диго, образуют прочные хелатные комплексы с 
ионами металлов, например, с медью [20]. Об-
разование хелатного комплекса с положительно 
заряженными ионами металлов приводит к су-
щественному перераспределению электронной 
плотности в молекуле, а также к изменению ее 
фотофизических и фотохимических свойств. 
В  ходе экспериментов образование хелатных 
комплексов 6oxoF с ионами Cu2+ не наблюдалось 
ни с помощью оптической спектроскопии, ни 
с помощью спектроскопии ЯМР. Тем не менее, 
найдено, что присутствие ионов меди влияет на 
спектр ХПЯ. А  именно, выявлено уменьшение 
геминальной поляризации на исходном соеди-
нении и полное исчезновение эффектов ХПЯ на 
продукте реакции. Механизм этого влияния, по 
нашему мнению, может быть связан с переносом 
электрона с анион-радикала 6oxoF на ион Cu2+. 
Данная реакция приводит к сокращению време-
ни жизни ион-радикальной пары и ингибиро-
ванию образования продукта реакции. В то же 

Таблица 1. Рассчитанные g-факторы и константы 
сверхтонкого взаимодействия (СТВ, в Гс) радикаль-
ных интермедиатов 6oxoF

№ атома Н RA,  
g = 2.0038

R1,  
g = 2.0033

R2,  
g = 2.0039

1 –1.10 –0.25 –1.58
2  0.45 –0.15  0.67
3 –1.40 –0.29 –1.81
4  0.61 –0.05  0.77

5 (N–H) –0.02 –1.93  0.28
6 (O–H) – –1.46 –0.49

7 –5.89 –8.33 –2.31
8 –1.40 –2.25 –0.97
9  0.26  0.89 –0.21
10 –1.89 –2.43 –1.24
11  0.63  0.97  0.11
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время образующийся при этом ион одновалент-
ной меди Cu+ является сильным окислителем, 
что может способствовать усилению фототок-
сичности 6oxoF [21].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В представленной работе разработан усовер-

шенствованный подход для синтеза противо
опухолевого агента 6‑оксофаскаплизина и впер-
вые с использованием метода ХПЯ проведено 
исследование его фотохимической активности. 
Установлено, что 6‑оксофаскаплизин при фото- 
возбуждении вступает в реакцию переноса  
электрона с различными биомолекулами  – 
ароматическими аминокислотами (триптофан 
и тирозин) и 1,4-дигидропиридином (аналог 
NADH), а также в реакцию переноса энергии 
на молекулу кислорода с образованием высо-
кореакционного синглетного кислорода. Уста-
новлена структура промежуточного радикаль-
ного интермедиата 6-оксофаскаплизина. Кроме 
того, показано, что хотя 6‑оксофаскаплизин не 
образует хелатных комплексов с ионами Cu2+, 
его анион-радикал может вступать в реакцию 
переноса электрона на дикатион меди с обра-
зованием Cu+. Эти данные могут быть полезны 
для оценки перспектив использования 6-оксо-
фаскаплизина в фотодинамической терапии, а 
также для оценки рисков возникновения неже-
лательных побочных эффектов.
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A new approach for the synthesis of the anticancer agent 6-oxofascaplysine has been developed and its photo-
chemical activity has been studied for the first time using the method of chemically induced dynamic nucle-
ar polarization. It was found that 6-oxofascaplysine in triplet excited state enters into electron transfer reac-
tion with biomolecules – aromatic amino acids (tryptophan and tyrosine) and 1,4-dihydropyridine (NADH  
analogue), as well as into energy transfer reaction with oxygen molecule with formation of singlet oxygen. The 
structure of the radical intermediate of 6-oxofascaplysine has been established. These data may be useful for 
evaluating the prospects for the use of 6-oxofascaplysine in photodynamic therapy.
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