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ВВЕДЕНИЕ 

В последнее время особую важность приобрели исследования агрегации 

белков, приводящей к формированию нерастворимых амилоидных фибрилл.  

К настоящему моменту стало известно, что образование и накопление 

амилоидных фибрилл в различных тканях и органах человека способствует 

развитию ряда тяжелых заболеваний, среди которых нейродегенеративные 

болезни Альцгеймера и Паркинсона. Одним из наиболее перспективных 

методов обнаружения и изучения фибрилл является регистрация 

флуоресценции красителя тиофлавина Т, который образует с фибриллами 

интенсивно флуоресцирующий комплекс. Значительный интерес к 

тиофлавину Т появился после работ, в которых фотофизические свойства 

данного красителя объяснены в рамках модели молекулярного ротора. На 

основании данной модели предложен конкретный механизм встраивания 

тиофлавина Т в структуру амилоидных фибрилл, объясняющий значительное 

возрастание квантового выхода флуоресценции красителя. 

Несмотря на высокую специфичность тиофлавина Т по отношению к 

амилоидным фибриллам использование данного красителя в качестве 

флуоресцентного зонда в экспериментах in vivo имеет важный недостаток, 

связанный с расположением его спектров поглощения и флуоресценции в 

коротковолновой области, где значительными являются поглощение и 

флуоресценция биологических тканей и жидкостей. В экспериментах in vitro 

существенным оказывается значительное рассеяние света амилоидными 

фибриллами в коротковолновой области спектра, где поглощает и 

флуоресцирует тиофлавин Т. В связи с этим актуальным представляется 

получение и исследование новых флуоресцентных зондов на основе 

производных тиофлавина Т, обладающих высокой специфичностью к 

амилоидным фибриллам и имеющих длинноволновые спектры поглощения и 

флуоресценции, что позволит избежать существенного перекрывания со 

спектрами биологического материала. 

Данная работа посвящена исследованию новых синтезированных 

стириловых производных тиофлавина Т в растворах и в комплексах с 

биополимерами. Одной из важнейших задач является определение наличия у 

новых соединений свойств молекулярных роторов, а также наличия 

взаимодействия с амилоидными фибриллами в растворе и установление 

параметров и характеристик этого взаимодействия. В результате выполненных 

исследований предложены новые более эффективные флуоресцентные зонды 

для обнаружения и изучения амилоидных фибрилл. 
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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

 

Связь работы с научными программами (проектами), темами 

Работа выполнена на кафедре общей физики учреждения образования 

«Гродненский государственный университет имени Янки Купалы» на базе 

научно-исследовательской лаборатории молекулярной спектроскопии и 

оптики наноструктур. Основные исследования, результаты которых вошли в 

диссертационную работу, проводились в рамках следующих проектов и 

программ: проект Белорусского республиканского фонда фундаментальных 

исследований № Ф12Р-198 «Химически модифицированные формы  

тиофлавина Т – новые зонды для детекции и изучения структуры амилоидных 

фибрилл» (№ гос. рег. 20123413; срок выполнения 2012–2014 гг.); проект 

Белорусского республиканского фонда фундаментальных исследований  

№ Ф14Р-226 «Новые флуоресцентные маркеры для изучения кинетики ранних 

стадий образования амилоидных фибрилл и протофибрилл» (№ гос. рег. 

20143547; срок выполнения 2014–2016 гг.); государственная программа 

научных исследований «Химические технологии и материалы, природно-

ресурсный потенциал», подпрограмма «Химфармсинтез», «Разработка основ 

получения биологических и химических компонентов коньюгатов антител и 

белковых комплексов» (№ гос. рег. 20132652; срок выполнения 2013–2015 гг.); 

государственная программа научных исследований «Конвергенция-2020», 

подпрограмма «Объединение», «Разработка новых флуоресцентных 

биосенсоров для оптической диагностики патологических состояний 

организма посредством детектирования нуклеиновых кислот, амилоидных 

фибрилл и микровязкости жидкостей» (№ гос. рег. 20162313; срок выполнения 

2016–2020 гг.). 

Тема диссертационной работы отвечает Приоритетным направлениям, 

утвержденным Постановлением Совета Министров Республики Беларусь от 

12 марта 2015 г. № 190 «О приоритетных направлениях научных исследований 

Республики Беларусь на 2016–2020 годы» (п. 2. Химический синтез и 

продукты; п. 4. Медицина и фармация; п. 6. Электроника и фотоника). 

 

Цель и задачи исследования 

Цель работы: установление механизмов протекания фотофизических 

процессов в новых стириловых производных тиофлавина Т, обладающих 

удлиненной цепью сопряжения, в модельных системах и при встраивании в 

макромолекулы, что позволит использовать их в качестве флуоресцентных 

зондов для обнаружения и изучения амилоидных фибрилл. 
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Для достижения поставленной цели сформулированы и решены 

следующие задачи: 

1) с применением квантово-химических методов определить устойчивую 

конформацию и энергию новых производных тиофлавина Т в основном и 

возбужденном электронных состояниях, определяющие их спектральные и 

фотофизические свойства; 

2) исследовать зависимость спектральных свойств производных 

тиофлавина Т от вязкости раствора и построить модель протекания 

фотофизических процессов; 

3) определить спектральные свойства производных тиофлавина Т, 

встроенных в амилоидные фибриллы, и установить стехиометрию комплекса 

«краситель–фибриллы»; 

4) определить спектральные свойства производных тиофлавина Т в 

агрегированном состоянии. 

Объектами исследования являются новые синтезированные красители – 

стириловые производные тиофлавина Т, обладающие удлиненной 

цепью сопряжения и фотоиндуцированным внутримолекулярным переносом 

заряда. 

Предметом исследования являются фотофизические свойства новых 

стириловых производных тиофлавина Т, а также их спектральные свойства в 

растворах и в составе супрамолекулярных комплексов. Основное внимание 

уделено объяснению причин возрастания квантового выхода флуоресценции 

новых красителей при увеличении вязкости раствора и при встраивании в 

амилоидные фибриллы, а также объяснению спектральных свойств красителей 

в агрегированном состоянии. 

Научная новизна 

1. На основании спектральных исследований и квантово-химических 

расчетов построена модель протекания фотофизических процессов в 

молекулах новых производных тиофлавина Т, обладающих удлиненной цепью 

сопряжения, и определена их конформация в основном и возбужденном 

состоянии. Предложенная модель позволила объяснить спектральные свойства 

этих производных в растворах и в составе супрамолекулярных комплексов. 

2. Предложена новая схема комплекса «краситель–полиэлектролит», 

объясняющая спектральные свойства красителя в зависимости от соотношения 

концентраций комплексообразующих соединений. 

3. Впервые изучены спектральные свойства новых красителей в 

агрегированном состоянии в отсутствие эффекта внутреннего фильтра. 

Предложен оригинальный способ получения димеров ионных красителей, 

основанный на их взаимодействии с полиэлектролитом. 
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Положения, выносимые на защиту 

1. Новые производные тиофлавина Т с удлиненной цепью сопряжения и 

сдвинутыми в длинноволновую область спектрами поглощения обладают 

плоской конформацией в основном состоянии и скрученной конформацией в 

возбужденном состоянии с торсионным углом 90° между ароматическими 

кольцами, приводящей к минимуму энергии. 

2. Торсионная релаксация производных тиофлавина Т в возбужденном 

состоянии, приводящая к формированию нефлуоресцирующего  

TICT-состояния, характеризующегося скрученной конформацией молекул, 

является основным тушащим процессом, определяющим спектральные 

свойства. Константа скорости торсионной релаксации определяется вязкостью 

и жесткостью микроокружения. 

3. Встраивание новых производных тиофлавина Т в β-складчатую 

структуру амилоидных фибрилл, при котором происходит ограничение 

торсионного движения молекулярных фрагментов и блокирование перехода в 

нефлуоресцирующее TICT-состояние, приводит к значительному возрастанию 

интенсивности флуоресценции. Двухмодальная кинетика затухания 

флуоресценции производных тиофлавина Т, встроенных в амилоидные 

фибриллы, обусловлена наличием двух вариантов встраивания красителей в 

мономерной форме в белковую структуру с различной жесткостью. 

4. Формирование димеров новых производных тиофлавина Т в 

присутствии полиэлектролита приводит к гипсохромным сдвигам спектров 

поглощения и падению интенсивности флуоресценции. Последнее позволяет 

отвергнуть имеющиеся в литературе объяснения возрастания интенсивности 

флуоресценции при встраивании производных тиофлавина Т в амилоидные 

фибриллы димеризацией красителя. 

 

Личный вклад соискателя ученой степени 

Представленные в диссертации основные результаты исследований 

получены соискателем лично. Вклад соискателя в выполненную работу 

заключался в разработке методики эксперимента, непосредственном 

проведении экспериментальных исследований и квантово-химическом 

моделировании. Постановка цели и задач, а также анализ и интерпретация 

полученных результатов выполнялись соискателем совместно с научным 

руководителем, доцентом А.А. Маскевичем. 

Синтез новых производных тиофлавина Т, очистка и проверка их 

гомогенности осуществлялись А.А. Луговским под руководством доктора 

физико-математических наук, профессора Е.С. Воропая в рамках совместных 

научных проектов. Разработка экспериментальной установки для измерения 
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кинетики затухания флуоресценции, а также программная реализация методов 

анализа, используемых в настоящей работе, принадлежат А.А. Маскевичу, 

В.И. Степуро. Измерение спектральных свойств тиофлавина Т в присутствии 

белков выполнены С.А. Кургузенковым. Подготовка английских версий 

научных статей осуществлялась К.К. Туроверовым, И.М. Кузнецовой, 

А.И. Сулацкой. 

В обсуждении результатов исследований по теме диссертации принимали 

участие А.А. Маскевич, В.И. Степуро, Л.Н. Кивач, Е.С. Воропай, 

А.А. Луговский, К.К. Туроверов, И.М. Кузнецова, А.И. Сулацкая. 

 

Апробация диссертации и информация об использовании ее 

результатов 

Результаты исследований, вошедшие в диссертацию, были представлены 

на следующих международных научных конференциях и съездах: 

Международная научно-практическая конференция аспирантов, магистрантов 

и студентов «Физика конденсированного состояния» (Гродно, 2013, 2014, 

2015, 2016); Международная научная конференция «Молекулярные, 

мембранные и клеточные основы функционирования биосистем» (Минск, 

2014, 2016); VII Международная школа-конференция молодых ученых и 

специалистов «Современные проблемы физики» (Минск, 2016). 

Результаты диссертации внедрены в учебный процесс физико-

технического факультета ГрГУ им. Я. Купалы (имеются 2 акта о внедрении),  

а также используются при выполнении научных проектов в ГрГУ  

им. Я. Купалы (имеется акт о внедрении). 

 

Опубликованность результатов диссертации 

Основные результаты диссертации опубликованы в 20 научных работах, 

из которых: 11 статей в научных изданиях в соответствии с требованиями п. 18 

Положения о присуждении ученых степеней и присвоении ученых званий в 

Республике Беларусь (общим объемом 9 авторских листов), 9 статей в 

сборниках материалов научных конференций. 

 

Структура и объем диссертации 

Диссертация состоит из оглавления, перечня сокращений и условных 

обозначений, введения, общей характеристики работы, пяти глав, в которых 

изложены результаты исследований, заключения, библиографического списка 

и приложения. Полный объем диссертации составляет 132 страницы, в том 

числе 51 рисунок занимают 23 страницы, 5 таблиц на 3 страницах,  

1 приложение на 6 страницах. Библиографический список содержит 215 

наименований, включая собственный публикации соискателя ученой степени. 
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ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

В главе 1 представлен обзор литературных данных по фотофизическим 

свойствам молекулярных роторов. Данная глава состоит из трех разделов.  

В первом разделе рассматриваются основные классы флуоресцентных и 

сольватохромных красителей и их спектральные свойства. В разделе 1.2 

рассматриваются фотофизические свойства молекулярных роторов и области 

их применения.  

Третий раздел посвящен рассмотрению спектральных свойств 

тиофлавина Т (ThT). Отмечено, что использование тиофлавина Т в качестве 

флуоресцентного зонда имеет существенный недостаток, связанный с 

расположением его спектров поглощения в коротковолновой области, 

поскольку это ограничивает его использование как флуоресцентного зонда в 

биофизических исследованиях. 

Глава 2 посвящена описанию объектов исследования и методики 

эксперимента. Первый раздел содержит описание объектов исследования и 

обоснование их выбора, а также описание методики приготовления 

исследуемых растворов. Во втором разделе описываются методы и аппаратура 

спектральных измерений, применяемых в данном исследовании, а также 

методы анализа результатов измерений. В третьем разделе приводится анализ 

и обоснование выбора метода квантово-химических расчетов исследуемых 

молекул и их димеров. 

В третьей главе представлены результаты квантово-химических расчетов 

новых стириловых производных ThT. В молекулах DMАSEBT и  

2M-DMASEBT выделены три фрагмента: I – бензотиазоловый цикл с этильной 

группой при атоме азота N; II – бензольный цикл с диметиламиногруппой;  

III – этиленовый «мостик» (рисунок 1). В качестве основных параметров, 

определяющих конформацию молекул, выбраны два торсионных угла: угол φ 

между плоскостями n и l, и угол ψ между плоскостями n и m. 

 
Рисунок 1. – Пространственная модель катионов молекул DMASEBT (R = H) и  

2M-DMASEBT (R = CH3) в равновесном основном состоянии 

В результате оптимизации геометрии молекул DMASEBT и  

2M-DMASEBT в основном состоянии (S0) с использованием метода 

DFT/B3LYP/6-31G(d,p) установлено, что они имеют практически плоскую 
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конформацию, а значения углов φ и ψ близки к нулю. В возбужденном 

состоянии (S1) минимуму энергии соответствует конформация молекул, в 

которой плоскость l повернута относительно плоскости n на угол  

φ ≈ 90° (скрученная конформация), а угол ψ при этом практически не 

изменяется. Из этого следует, что основные изменения геометрии молекул в 

состоянии S1 связаны с торсионным поворотом фрагмента II относительно 

остальной части молекулы на угол примерно 90°. 

Получены зависимости энергии состояний S0 и S1 молекул DMASEBT и 

2M-DMASEBT от угла φ (рисунок 2). В основном состоянии при увеличении 

угла φ энергия молекул возрастает на 6300 см
-1

 и 5300 см
-1

 для DMASEBT и 

2M-DMASEBT, соответственно. Максимум энергии основного состояния 

соответствует углу φ = 90°. В состоянии S1 наблюдается минимум энергии, 

соответствующий значению угла φ = 90°. Это означает, что при 

фотовозбуждении молекулы переходят из состояния S0 с плоской 

конформацией в состояние S1, которое является неравновесным. 

Следовательно, в возбужденном состоянии может происходить релаксация с 

увеличением угла φ (торсионная релаксация), приводящая к формированию 

равновесного состояния со скрученной конформацией, характеризующейся 

углом φ = 90°. Сила осциллятора f перехода S1→S0 при увеличении угла φ 

значительно уменьшается и достигает нуля при φ = 90°. Это указывает на то, 

что возбужденное состояние со скрученной конформацией  

(TICT-состояние) является нефлуоресцирующим. Флуоресценция происходит 

из неравновесного состояния с плоской конформацией (LE-состояния). 

Расчет электрического заряда в молекуле показал, что при φ = 0° он 

распределен практически равномерно как в основном, так и в возбужденном 

состоянии. При увеличении угла φ в возбужденном состоянии электрический 

заряд на фрагменте II увеличивается на 0,29 и 0,25 элементарного заряда для 

DMASEBT и 2M-DMASEBT, соответственно. То есть торсионная релаксация, 

происходящая в возбужденном состоянии, сопровождается внутримолеку-

лярным переносом заряда с фрагмента II на фрагменты I и III. 

Предложена модель фотофизических процессов в молекулах DMASEBT и 

2M-DMASEBT (рисунок 3), согласно которой при поглощении кванта света 

молекулы переходят из состояния S0 с плоской конформацией в неравновесное 

возбужденное состояние, обладающее плоской конформацией. Дезактивация 

возбужденного состояния может происходить двумя путями: путем 

излучательного перехода из LE-состояния в основное состояние, либо 

посредством торсионной релаксации в нефлуоресцирующее TICT-состояние, 

сопряженной с внутримолекулярным переносом заряда. 
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Рисунок 2. – Зависимость энергии 

молекул DMASEBT (1, 2) и  

2M-DMASEBT (1', 2') в состояниях  

S0 (1, 1') и S1 (2, 2'), а также силы 

осциллятора f перехода S1→S0 (3)  

от угла φ 

1 – колебательная релаксация,  

2 – торсионная релаксация,  

3 – безызлучательный переход 

Рисунок 3. – Схема фотофизических 

процессов молекул DMASEBT и  

2M-DMASEBT 

 

В главе 4 приводятся результаты исследований спектральных свойств 

производных ThT в растворах. В разделе 4.1 показано, что положение 

спектров поглощения и флуоресценции новых красителей значительно 

изменяется в растворителях различной полярности. С ростом полярности 

наблюдается смещение спектров поглощения в коротковолновую сторону. Это 

происходит благодаря взаимодействию полярных молекул красителя с 

полярными молекулами растворителя, что приводит к понижению энергии 

основного состояния. В то же время не прослеживается заметной корреляции 

между полярностью растворителя и положением спектров флуоресценции 

красителей. Поляризация флуоресценции исследуемых красителей является 

высокой в маловязких и в вязких растворах. В водном растворе степень 

поляризации флуоресценции Рфл для DMASEBT и 2M-DMASEBT в среднем в 

пределах спектра флуоресценции составляет 0,49 и 0,41, соответственно. Для 

красителей, растворенных в глицерине, значение Рфл близко к предельному 

(~ 0,50). Высокое значение степени поляризации флуоресценции, а также 

отсутствие корреляции между положением спектра флуоресценции и 

полярностью растворителя указывают на то, что испускание флуоресценции 

происходит из неравновесного возбужденного состояния. При этом время 

вращательной корреляции целой молекулы красителя значительно больше 
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времени торсионной релаксации ее фрагментов, которая приводит к 

формированию нефлуоресцирующего TICT-состояния. В результате этого 

молекулы красителя не успевают значительно изменить свою ориентацию в 

пространстве за время жизни возбужденного состояния. 

В разделе 4.2 приведены результаты исследования флуоресценции 

производных тиофлавина Т в вязких растворах. Показано, что квантовый 

выход Ф и длительность затухания τ флуоресценции DMASEBT и 2M-

DMASEBT в маловязких растворителях имеют низкие значения, а в 

растворителях высокой вязкости они существенно возрастают. Это связано с 

торможением торсионного вращения молекулярных фрагментов друг 

относительно друга в возбужденном состоянии при взаимодействии с 

молекулами вязкой среды, что приводит к уменьшению константы скорости 

kТР торсионной релаксации в нефлуоресцирующее TICT-состояние. В итоге 

происходит возрастание квантового выхода (рисунок 4) и длительности 

затухания флуоресценции. Квантовый выход при этом определяется 

отношением константы скорости kТР торсионной релаксации, которая зависит 

от вязкости η и температуры Т раствора, и константы kr излучательного 

перехода: 
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Зависимость квантового выхода и длительности затухания флуоресценции 

красителей DMASEBT и 2M-DMASEBT от вязкости раствора позволяет 

отнести их к классу флуоресцентных молекулярных роторов. 

 

     
 

Рисунок 4. – Зависимость квантового выхода флуоресценции DMASEBT (а) и  

2M-DMASEBT (б) от отношения температуры раствора к его вязкости 
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В пятой главе диссертации рассматриваются спектральные свойства 

красителей DMASEBT и 2M-DMASEBT в составе супрамолекулярных 

комплексов. 

В разделе 5.1 представлены результаты спектральных исследований 

комплексов красителей с амилоидными фибриллами (АФ), приготовленных из 

инсулина быка. В присутствии фибрилл спектры поглощения красителей 

испытывают батохромный сдвиг на ~55 нм, а интенсивность флуоресценции 

значительно возрастает: при концентрации белка 0,1 мг/мл интенсивность 

свечения DMASEBT возрастает примерно в 42 раза, а 2M-DMASEBT – 

примерно в 100 раз по сравнению с интенсивностью красителей в отсутствие 

фибрилл. Данные изменения являются результатом встраиванием молекул 

красителей в жесткую β-складчатую структуру фибрилл. При встраивании 

полярность окружения уменьшается, что приводит к батохромному сдвигу 

спектра поглощения, а торсионное вращение молекулярных фрагментов друг 

относительно друга в возбужденном состоянии становится невозможным и 

переход в нефлуоресцирующее TICT-состояние блокируется, что ведет к 

возрастанию квантового выхода и длительности затухания флуоресценции. 

Анализ кинетики затухания флуоресценции красителей, встроенных в 

АФ, с помощью метода максимума энтропии позволил установить, что 

кинетика затухания может быть представлена двухмодальным распределением 

α(τ) длительностей затухания (рисунок 5). Наличие двух мод в распределении 

α(τ) свидетельствует о существовании двух типов центров встраивания с 

различным сродством к молекулам красителей. Установлено, что красители 

DMASEBT и 2M-DMASEBT относятся к классу молекулярных роторов. 

Поэтому молекулы красителя, находящиеся в менее жестком 

микроокружении, будут иметь меньшую длительность затухания 

флуоресценции, что соответствует пику в распределении α(τ) с максимумом 

при меньших значениях τ. Таким образом, молекулы производных ThT могут 

встраиваться в β-складчатый лист двумя различными способами, что и 

объясняет неэкспоненциальность кинетики затухания флуоресценции 

производных ThT, встроенных в АФ. 

С помощью метода Скэтчарда установлено, что константы встраивания 

новых стириловых производных ThT в амилоидные фибриллы сравнимы с 

константами встраивания ThT. Однако количество мест встраивания в расчете 

на молекулу белка для новых производных значительно выше, чем у ThT, что 

объясняется наличием у производных плоской конформации в основном 

состоянии, которая облегчает встраивание данных молекул в бороздки  

β-складчатого листа. 
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Цифрами отмечены распределения, соответствующие следующим концентрациям 

фибрилл: 1 и 1' – 0,00 мг/мл; 2 – 0,10 мг/мл; 2' – 0,14 мг/мл 

Рисунок 5. – Распределение α(τ) длительностей затухания флуоресценции молекул 

DMASEBT (1, 2) и 2M-DMASEBT (1', 2'), встроенных в АФ 

 

Новые стириловые производные ThT являются гораздо более 

чувствительными к белкам в агрегированном состоянии (в форме фибрилл), 

чем к нативным белкам. К тому же они менее чувствительны к белкам в 

нативной форме, чем ThT. Данные свойства новых красителей, а также 

положение их спектров поглощения и флуоресценции в более длинноволновой 

области, в сравнении с ThT, позволяют рассматривать их в качестве новых 

перспективных флуоресцентных зондов для обнаружения и изучения 

амилоидных фибрилл. 

В разделе 5.2 приведены результаты исследования агрегации новых 

производных ThT в присутствии полиэлектролита полистиролсульфоната 

(ПСС) натрия. Установлено, что ПСС оказывает значительное влияние на 

спектральные свойства водных растворов красителей DMASEBT и 2M-

DMASEBT. В зависимости от соотношения концентраций полиэлектролита и 

красителей (отношения количества сульфогрупп NS к количеству молекул 

красителей ND: NS/ND), последние взаимодействует с полиэлектролитом в 

форме мономеров и димеров. Спектральные свойства этих двух форм 

красителей существенно отличаются. Взаимодействие мономеров красителей с 

полиэлектролитом (NS/ND > 1) приводит к батохромному сдвигу их спектра 

поглощения на ~25 нм и увеличению интенсивности флуоресценции примерно 

в 10 раз. 

Формирование димеров красителей вызвано локальным повышением их 

концентрации вблизи отрицательно заряженных сульфогрупп 
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полиэлектролита (NS/ND ≤ 0,5). При этом возникают условия для сближения 

двух молекул красителя на достаточное расстояние с образованием димера 

посредством взаимодействия π-электронных систем молекул. На основании 

проведенных исследований предложена модель взаимодействия красителей 

DMASEBT и 2M-DMASEBT с ПСС (рисунок 6). Образование димеров 

красителей сопровождается гипсохромным сдвигом спектра поглощения на 

~40 нм и значительным тушением флуоресценции, что является характерным 

для Н-агрегатов. С другой стороны, присутствие амилоидных фибрилл в 

водном растворе вызывает противоположные спектральные изменения: 

батохромный сдвиг на ~50 нм и существенное возрастание интенсивности 

флуоресценции красителей. Полученные результаты позволили заключить, что 

при встраивании молекул DMASEBT и 2M-DMASEBT в фибриллы 

образование димеров не происходит. Спектральные изменения, вызванные 

присутствием фибрилл в растворе, объяснены как результат встраивания 

мономеров красителей в их структуру.  

 

 
 

1 – нефлуоресцирующий димер, 2 – флуоресцирующий мономер, 3 – отрицательно 

заряженная сульфогруппа; а) NS/ND ≤ 0,5; б) 0,5 < NS/ND < 1,0; в) NS/ND > 1,0 

Рисунок 6. – Модель взаимодействия DMASEBT и 2M-DMASEBT с ПСС  

при различных значениях NS/ND 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Основные научные результаты диссертации 

1. На основании выполненных квантово-химических расчетов молекул 

DMASEBT и 2M-DMASEBT установлено, что: 

 в основном состоянии исследуемые молекулы имеют плоскую 

конформацию вследствие отсутствия стерических ограничений между 
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ароматическими кольцами по причине наличия достаточно длинного 

этиленового мостика между ними. Плоская конформация данных молекул в 

основном состоянии является их отличительной чертой в сравнении с 

молекулой ThT, которая в основном состоянии не является плоской. В 

возбужденном состоянии минимуму энергии молекул DMASEBT и  

2M-DMASEBT соответствует скрученная конформация, характеризующаяся 

повернутыми друг относительно друга на 90° ароматическими фрагментами 

[3; 5; 14; 15]; 

 существуют два конкурирующих процесса дезактивации локально-

возбужденного состояния данных молекул. Первым процессом является 

излучательный переход из локально-возбужденного LE-состояния с плоской 

конформацией в основное состояние. Второй процесс, называемый 

торсионной релаксацией, представлен внутримолекулярным переносом заряда 

с диметиламинобензольного на бензотиазоловый фрагмент, сопряженным с 

торсионным поворотом этих фрагментов друг относительно друга на 90°. 

Торсионная релаксация является тушащим процессом [3; 5; 14; 15]; 

 вследствие торсионной релаксации электронная плотность в 

возбужденном состоянии перераспределяется и для скрученной конформации 

локализована на различных молекулярных фрагментах и пространственное 

перекрывание волновых функций основного и возбужденного состояний 

отсутствует. Вследствие этого сила осциллятора излучательного перехода в 

основное состояние достигает нуля, и формируется нефлуоресцирующее 

TICT-состояние, характеризующееся скрученной конформацией молекулы [3; 

5; 14; 15]. 

2. Исследование спектральных свойств красителей DMASEBT и  

2M-DMASEBT в растворах позволило установить, что: 

 спектры поглощения и флуоресценции водных растворов красителей 

смещены примерно на 100 нм в сторону больших длин волн по отношению к 

спектрам тиофлавина Т в водном растворе, что является результатом наличия 

удлиненной цепи сопряжения между ароматическими кольцами молекул 

[3; 12; 15]; 

 в полярных растворителях спектр поглощения DMASEBT и  

2M-DMASEBT испытывает гипсохромный сдвиг с ростом полярности, что 

является следствием уменьшения энергии основного состояния при 

взаимодействии флуорофора с полярным окружением, причем это уменьшение 

тем значительнее, чем выше полярность [3]; 

 положение спектра флуоресценции красителей практически не зависит 

от полярности раствора, что обусловлено излучательным переходом из 

неравновесного локально-возбужденного LE-состояния [3]; 
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 флуоресценция исследованных красителей обладает высокой, близкой к 

предельному значению, степенью поляризации в маловязких (более 0,4) и 

вязких растворах (~0,5). Это является следствием того, что время 

вращательной корреляции целой молекулы красителя значительно больше 

времени торсионной релаксации ее фрагментов, которая приводит к 

формированию нефлуоресцирующего TICT-состояния. В результате этого 

молекулы красителя не успевают значительно изменить свою ориентацию в 

пространстве за время жизни возбужденного состояния [3]; 

 квантовый выход и длительность затухания флуоресценции DMASEBT 

и 2M-DMASEBT определяются вязкостью и жесткостью микроокружениях. 

Это обусловлено торможением торсионного вращения молекулярных 

фрагментов друг относительно друга в возбужденном состоянии при 

взаимодействии с молекулами вязкой среды, что приводит к уменьшению 

константы скорости перехода в нефлуоресцирующее TICT-состояние. В итоге 

происходит возрастание квантового выхода и длительности затухания 

флуоресценции молекул. Данные спектральные свойства молекул DMASEBT 

и 2M-DMASEBT позволили отнести их к классу флуоресцентных 

молекулярных роторов [2; 3; 5; 12; 14; 15]; 

 мгновенные спектры флуоресценции ThT и его производных 

DMASEBT и 2M-DMASEBT в глицерине испытывают батохромный сдвиг и 

изменение формы и полуширины. Батохромный сдвиг является следствием 

понижения энергии возбужденного состояния в процессе релаксации. 

Изменение полуширины и формы спектра флуоресценции в течение времени 

жизни возбужденного состояния может рассматриваться как косвенное 

подтверждение торсионной релаксации, приводящей к изменению 

конформации молекул [7]. 

3. Присутствие амилоидных фибрилл в водных растворах DMASEBT и 

2M-DMASEBT приводит к батохромному смещению спектров поглощения и 

значительному возрастанию интенсивности флуоресценции красителей. 

Батохромный сдвиг спектра поглощения обусловлен уменьшением полярности 

окружения при встраивании молекул красителей в β-складчатую структуру 

фибрилл. Интенсивность флуоресценции возрастает вследствие ограничения 

торсионного вращения молекулярных фрагментов красителей в возбужденном 

состоянии и блокирования перехода в нефлуоресцирующее TICT-состояние  

[3; 8; 10; 13–15; 18; 21]. Анализ кинетики затухания флуоресценции данных 

красителей, встроенных в фибриллы, с помощью метода максимума энтропии 

показал, что распределение длительностей затухания свечения является 

двухмодальным. Это указывает на существование двух вариантов встраивания 

молекул, для которых жесткость микроокружения различна. Установлено, что 
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число мест встраивания в расчете на одну молекулу белка значительно выше у 

новых стириловых производных, чем у ThT, благодаря наличию у них плоской 

конформации в основном состоянии [8; 18; 20]. 

В присутствии белков в нативном состоянии происходит незначительное 

возрастание интенсивности флуоресценции ThT и его производных DMASEBT 

и 2M-DMASEBT [1; 3]. Новые красители являются эффективными 

селективными флуоресцентными маркерами по отношению к амилоидным 

фибриллам. 

4. Взаимодействие ThT и его новых стириловых производных с 

полистиролсульфонатом (ПСС) оказывает значительное влияние на их 

спектральные свойства. В зависимости от соотношения концентраций 

полиэлектролита и красителя, последние взаимодействуют с ПСС в форме 

мономеров и димеров. Спектральные свойства этих двух форм красителей 

существенно отличаются. Формирование димеров ThT, DMASEBT и 2M-

DMASEBT с сэндвичевой структурой, вызванное присутствием наномолярных 

концентраций ПСС в растворе, сопровождается гипсохромным сдвигом 

спектра поглощения и значительным тушением флуоресценции, что является 

характерным для Н-агрегатов. Напротив, присутствие АФ в водных растворах 

ThT и его стириловых производных вызывает батохромный сдвиг спектра 

поглощения и существенное увеличение интенсивности флуоресценции. 

Полученные результаты позволили заключить, что при встраивании молекул 

ThT и его стириловых производных в амилоидные фибриллы образование 

димеров красителей не происходит. Спектральные изменения, вызванные 

присутствием АФ в растворе, являются результатом встраивания мономеров 

красителей в β-складчатую структуру фибрилл [4; 6; 9; 10; 11; 16; 17; 19]. 

5. Предложен новый оригинальный способ получения димеров ионных 

красителей при микромолярных концентрация, основанный на их 

взаимодействии с полиэлектролитами. Это позволяет проводить исследования 

свойств красителей в агрегированном состоянии в условиях 

низкоконцентрированных растворов, когда оптическая плотность растворов 

невысокая и отсутствует эффект внутреннего фильтра [4; 9; 10; 17; 19]. 

 

Рекомендации по практическому использованию результатов 

1. Проведенные модельные исследования новых стириловых производных 

тиофлавина Т (молекул DMASEBT и 2M-DMASEBT) в различных 

растворителях и в комплексе с биополимерами, позволили предложить их в 

качестве новых перспективных флуоресцентных зондов. Данные красители 

обладают улучшенными спектральными характеристиками в отличие от 

тиофлавина Т благодаря длинноволновым спектрам поглощения и 
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флуоресценции, что является удобным для их применения в биофизических 

исследованиях. 

2. В работе продемонстрирована возможность применения новых 

красителей DMASEBT и 2M-DMASEBT, проявляющих свойства 

молекулярных роторов, для измерения вязкости растворов, а также для 

обнаружения амилоидных фибрилл не только в растворе, но и в биологических 

тканях. Также показано, что при интерпретации результатов спектральных 

исследований следует учитывать агрегацию данных красителей, поскольку 

при формировании Н-агрегатов красителей квантовый выход их 

флуоресценции уменьшается вследствие уменьшения силы осциллятора 

излучательного перехода. 

3. Предложен новый оригинальный способ получения димеров ионных 

красителей при микромолярных концентрация, основанный на их 

взаимодействии с полиэлектролитами. В отличие от классических методов 

исследования высококонцентрированных растворов красителей, предлагаемый 

метод имеет преимущество, связанное с возможностью использования низких 

концентраций красителя, что позволяет избежать влияния эффекта 

внутреннего фильтра. 

4. Результаты исследований новых производных тиофлавина Т с 

удлиненной цепью сопряжения позволили предложить структуры новых 

красителей – молекулярных роторов, модифицированных функциональными 

группами, обеспечивающими их иммобилизацию на различные поверхности. 

Данное направление исследований стало темой ряда научных проектов, 

поддержанных Белорусским республиканским фондом фундаментальных 

исследований (Ф16Р-209, Ф16МС-021) и Министерством образования 

Республики Беларусь (ГПНИ «Конвергенция-2020»). В результате выполнения 

данных проектов синтезированы новые производные тиофлавина Т, 

обладающие улучшенными спектральными характеристиками и способные 

стать составной частью наноустройств для детектирования биологически 

важных молекул и определения вязкости жидкостей в микрообъемах. 

5. Фундаментальные знания о фотофизических свойствах молекулярных 

роторов используются в учебном процессе физико-технического факультета 

ГрГУ им. Я. Купалы при проведении лекционных и лабораторных занятий по 

спецкурсам «Математические методы анализа», «Физико-химические методы 

анализа» (имеются 2 акта о внедрении). Разработанный оригинальный способ 

получения димеров ионных красителей в присутствии полиэлектролита 

используется в ГрГУ им. Я. Купалы при выполнении научных проектов 

(имеется акт о внедрении). 
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РЭЗЮМЭ 

Лавыш Андрэй Валянцінавіч 

ФОТАФІЗІЧНЫЯ ЎЛАСЦІВАСЦІ І КАНФАРМАЦЫІ 

МАЛЕКУЛЯРНЫХ РОТАРАЎ НА АСНОВЕ СТЫРЫЛАВЫХ 

ВЫТВОРНЫХ ТЫЯФЛАВІНА Т У РАСТВОРАХ І Ў СКЛАДЗЕ 

СУПРАМАЛЕКУЛЯРНЫХ КОМПЛЕКСАЎ 

Ключавыя словы: амілоідныя фібрылы, малекулярныя ротары, 

тарсіённая рэлаксацыя, тыяфлавін Т, флуарэсцэнтная спектраскапія, 

фотаіндуцыраваныя працэсы. 

Мэта работы: устанаўленне механізмаў працякання фотафізічных 

працэсаў у новых стырылавых вытворных тыяфлавіна Т, якія валодаюць 

падоўжаным ланцугом спалучэння, у мадэльных сістэмах і пры ўбудаванні ў 

макрамалекулы, што дазволіць прымяніць іх у якасці флуарэсцэнтных зондаў 

для выяўлення і вывучэння амілоідных фібрыл. 

Метады даследавання: спектрафотаметрыя, стацыянарная і кінетычная 

спектрафлуараметрыя, квантава-хімічнае мадэляванне. 

Атрыманыя вынікі і іх навізна. Прапанаваныя новыя флуарэсцэнтныя 

фарбавальнікі на аснове стырылавых вытворных тыяфлавіна Т, якія валодаюць 

даўгахвалевымі спектрамі паглынання і флуарэсцэнцыі. Устаноўлена, што 

асноўным працэсам, які тушыць флуарэсцэнцыю дадзеных фарбавальнікаў, 

з’яўляецца тарсіённая рэлаксацыя. Устаноўлена залежнасць квантавага выхаду 

флуарэсцэнцыі новых фарбавальнікаў ад вязкасці раствора, што дазволіла 

аднесці іх да класу малекулярных ротараў. 

Паказана, што новыя стырылавыя вытворныя тыяфлавіна Т з’яўляюцця 

эффектыўнымі флуарэсцэнтнымі зондамі для вывучэння амілоідных фібрыл 

дзякуючы даўгахвалевым спектрам паглынання і флуарэсцэнцыі, а таксама 

плоскай канфармацыі ў асноўным стане. Выяўлена агрэгацыя фарбавальнікаў 

у прысутнасці поліэлектраліта, якая прыводзіць да гіпсахромнага зруху 

спектра паглынання і тушэння флуарэсцэнцыі. Прапанавана мадэль 

убудавання малекул фарбавальнікаў у поліэлектраліт. 

Прапанаваны новы  арыгінальны спосаб атрымання агрэгатаў іённых 

фарбавальнікаў з прямяненнем поліэлектралітаў. Новы спосаб дазваляет 

правадзіць спектральныя даследаванні фарбавальнікаў у агрэгіраваным стане 

пры іх мікрамалярных канцэнтрацыях пры адсутнасці эффекта ўнутраннага 

фільтра. 

Рэкамендацыі па выкарыстанню і вобласць прымянення. Атрыманыя 

вынікі ўкарэненыя ў навучальны і навуковы працэсы ў Гродзенскім 

універсітэце. Вобласць прымянення – спектраскапія, медыцынская 

дыягностыка, біяфізіка. 



21 

РЕЗЮМЕ 

Лавыш Андрей Валентинович 

ФОТОФИЗИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА И КОНФОРМАЦИИ 

МОЛЕКУЛЯРНЫХ РОТОРОВ НА ОСНОВЕ СТИРИЛОВЫХ 

ПРОИЗВОДНЫХ ТИОФЛАВИНА Т В РАСТВОРАХ И В СОСТАВЕ 

СУПРАМОЛЕКУЛЯРНЫХ КОМПЛЕКСОВ 

Ключевые слова: амилоидные фибриллы, внутримолекулярный перенос 

заряда, молекулярные роторы, торсионная релаксация, тиофлавин Т, 

флуоресцентная спектроскопия, фотоиндуцированные процессы. 

Цель работы: установление механизмов протекания фотофизических 

процессов в новых стириловых производных тиофлавина Т, обладающих 

удлиненной цепью сопряжения, в модельных системах и при встраивании в 

макромолекулы, что позволит использовать их в качестве флуоресцентных 

зондов для обнаружения и изучения амилоидных фибрилл. 

Методы исследования: спектрофотометрия, стационарная и 

кинетическая флуориметрия, квантово-химическое моделирование. 

Полученные результаты и их новизна. Предложены новые 

флуоресцентные красители на основе стириловых производных тиофлавина Т, 

обладающие длинноволновыми спектрами поглощения и флуоресценции. 

Установлено, что основным тушащим флуоресценцию данных красителей 

процессом является торсионная релаксация. Установлена зависимость 

квантового выхода флуоресценции новых красителей от вязкости раствора, 

что позволило отнести их к классу молекулярных роторов. 

Показано, что новые стириловые производные тиофлавина Т являются 

эффективными флуоресцентными зондами для изучения амилоидных фибрилл 

благодаря длинноволновым спектрам поглощения и флуоресценции, а также 

плоской конформации в основном состоянии. Обнаружена агрегация 

красителей в присутствии полиэлектролита, приводящая к гипсохромному 

сдвигу спектра поглощения и тушению флуоресценции. Предложена модель 

взаимодействия молекул красителей с полиэлектролитом. 

Предложен новый оригинальный способ получения димеров ионных 

красителей с использованием полиэлектролитов. Новый способ позволяет 

проводить спектральные исследования красителей в агрегированном 

состоянии при их микромолярных концентрациях в отсутствие эффекта 

внутреннего фильтра. 

Рекомендации по использованию и область применения. Полученные 

результаты внедрены в учебный и научный процессы в Гродненском 

государственном университете. Область применения – спектроскопия, 

медицинская диагностика, биофизика. 
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SUMMARY 

Lavysh Andrei Valiantsinavich 

PHOTOPHYSICAL PROPERTIES AND CONFORMATIONS OF 

MOLECULAR ROTORS BASED ON STYRYL DERIVATIVES OF 

THIOFLAVIN T IN SOLUTIONS AND IN SUPRAMOLECULAR 

COMPLEXES 

 

Keywords: amyloid fibrils, molecular rotors, torsion relaxation, thioflavin T, 

fluorescence spectroscopy, photoinduced processes 

The aim of this work: to determine the mechanisms of photophysical 

processes in new styryl derivatives of thioflavin T with elongated conjugation chain 

in model systems and upon binding into macromolecules, that will allow to use it as 

fluorescent probes for detection and study of amyloid fibrils. 

Methods of research: spectrophotometry, steady state and time-resolved 

fluorescence, quantum-chemical modeling. 

The results obtained and their novelty. New fluorescent dyes based on styryl 

derivative of thioflavin T with long-wavelength absorption and fluorescence spectra 

have been proposed. It has been established that the main fluorescence quenching 

process is torsion relaxation. The dependence of fluorescence quantum yield of new 

dyes on solution viscosity has been determined, which allowed them to be attributed 

to the class of molecular rotors. 

It was shown that new thioflavin T derivatives are effective fluorescent probes 

for amyloid fibrils study due to long-wavelength absorption and fluorescence spectra 

and flat conformation in the ground state. The aggregation of dyes in the presence of 

polyelectrolytes has been detected that leads to hypsochromic shift of absorption 

spectra and fluorescence quenching. The model of dye molecules binding to 

polyelectrolyte has been proposed. 

The new original method for obtaining ionic dye aggregates using 

polyelectrolytes has been proposed. The new method allows to carry out spectral 

research of dyes in aggregated form at its micromolar concentration when there are 

no reabsorption and inner filter effect. 

Recommendations for future use and application fields. The obtained 

results were implemented in education and research processes in Grodno state 

university. Application field – spectroscopy, medical research, biophysics. 

 


