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В работе проведено сравнительное исследование влияния свойств водной среды на агрегацию димегина,

фотодитазина и радахлорина. Отмечена нелинейная зависимость молярной экстинкции от концентрации

фотосенсибилизатора в растворе, причем в различной степени для лекарственной формы раствора и

растворов, приготовленных с применением лиофильно высушенных порошков фотосенсибилизаторов.

Показано, что применение поверхностно-активных веществ (плюроник F-127 и поливинилпирролидон) в

определенных пределах ослабляет проблемы, связанные с агрегацией исследуемых фотосенсибилизаторов.
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Введение

Порфириновые фотосенсибилизаторы, как было пока-

зано в ряде работ [1–7], имеют заметную тенденцию

к агрегации в водных растворах даже в диапазоне
низких, микромолярных концентраций, что приводит к

изменению фотофизических и фотохимических свойств

фотосенсибилизаторов и к заметному понижению их фо-
токаталитической и фотодинамической активности. Сни-

жение степени агрегации порфиринов и увеличение их

фотодинамической активности достигается обычно пу-

тем смешивания фотосенсибилизаторов с поверхностно-
активными веществами, которые являются достаточно

эффективными диспергаторами, предотвращающими в

определенной степени процессы агрегации в водных
растворах порфиринов [8–14].
Разагрегация раствора порфирина может происходить

и при его нагревании [1,15–17]. В частности, для димеги-

на в работе [16] наблюдалось при нагревании повышение
концентрации мономеров с одновременным небольшим

увеличением и концентрации димеров, что было видно

по повышению амплитуды левого крыла спектрального
профиля поглощения димегина в пике Соре. Однако эти

выводы, как было отмечено в [17], как и перспективы

применения поверхностно-активных веществ в качестве
диспергаторов нуждаются в дальнейших более деталь-

ных исследованиях сложных механизмов агрегационного

поведения молекул порфиринов в водных растворах,

которые и предполагается сделать в данной работе при
сопоставлении свойств димегина с фотодитазином и

радахлорином.

Материалы и методика эксперимента

При проведении исследований в данной работе, как

и в работе [17], в качестве фотосенсибилизаторов при

приготовлении растворов применялись димегин и фо-

тодитазин в виде лиофильно высушенных порошков,

изготовленных в институте биохимии имени А.Н. Баха,

РАН, и радахлорин в виде водного 0.35% раствора для

внутривенного введения
”
Радахлорин R©“ фирма

”
Рада-

Фарма“, Москва. В качестве растворителя для фотосен-

сибилизаторов использовалась дистиллированная вода

pH 6.0.

При исследовании влияния поверхностно-активных

веществ (ПАВ) на разагрегацию растворов фотосенси-

билизаторов применялись плюроник F-127 и поливинил-

пирролидон (ПВП) с молекулярным весом 12600 g/mol,

растворенные в дистиллированной воде. Полученный

двухкомпонентный раствор перемешивался на магнит-

ной мешалке при температуре 20−22◦С в течение

60 min.

При изучении изменения свойств растворов фотосен-

сибилизаторов при их разбавлении и под воздействи-

ем облучения светом оптической накачки применялся

спектрофотометрический метод измерения поглощения

раствора с использованием спектрофотометра Shimadzu

UV-3600. Разбавление растворов фотосенсибилизаторов

и фотосенсибилизаторов с ПАВ производилось дистил-

лированной водой с перемешиванием полученных рас-

творов на магнитной мешалке в течение 10 min после

каждого разбавления. Исходные концентрации димегина,

фотодитазина и ПАВ перед разбавлением раствора ди-

стиллированной водой, как правило, были равны 20µМ.

Источниками оптического возбуждения фотосенсиби-

лизаторов служили светодиодные устройства с длинами

волн излучения в диапазоне λm = 400 nm, описание

которых приведено в [18]. Люминесценция синглетного

кислорода при оптическом возбуждении растворов фо-

тосенсибилизаторов регистрировалась с использованием

спектрометра М266.
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Рис. 1. Спектры поглощения димегина при понижении моляр-

ной концентрации раствора (а): 10, 8, 5, 2, 1, и 0.5 µМ (сверху
вниз) и сдвиг максимума поглощения в пике Соре при этом

понижении концентрации (b).

Результаты эксперимента
и их обсуждение

Присутствие в растворе агрегированных форм фото-

сенсибилизатора, как было отмечено в работах [7,16],
отчетливо проявляется в не совсем пропорциональной

зависимости оптической плотности раствора от его

концентрации при последовательном разбавлении рас-

твора. При этом наблюдается и нелинейная зависимость

молярной экстинкции раствора от его концентрации.

Наблюдается также и спектральный сдвиг максимума

поглощения раствора фотосенсибилизатора в пике Соре.

Соответствующие иллюстрации отмеченных закономер-

ностей представлены на рис. 1−3.

На рис. 1 показано изменение спектров поглощения

димегина и батохромный сдвиг максимума поглощения

в пике Соре при постепенном понижении молярной

концентрации путем разбавления раствора димегина

дистиллированной водой.

Еще более наглядно батохромный сдвиг максимума

поглощения димегина в пике Соре и изменение вида

профиля можно наблюдать на рис. 2, на котором для

более широкого диапазона изменения молярной концен-

трации максимумы профилей поглощения приведены к

одинаковой амплитуде для удобства их сравнения. Мо-

номеризация раствора при его разбавлении отчетливо

прослеживается. Левое крыло спектрального профиля,

соответствующее поглощению димеров и других форм
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Рис. 2. Спектры поглощения димегина при концентрациях

раствора 0.5 (1); 10 (2) и 50 µМ (3).
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Рис. 3. Зависимость молярной экстинкции (а) и оптической

плотности (b) от концентрации димегина.
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агрегатов димегина, заметно уменьшается, а максимум

пика Соре смещается к положению, соответствующему

поглощению молекулярного раствора.

При понижении концентрации раствора димегина

наблюдается и весьма характерный вид зависимости

молярной экстинкции раствора, измеренной на длине

волны 391 nm, от его концентрации, которая приведена

на рис. 3, а. На рис. 3, b показана зависимость оптической

плотности раствора димегина от концентрации в рас-

творе для диапазона, где молярная экстинкция наиболее

заметно меняется. Нелинейный характер зависимости от

концентрации наблюдается и для этой кривой. Похожие

нелинейные зависимости от концентрации для молярной

экстинкции наблюдались и в работах [1,7,19]. Анали-

зируя вид кривой, представленной на рис. 3, b, можно

сделать вывод, что с ростом концентрации раствора

димегина в нем наблюдается постепенное усиление

эффективности процесса агрегации, который и ограни-

чивает линейный рост оптической плотности раствора.

На рис. 4, а приведены зависимости молярной экстинк-

ции от концентрации для двух форм раствора фотодита-

зина (лекарственной и свежеприготовленной с примене-

нием лиофильно высушенного порошка), измеренные на

длине волны 403 nm, в сравнении с кривой для раствора

димегина, приготовленного из лиофильно-высушенного

препарата. Видно, что раствор фотодитазина, приготов-

ленный с применением лиофильно высушенного порош-

ка, демонстрирует более высокую исходную экстинкцию

перед разбавлением раствора по сравнению с димегином

при концентрации 20 µМ. При разбавлении растворов

наблюдается и заметно меньший прирост экстинкции

фотодитазина в диапазоне низких концентраций фото-

сенсибилизатора, что свидетельствует о меньшей степе-

ни агрегации раствора фотодитазина, приготовленного

с применением лиофильно высушенного порошка, по

сравнению с димегином. Но при этом лекарственная

форма раствора, практически совпадающая по величине

экстинкции с лиофильной формой на начальном участке

разбавления растворов, показывает существенно боль-

ший прирост ее в диапазоне низких концентраций фото-

сенсибилизатора, что свидетельствует о более высокой

степени агрегации лекарственной формы раствора.

Объяснение этому различию зависимости молярной

экстинкции для двух типов раствора фотодитазина да-

ет рис. 4, b, на котором представлены спектральные

профили поглощения этих двух растворов. Более вы-

сокое левое крыло спектрального профиля поглощения

лекарственной формы раствора свидетельствует о при-

сутствии в растворе димеров и других форм агрегатов

фотодитазина, накапливающиеся в лекарственном рас-

творе в процессе супрамолекулярной самосборки при

его длительном хранении, которые при разбавлении рас-

твора дезагрегируются и способствуют более высокому

приросту экстинкции.

Самосборка молекул фотосенсибилизатора в агрегат-

ные формы при длительном хранении характерна и для

раствора фотодитазина, приготовленного из лиофильно
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Рис. 4. Зависимость молярной экстинкции димегина (1) и

фотодитазина с лиофильной (2) и лекарственной (3) формами

растворов от концентрации фотосенсибилизатора (а) и спек-

тры поглощения растворов фотодитазина (b) в лекарствен-

ной (1) и лиофильной (2) формах при концентрации 50µМ.

высушенного порошка. Такой раствор в этом случае

подобен длительно хранившейся лекарственной форме.

Спектральные профили поглощения свежеприготовлен-

ного раствора фотодитазина и раствора после длитель-

ного хранения (примерно, 6−8 месяцев) приведены

на рис. 5. На рис. 5, а дано реальное соотношение

профилей поглощения, а на рис. 5, b максимум в пике

Соре раствора после длительного хранения увеличен в

2.2 раза для удобства сравнения спектральных профилей.

Подъем крыльев спектрального профиля поглощения

раствора после длительного хранения наблюдается и

слева, и справа от основного максимума. Следовательно,

в растворе происходит образование и H-агрегатов и

J-агрегатов [19,20], хотя с разной степенью интенсивно-

сти. Более чем вдвое уширен и максимум поглощения

в красной области спектра. Очевидно, что подобные

изменения происходят при длительном хранении и в ле-

карственных формах растворов фотосенсибилизаторов,

что и демонстрирует рис. 4, b.

Для лекарственной формы раствора радахлорина на-

блюдаются такие же явления, как и для аналогичной
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Рис. 5. Спектральные профили поглощения свежеприготов-

ленного раствора фотодитазина (1) и раствора после длитель-

ного хранения (2); концентрация растворов 50µМ.

формы раствора фотодитазина. При характерной для

радахлорина меньшей исходной оптической плотности

при одинаковых концентрациях растворов по сравнению

с фотодитазином и димегином [18] наблюдается и замет-

но меньшая величина молярной экстинкции в исходном

растворе, но прирост ее значения в диапазоне низких

концентраций раствора примерно такой же, как и для

лекарственной формы фотодитазина. Это ясно видно при

сопоставлении рис. 4, а и рис. 6, а.

Отмеченный одинаковый прирост молярной экстинк-

ции для этих двух лекарственных форм коррелиру-

ет с практически одинаковым спектральным профилем

поглощения этих двух растворов, представленных на

рис. 6, б, с более высоким левым крылом профиля

поглощения этих лекарственных форм по сравнению с

лиофильным раствором (см. рис. 4, b). Максимум погло-

щения в пике Соре радахлорина увеличен в 2.35 раза для

удобства сравнения приведенных на рис. 6, b спектраль-

ных профилей.

При выполнении аналогичного исследования поведе-

ния молярной экстинкции при разбавлении исходно-

го раствора для комплекса димегин-плюроник F-127

(poloxamer 407) при соотношении концентраций 1 : 1 в

диапазоне низких концентраций раствора по-прежнему

наблюдается нелинейный характер зависимости моляр-

ной экстинкции от концентрации (см. рис. 7, а), хотя и

с меньшим увеличением молярной экстинкции. При со-

отношении же концентраций димегина и плюроника 1 : 2

прироста молярной экстинкции при разбавлении раство-

ра уже практически не наблюдается. Хотя начальное

значение экстинкции (до начала разбавления раствора

дистиллированной водой) с повышением концентрации

плюроника заметно увеличивается, что коррелирует с

ростом оптической плотности димегина в максимуме пи-

ка Соре спектра поглощения растворов, представленных

на рис. 7, b.

Как уже отмечалось ранее [14], добавка плюроника

к димегину дает увеличение поглощения в максимуме

пика Соре, способствуя дезагрегации раствора за счет

мицеллообразования. Поэтому на рис. 7, а исходные

значения молярной экстинкции для комплексов нахо-

дятся несколько выше, чем для раствора собственно

димегина. Зависимость солюбилизации или дезагрега-

ции растворов порфиринов от начального соотноше-

ния между молярными концентрациями порфирина и
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Рис. 6. Зависимость молярной экстинкции радахлорина от

концентрации (а) и спектры поглощения (b) лекарственных

форм растворов фотодитазина (1) и радахлорина (2); концен-
трация растворов 50 µМ.
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1 : 1 (2) и 1 : 2 (3) от концентрации раствора (а) и спектры

поглощения (b) растворов димегина (1) и комплексов димегин-

плюроник при соотношении концентраций 1 : 1 (2) и 1 : 2 (3);
концентрация димегина 20 µМ.

плюроника отмечалась и в других работах [8,9,21]. Но
прирост значения молярной экстинкции в диапазоне

низких концентраций раствора при его разбавлении

дистиллированной водой, как видно на рис. 7, а, для

комплексов значительно ниже, чем для раствора ди-

мегина. Возможной причиной наблюдаемого результа-

та, по-видимому, может быть известное свойство плю-

роника, проявляющееся в эффективном образовании

комплексов с порфиринами [22,23], в данном случае

с димегином в водном растворе плюроника F-127,

которые представляют собой достаточно устойчивые

структуры и при разбавлении раствора дистиллиро-

ванной водой препятствуют мономеризации димегина

в растворе.

Для сравнения с воздействием плюроника F-127 на

дезагрегацию димегина в водном растворе были выпол-

нены аналогичные измерения с влиянием на дезагрега-

цию димегина поливинилпирролидона (ПВП) с молеку-

лярным весом 12600 g/mol. Это влияние иллюстрируется

на рис. 8, причем на рис. 8, а показано изменение

значения молярной экстинкции при разбавлении раство-

ра дистиллированной водой, а на рис. 8, b приведены

спектры поглощения растворов димегина и комплексов

димегин-ПВП при соотношении концентраций 1 : 1 и

1 : 2. Ограничение прироста молярной экстинкции ком-

плекса димегин-ПВП, как видно на рис. 8, а, выражено

в значительно меньшей степени, чем для комплекса

димегин-плюроник. Более заметная дезагрегация рас-

твора для комплекса димегин-ПВП наблюдается и на

рис. 8, b по характерному изменению спектрального про-

филя поглощения раствора с повышением концентрации

ПВП.

На рис. 9, а показано изменение оптической плотности

димегина в максимуме пика Соре в водном растворе

при увеличении концентрации добавок ПАВ в виде

плюроника F-127 и поливинилпирролидона.

Выход на насыщение для обеих кривых объясняется,

по-видимому, уже отмеченной выше для плюроника

характерной для этих ПАВ склонностью к образованию

комплексов с порфиринами [22,23] в водном растворе
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Рис. 8. Зависимость молярной экстинкции димегина и ком-

плекса димегин-ПВП при соотношении концентраций 1 : 1 и

1 : 2 от концентрации раствора (а) и спектры поглощения (b)
растворов димегина (1) и комплексов димегин-ПВП при со-

отношении концентраций 1 : 1 (2) и 1 : 2 (3); концентрация

димегина 20 µМ.
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Рис. 9. Зависимость оптической плотности димегина в водном

растворе (а) от концентрации плюроника F-127 (1) и поливи-

нилпирролидона (2) и спектральные профили люминесценции

синглетного кислорода (b), генерируемого в растворе с плю-

роником (1) и с ПВП (2) при соотношении концентраций 1 : 1;

концентрация димегина 20 µМ.

при повышении их концентрации. Но до выхода на

насыщение, как видно на рис. 9, а, дезагрегация раствора

с применением ПВП происходит более эффективно, чем

для плюроника F-127, что можно объяснить меньшей

устойчивостью комплексов димегина с ПВП по срав-

нению с комплексами димегина с плюроником. Более

высокая дезагрегация раствора димегина с применением

ПВП по сравнению с плюроником отмечалась и в

работах [24,25]. Она, в частности, проявляется и в

более высокой эффективности генерации синглетного

кислорода, иллюстрируемой на рис. 9, b.

Заключение

В результате выполненного исследования влияния

свойств водной среды на агрегацию димегина, фотоди-

тазина и радахлорина показано, что свойства агрегации

характерны для всех трех исследованных фотосенси-

билизаторов. Эти свойства проявляются в нелинейной

зависимости молярной экстинкции от концентрации фо-

тосенсибилизатора, наблюдаемой при разбавлении рас-

твора, причем в существенно различной степени для

лекарственной формы растворов и свежеприготовлен-

ных растворов с применением лиофильно высушенного

порошка фотосенсибилизатора. Отмеченное различие

объясняется постепенным повышением степени агрега-

ции лекарственной формы раствора при его длительном

хранении после акта приготовления.

Поскольку накапливающаяся агрегация раствора при

его длительном хранении приводит к заметному пони-

жению фотокаталитической и фотодинамической актив-

ности этих фотосенсибилизаторов, то данный фактор

необходимо непременно учитывать при практическом

применении лекарственных форм растворов фотодита-

зина и радахлорина.

В работе также показано, что применение поверх-

ностно-активных веществ (плюроник F-127 и поливи-

нилпирролидон с молекулярным весом 12600 g/mol) в

определенных пределах заметно ослабляет проблемы,

связанные с агрегацией исследуемых фотосенсибили-

заторов. Отмеченное ограничение этих пределов по

дезагрегации фотосенсибилизаторов в водных растворах

с применением плюроника F-127, отчасти, и ПВП, по-

видимому, связано с возможным влиянием механиз-

ма комплексообразования при повышении концентра-

ции добавок поверхностно-активных веществ в раство-

рах.

Как итог проведенных исследований следует отме-

тить, что полное понимание рабочих механизмов слож-

ной супрамолекулярной самосборки в виде агрегатов

и комплексов фотосенсибилизаторов с ПАВ, проявля-

ющейся в исследуемых растворах, очень важно для

создания управляемых систем на базе этих растворов

и в данной работе еще не вполне достигнуто, что, по-

видимому, предполагает проведение более детальных

дальнейших исследований этих явлений.
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