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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ  
СКОРОСТИ ДИССОЦИАЦИИ ТЕТРАПИРРОЛЬНЫХ  

СОЕДИНЕНИЙ ИЗ КОМПЛЕКСОВ ВКЛЮЧЕНИЯ С МОНОМЕРНЫМИ  
И ПОЛИМЕРНЫМИ ПРОИЗВОДНЫМИ ЦИКЛОДЕКСТРИНА
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Аннотация. C использованием флуоресцентных методов проведено систематическое исследование эффек-
тивности образования и скорости диссоциации комплексов включения тетрапиррольного фотосенсибилизатора 
мета-тетра(гидроксифенил)хлорина (мТГФХ) с мономерным метил-β-циклодекстрином (М-β-ЦД) и полимер-
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ными производными циклодекстрина – полимером β-циклодекстрина (β-ЦДПР) и полимером карбоксиметил-β-
циклодекстрина (КМ-β-ЦДПР). Показано, что ряд параметров спектров возбуждения и испускания флуоресценции 
можно использовать для контроля процессов связывания молекул фотосенсибилизатора с исследованными нано-
структурами. На основании анализа изотерм связывания сделан вывод о влиянии особенностей структуры поли-
меров на их взаимодействие с мТГФХ. Установлено, что константы связывания мТГФХ с β-ЦДПР и КМ-β-ЦДПР 
значительно выше константы связывания мТГФХ с М-β-ЦД. Исследование процессов диссоциации мТГФХ из 
состава комплексов включения при разведении растворов, а также при перераспределении молекул фотосенсиби-
лизатора на липидные везикулы показало, что скорость диссоциации мТГФХ из комплексов включения с β-ЦДПР 
и КМ-β-ЦДПР существенно меньше его скорости диссоциации из комплексов включения с М-β-ЦД. Введение 
фотосенсибилизаторов в составе комплексов включения с полимерными циклодекстринами может обеспечить 
бóльшую степень контроля распределения лекарственных препаратов, а также возможность прогнозирования 
фармакокинетического поведения пигмента.

Ключевые слова: темопорфин; фотосенсибилизатор; комплексы включения; циклодекстрины; полимеры; ли-
пидные везикулы.
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Abstract. A systematic study of the formation efficiency and dissociation rate of inclusion complexes of the tetrapyr-
role photosensitiser meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorine (mTHPC) with monomeric methyl-β-cyclodextrin (M-β-CD) and 
polymeric derivatives of cyclodextrin – β-cyclodextrin polymer (β-CDPS) and carboxymethyl-β-cyclodextrin polymer 
(CM-β-CDPS) was carried out using fluorescence methods. It is shown that a number of parameters of fluorescence 
excitation and emission spectra can be used to control the binding processes of photosensitiser molecules to the studied 
nanostructures. On the basis of the analysis of binding isotherms, the conclusion about the influence of the structure 
features of polymers on their interaction with mTHPC was made. The binding constants of mTHPC to β-CDPS and 
СM-β-CDPS were shown to be significantly higher compared the binding constant of mTHPC to M-β-CD. The study of 
dissociation processes of mTHPC from inclusion complexes during dilution of solutions, as well as during redistribution 
of photosensitiser molecules on lipid vesicles showed that the dissociation rate of mTHPC from inclusion complexes with 
β-CDPS and CM-β-CDPS is significantly lower than the dissociation rate of its from inclusion complexes with M-β-CD. 
The introduction of photosensitisers as part of inclusion complexes with polymeric cyclodextrins may provide a greater 
degree of control over the distribution of the drugs, as well as the ability to predict pharmacokinetic behaviour of pigment.

Keywords: temoporfin; photosensitiser; inclusion complexes; cyclodextrins; polymers; lipid vesicles.
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Введение
Циклические полисахариды циклодекстрины (ЦД) широко применяются для решения разно об-

разных медицинских и биотехнологических задач. Благодаря способности образовывать комплексы 
включения с различными молекулами, обусловленной пространственной структурой в виде усечен-
ного кону са с липофильной внутренней полостью и гидрофильной периферической поверхностью, 
ЦД используются при разработке и совершенствовании лекарственных форм для химиотерапии раз-
личных заболеваний, в том числе фотодинамической терапии (ФДТ) [1; 2].
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Производные β-ЦД (рис. 1, б ) демонстрируют высокое сродство к арилзамещенным порфиринам (АП), 
которые применяются в методе ФДТ в качестве фотосенсибилизирующих агентов. Механизмы взаимо-
действия АП с ЦД являлись предметом многочисленных научных исследований [3–5]. Согласно экс-
периментальным данным время существования комплексов АП с ЦД невелико [6], поэтому в средах, 
содержащих биологические молекулы, АП могут легко перераспределяться из комплексов включения 
на данные структуры [7]. В силу этого использование производных β-ЦД для введения фотосенсиби-
лизаторов (ФС) на основе АП влияет на процессы их биораспределения.

Увеличить время существования комплексов АП с ЦД можно посредством применения полимерных 
производных ЦД, в которых молекула ФС способна образовывать комплексы одновременно с двумя 
циклодекстриновыми звеньями [8]. В данном случае разрыв одного контакта не приводит к освобож-
дению молекулы ФС, при этом существует большая вероятность образования новых связей с другими 
звеньями полимерной цепи. Предполагается, что подобные особенности взаимодействия могут значи-
тельно влиять на физико-химические характеристики комплексов включения АП с полимерами ЦД [9].

Целью настоящей работы являлись сравнительное исследование процессов взаимодействия моно-
мерного β-ЦД и двух полимерных производных β-ЦД с порфириновым ФС и оценка скоростей диссо-
циации молекул ФС из состава комплексов включения с производными β-ЦД.

Материалы и методы исследования
Реагенты. В работе использовали ФС мета-тетра(гидроксифенил)хлорин (мТГФХ) под торговым 

наименованием «Темопорфин» (Biolitec Research, Германия). Его растворяли в 99,6 % этаноле до полу-
чения стоковой концентрации 1 ⋅ 10–3 моль/л. Готовый раствор мТГФХ хранили в защищенном от света 
месте при температуре 4 °C. Структурная формула исследуемого ФС представлена на рис. 1, а.

Кроме того, в работе использовали метил-β-циклодекстрин (М-β-ЦД) производства компании AraChem 
(Нидерланды), а также растворимые полимерные производные ЦД производства фирмы CycloLab (Вен-
грия) – полимер β-циклодекстрина (β-ЦДПР) и полимер карбоксиметил-β-циклодекстрина (КМ-β-ЦДПР). 
Согласно документации полимерные производные ЦД получены путем случайного сшивания мономе-
ров ЦД (β-ЦД и карбоксиметил-β-циклодекстрина (КМ-β-ЦД)) с эпихлоргидрином. Молекулы β-ЦДПР 
и КМ-β-ЦДПР содержали в среднем 100 –110 мономерных циклодекстриновых звеньев.

Водные растворы готовили на основе фосфатно-солевого буфера (ФСБ) (8 г NaCl, 0,2 г KCl, 1,44 г 
Na2HPO4 и 0,24 г KH2PO4 на 1 л раствора; pH 7,4). При работе исходный раствор ФСБ разбавляли дис-
тиллированной водой в соотношении 1 : 4.

Приготовление липидных везикул. Униламеллярные липидные везикулы готовили из синтетического 
дипальмитоилфосфатидилхолина (ДПФХ) производства компании Sigma­Aldrich (США) на ручном экс-
трудере Avanti Mini-Extruder (Avanti Polar Lipids, США) по методу Бенгема, используя поликарбонатные 

Рис. 1. Молекулярная структура мТГФХ (а), β-ЦД и его производных (б ) 
(для β-ЦД R = H, для М-β-ЦД R = H или R = СН3, для КМ-β-ЦД R = H или R = COOH)

Fig. 1. Molecular structures of meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorine (mTHPC) (a),  
β-cyclodextrin (β-CD) and its derivatives (b) 

(for β-CD R = H, for methyl-β-cyclodextrin (M-β-CD) R = H or R = СН3,  
for carboxymethyl-β-cyclodextrin R = H or R = COOH)
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мембранные фильтры Nuclepore® (Whatman, Великобритания) с порами размером 100 нм. Высушенную 
липидную пленку гидратировали ФСБ при постоянном перемешивании. Качество суспензии липосом 
контролировали методом динамического светорассеяния.

Абсорбционные и флуоресцентные измерения. Спектральные характеристики ФС регистрирова-
ли на спектрофотометре PV-1251С (SOLAR, Беларусь) и спектрофлуориметре CM-2203 (SOLAR), обо-
рудованных термостатируемой ячейкой. Концентрацию мТГФХ определяли по величине оптической 
плотности на длине волны λ = 417 нм, коэффициент молярной экстинкции мТГФХ в растворе этанола 
составлял 1,5 ⋅ 105 (моль/л)–1 ⋅ см–1. Оптическая плотность всех образцов на длинах волн возбуждения 
и регистрации флуоресценции не превышала 0,02.

Исследование динамики перераспределения ФС между биологическими структурами. Для из-
мерения количества ФС, связанного с производными β-ЦД в присутствии липидных везикул, исполь-
зовали описанный ранее метод [10], основанный на особенностях спектрально-флуоресцентных харак-
теристик мТГФХ при образовании комплексов с различными биологическими структурами.

Результаты и их обсуждение
Анализ спектрально-флуоресцентных характеристик мТГФХ. Следует отметить, что мТГФХ 

имеет характерный для хлоринов спектр поглощения: в видимой области спектра наблюдаются интен-
сивная полоса Соре с максимумом при 417 нм и четыре Q-полосы, из которых наиболее интенсивной 
является длинноволновая полоса с максимумом при 651 нм. Как и многие АП, молекулы мТГФХ в водных 
растворах агрегируют, что приводит к характерным изменениям их абсорбционных и флуоресцентных 
свойств [11–13]. В присутствии биологических структур происходит мономеризация мТГФХ [14]. При 
этом спектрально-флуоресцентные характеристики ФС восстанавливаются. Согласно работам [10; 15] 
абсорбционные свойства мТГФХ в суспензии липосом и в составе комплексов включения с β-ЦД близки 
к характеристикам ФС в органических растворителях. Показано, что спектры возбуждения флуорес-
ценции мТГФХ в составе различных биологических молекул могут отличаться (рис. 2), что, вероятно, 
обусловлено особенностями влияния микроокружения на электронную структуру молекул пигмента. 
Эти особенности можно использовать для определения природы центров связывания, а также для ана-
лиза процессов миграции молекул пигмента между различными структурами. Согласно нашим дан-
ным наиболее информативным является параметр ψ, определяемый как отношение интенсивностей 
флуоресценции мТГФХ при возбуждении на длинах волн λ1 = 400 нм и λ2 = 430 нм (I400/I430). Значение 
ψ = 1,15 соответствует флуоресценции мТГФХ, связанного с М-β-ЦД. Величина параметра ψ, равная 
0,65 (0,66), характерна для флуоресценции мТГФХ в комплексах включения с КМ-β-ЦДПР (β-ЦДПР). 
Для флуоресценции молекул мТГФХ, включенных в состав липидных везикул, величина параметра ψ 
составляет 0,95.

Рис. 2. Нормированные спектры флуоресценции мТГФХ (0,1 мкмоль/л) в этаноле  
и в водных растворах М-β-ЦД (10 мкмоль/л), КМ-β-ЦДПР (10 мкмоль/л),  

β-ЦДПР (10 мкмоль/л), липосом из ДПФХ (0,1 ммоль/л)
Fig. 2. Normalised fluorescence spectra of mTHPC (0.1 µmol/L) in ethanol and in aqueous solutions  

of M-β-CD (10 µmol/L), carboxymethyl-β-cyclodextrin polymer (СM-β-CDPS) (10 µmol/L),  
β-cyclodextrin polymer (β-CDPS) (10 µmol/L), liposomes from dipalmitoylphosphatidylcholine (0.1 mmol/L)
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Определение констант связывания. Проведенные ранее исследования показали, что оценивать ве-
личину константы связывания (Ксв ) мТГФХ с производными β-ЦД можно на основании анализа изотерм 
связывания ФС в растворах с различной концентрацией β-ЦД [3; 16]. Так, при изучении взаимодействия 
мТГФХ с М-β-ЦД была получена константа связывания, равная 7,1 ⋅ 105 (моль/л)–1; для триметил-β-
циклодекстрина константа связывания с мТГФХ существенно выше – 1,1 ⋅ 107 (моль/л)–1. Подобный 
алгоритм определения констант связывания может быть использован и в случае с полимерными β-ЦД.

На рис. 3 представлены зависимости относительного квантового выхода флуоресценции мТГФХ 
в вод ном растворе при варьировании концентрации производных β-ЦД (М-β-ЦД, КМ-β-ЦДПР 
и β-ЦДПР). 

Для М-β-ЦД наблюдается S-образная кривая с резким наклоном. Рост величины относительного 
квантового выхода флуоресценции на 90 % происходит в интервале изменения концентрации β-ЦД не 
более чем на порядок. В случае взаимодействия с КМ-β-ЦДПР и β-ЦДПР наблюдаются также S-образные 
изотермы, которые смещены в область меньших молярных концентраций. При этом увеличение от-
носительного квантового выхода флуоресценции на 90 % происходит при изменении концентрации 
β-ЦД более чем на два порядка. На основании анализа кривых титрования были оценены значения 
кажущихся констант связывания мТГФХ с производными β-ЦД (см. таблицу). Согласно полученным 
данным аффинность мТГФХ к КМ-β-ЦДПР и β-ЦДПР существенно выше, чем к М-β-ЦД. Более объ-
ективным является сравнение показателей связывания молекул ФС с учетом различий концентрации 
мономерных циклодекстриновых звеньев. Перерасчет изотерм связывания с учетом степени полиме-
ризации показывает, что относительное сродство мТГФХ к мономерному β-ЦД значительно выше, чем 
к его полимерным производным.

Отличия формы изотерм связывания, вероятно, обусловлены влиянием особенностей структуры по-
лимеров на процессы формирования комплексов включения. Присутствие циклодекстриновых звеньев 
в составе линейной полимерной молекулы может влиять на вероятность образования комплексов со сте-
хиометрией 1 : 2. В случае с КМ-β-ЦДПР этот эффект может быть выражен более значительно вследст вие 
влияния заряженных групп СОО– на конформационную подвижность полимерной цепи.

Рис. 3. Нормированные зависимости относительного  
квантового выхода флуоресценции мТГФХ (0,1 мкмоль/л)  

в водном растворе при варьировании концентрации производных β-ЦД
Fig. 3. Normalised dependences of the relative  

fluorescence quantum output of mTHPC (0.1 µmol/L)  
in aqueous solution when varying the concentration of β-CD derivatives
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Значения кажущихся констант связывания мТГФХ  
с производными β-ЦД, (моль/л)–1

Values of apparent binding constants of mTHPC  
with β-CD derivatives, (mol/L)–1

Производные β-ЦД Ксв К*св

М-β-ЦД 6,8 ⋅ 105 –

КМ-β-ЦДПР 1,8 ⋅ 107 1,6 ⋅ 105–1,8 ⋅ 105

β-ЦДПР 6,1 ⋅ 106 5,5 ⋅ 104– 6,1 ⋅ 104

П р и м е ч а н и е. К*св – значения констант связывания, рассчи-
танные на одно мономерное циклодекстриновое звено в составе 
полимерных β-ЦД.

Кинетика высвобождения мТГФХ из комплексов включения. Следует отметить, что при исполь-
зовании различных систем для введения лекарственных препаратов в организм важное значение имеют 
не только равновесные, но и кинетические характеристики комплексообразования, отражающие ско-
рость, с которой молекулы лекарственного соединения образуют комплекс и выходят из него. Ранее для 
комплексов включения ФС с мономерными ЦД была проведена оценка констант скоростей ассоциации 
и диссоциации [7]. Показано, что константы скоростей диссоциации пигмента из комплексов включения 
велики, вследствие чего время нахождения молекул ФС в составе комплекса включения мало. Исходя из 
этого, вероятность нахождения мТГФХ в составе комплекса включения с ЦД в значительной степени 
определяется концентрацией ЦД.

В настоящей работе проведено сравнение скоростей диссоциации мТГФХ из комплексов включения 
с мономерным и полимерными β-ЦД. Оценить скорость выхода молекул мТГФХ из состава комплексов 
включения с производными β-ЦД можно на основании анализа изменений интенсивности флуоресцен-
ции мТГФХ при разведении растворов комплексов включения ФС с ЦД. Снижение концентрации ЦД 
в растворе смещает равновесие в процессе формирования комплексов включения в сторону их диссо-
циации с последующей агрегацией свободных молекул ФС. Действительно, при разведении растворов 
комплексов включения мТГФХ (5 мкмоль/л) с мономерным М-β-ЦД (20 мкмоль/л) в 100 раз относи-
тельный квантовый выход флуоресценции молекул ФС снижается на 50 % в течение 30 мин, а через 
2 ч падает на 90 % от первоначального значения. При разведении растворов комплексов включения 
мТГФХ (5 мкмоль/л) с КМ-β-ЦДПР и β-ЦДПР (20 мкмоль/л) наблюдается очень медленное уменьше-
ние интенсивности флуоресценции ФС. Изменение относительного квантового выхода флуоресценции 
мТГФХ в обоих образцах через 2 ч не превышает 18–22 %.

Более объективные данные при сравнении скоростей диссоциации можно получить на основании 
анализа скоростей перераспределения молекул ФС из состава комплексов включения на липидные ве-
зикулы. Действительно, при внесении в раствор комплексов включения мТГФХ с β-ЦД избытка липид-
ных везикул скорость процесса перераспределения определяется в основном скоростью выхода ФС из 
состава комплексов включения с β-ЦД. Следить за процессом перераспределения можно посредством 
измерений величины параметра ψ, который характеризует отличия полосы Соре в спектрах возбужде-
ния флуоресценции мТГФХ, связанного с различными структурами.

На рис. 4 представлены кривые, иллюстрирующие скорости перераспределения мТГФХ из комплек-
сов включения с исследуемыми производными β-ЦД (М-β-ЦД, КМ-β-ЦДПР и β-ЦДПР) на липидные 
везикулы.

Согласно полученным данным для мономерного β-ЦД наблюдается очень быстрое перераспределе-
ние молекул мТГФХ, что, очевидно, связано с их высокой скоростью диссоциации из комплексов вклю-
чения. Для обоих полимерных производных β-ЦД процесс перераспределения осуществляется значи-
тельно медленнее. Для того чтобы молекулы пигмента вышли из комплексов включения с КМ-β-ЦДПР 
и связались с липидными везикулами, требуется около 30 мин. За это время из комплексов включения 
с β-ЦДПР перераспределяется всего 15 % молекул ФС. Разница в скоростях перераспределения мТГФХ 
из комплексов включения с полимерными производными β-ЦД, возможно, обусловлена отличиями 
количественных характеристик связывания мТГФХ с полимерами. Интересным представляется тот 
факт, что КМ-β-ЦДПР, несмотря на более высокую аффинность при равновесном связывании с мТГФХ, 
характеризуется более высокой скоростью диссоциации из комплексов включения по сравнению  
с β-ЦДПР.
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Заключение
Согласно проведенным исследованиям мТГФХ эффективно взаимодействует как с мономерными, 

так и с полимерными производными β-ЦД. Характеристики процесса комплексообразования для ис-
следованных β-ЦД существенно различаются. Относительное сродство мТГФХ к мономерному β-ЦД 
меньше, чем к его полимерным производным, однако сродство ФС к мономерным циклодекстриновым 
звеньям в составе полимерной молекулы больше. Значительно различаются скорости диссоциации мо-
лекул пигмента из состава комплексов включения с мономерными и полимерными β-ЦД. Полученные 
результаты позволяют предположить, что введение лекарственных препаратов в составе комплексов 
с полимерными ЦД может обеспечить бóльшую степень контроля их распределения, а в случае ФДТ 
даст возможность прогнозировать фармакокинетическое поведение ФС при использовании специальных 
фармакологических форм.
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