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Одной из ключевых задач при создании успешных фотосенсибилизаторов третьего поколения
является поиск соединений и композиций, отвечающих основным требованиям оптимальных фар-
макоформ. Методом гидратации пленки с использованием в качестве полимера–носителя поливи-
нилпирролидона (ПВП) приготовлены мицеллярные водные растворы на основе порфиразиновых
и фталоцианиновых комплексов алюминия, магния и цинка, являющихся перспективными фотосен-
сибилизаторами (ФС) для диагностики и фотодинамической терапии онкологических заболеваний.
Одним из основных требований к мицеллярным фармакоформам состава ФС–ПВП является форми-
рование наночастиц, средний размер которых в большинстве случаев не должен превышать 200 нм.
Данные частицы способны к пассивному накоплению в опухолевых тканях благодаря характерно-
му эффекту «повышенной проницаемости и удержания» (enhanced permeability and retention, EPR).
Методом динамического светорассеяния впервые определены значения гидродинамических радиу-
сов биосовместимых мицеллярных форм состава ФС–ПВП и выявлены композиции, образующие
наиболее стабильные наночастицы. Обнаружена тенденция к увеличению размеров частиц в рас-
творах с повышенным относительно ФС содержанием ПВП. Возможность управления размерами
наночастиц в мицеллярных растворах ФС–ПВП важна с точки зрения перспективы реализации
адресной доставки в опухолевые ткани методом «пассивного таргетинга».
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Ключевые слова: фталоцианины, порфиразины, фотодинамическая терапия, фотосенсибилизаторы, мицелляр-
ные фармакоформы, динамическое рассеяние света, гидродинамический радиус, адресная доставка, пассивный
таргетинг.

ВВЕДЕНИЕ

Одна из основных причин долгосрочного лишения
трудоспособности и смертности населения — злока-
чественные новообразования (ЗНО), которых в Рос-
сийской Федерации выявлено порядка 600 тыс. за
2016 г. [1]. Фотодинамическая терапия — одна из раз-
новидностей химиотерапии, которая успешно приме-
няется при терапии ЗНО поверхностных тканей [2].
Ткани ЗНО обладают особой структурой. Образовы-
ваясь самопроизвольно, клетки опухоли постоянно де-
лятся, поглощая кислород. Состояние гипоксии в той
или иной степени характерно для всех типов раковых
опухолей [3], что приводит к неконтролируемому ро-
сту сосудов — ангиогенезу тканей [4]. Причем данный
тип сосудов характеризуется наличием межклеточных
промежутков, обеспечивающих повышенную проница-
емость [5]. Кроме того, лимфатические сосуды в та-
ких тканях развиты слабо, в результате чего низкий
лимфатический отток создает эффект удержания ча-
стиц [6, 7]. В результате наблюдается EPR–эффект
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(Enhanced Permeability and Retention) [8], благодаря
которому и происходит накопление и удержание нано-
частиц в опухолевых тканях (пассивный таргетинг).
Далее под действием энергии лазерного излучения
в клетках и тканях развивается фотохимическая реак-
ция с выделением активных форм кислорода, что при-
водит к двум основным типам гибели опухолевых кле-
ток: некрозу и апоптозу. На данный момент, согласно
литературным данным, фотосенсибилизаторы (ФС) на
основе порфиразинов и фталоцианинов цинка и алюми-
ния широко исследуются на предмет цитотоксической
активности, как новые противоопухолевые препараты,
что подтверждается появлением актуальных публика-
ций в данном направлении [9, 10].

Доставка ФС осуществляется парентеральным спо-
собом, в частности, при помощи внутривенной инъек-
ции. Вследствие EPR-эффекта размеры капиллярных
пор в опухолевых тканях составляют от 380 нм до
1.2 мкм в зависимости от типа опухоли. Размер пор
в нормальных тканях составляет порядка 7 нм [11].
Такая разница в проницаемости кровеносных сосудов
и создает возможность пассивного накопления, накла-
дывая при этом ограничения на размер наночастиц.
Именно поэтому определение размеров частиц в фар-
макоформах ФС является ключевой задачей.
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Данная исследовательская работа является частью
научного проекта по созданию ФС третьего поколения
и посвящена исследованию следующего ряда ФС: VP–
6 на основе конъюгата фталоцианина цинка и произ-
водного хлорина е6, YK–3 и YK–2 на основе мономер-
ного и димерного фталоцианинов алюминия и PT–1 на
основе диазепинопорфиразината магния. Оптимальным
способом определения размеров наночастиц (гидроди-
намического радиуса) в прозрачных и полупрозрачных
средах является метод динамического светорассеяния
(ДСР). В процессе работы были определены размеры
частиц, а также исследовано поведение форм при дли-
тельном лазерном воздействии на двух длинах волн.
В результате были выявлены наиболее стабильные об-
разцы — потенциальные фармакоформы, для которых
в дальнейшем будет исследовано поведение в присут-
ствии основных белков сыворотки крови in vitro.

1. ОБЪЕКТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Поливинилпирролидон (ПВП, PVP–K30, Mw ∼
40000, Aldrich) был использован без дополнительной
очистки. Мицеллярные водные растворы на основе
ПВП и тетрапиррольных ФС готовили методом гид-
ратации пленки [8]. Диапазон рабочих концентраций
ФС в растворах при исследовании размеров мицел-
лярных наночастиц ПВП-ФС методом ДСР составил
3× (10−7 − 10−5)М.

1.1. Мицеллярный раствор PT–1 – ПВП

Индивидуальный ФС PT–1 (Рис. 3) синтезировали
по ранее разработанной методике [14, 15]. Мицелляр-
ный раствор готовили, смешивая PT–1 и ПВП в моль-
ном отношении 1:1.
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Рис. 1: Строение фотосенсибилизатора PT–1

1.2. Мицеллярные растворы VP–6 – ПВП

Индивидуальный ФС VP–6 (рис. 1) синтезировали
по методике, ранее разработанной для его ближайше-

го аналога [12]. Мицеллярные растворы готовили, сме-
шивая VP–6 и ПВП в мольных отношениях 1:2 и 1:5.
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Рис. 2: Строение фотосенсибилизатора VP–6

1.3. Мицеллярные растворы YK–2 – ПВП и YK–3 –
ПВП

Индивидуальные ФС YK–2 и YK–3 (Рис. 2) синте-
зировали по ранее разработанной методике [13]. Ми-
целлярные растворы готовили, смешивая YK–2 (YK–3)
и ПВП в мольном отношении 1:1.

2. МЕТОД ИССЛЕДОВАНИЯ

В настоящей работе измерение параметров диспер-
гированных в жидкости наночастиц проводилось с ис-
пользованием анализатора размеров частиц Photocor
Compact, принципиальная схема которого представле-
на на рис. 4.

Метод фотонной корреляционной спектроскопии ос-
нован на изучении корреляции количества фотонов во
времени, рассеянных в наблюдаемом объеме в задан-
ном направлении. Броуновское движение рассеиваю-
щих частиц обуславливает временные флуктуации ин-
тенсивности рассеянного света, формирующие на де-
текторе сигнал I (t). Коррелятор, анализируя получен-
ный сигнал, строит автокорреляционную функцию, по-
казывающую корреляцию интенсивности рассеянного
света через промежуток времени τ :

g (τ) = 〈I (0) I(t− τ)〉 . (1)

Причем усреднение производится по различным мо-
ментам времени t:

〈I (0) I(t− τ)〉 = lim
∆t→∞

1

∆t

∫ ∆t

0

I (t) I (t− τ) dt , (2)
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Рис. 3: Строение фотосенсибилизаторов YK–2 и YK–3

Рис. 4: Принципиальная схема экспериментальной установки Photocor Compact: 1 — источник питания, 2 — лазер (445 нм или
647 нм), 3 — фокусирующая линза, 4 — адаптер кювет, установленный коаксиально оси гониометра, 5 — консоль гониометра,
6 — приемная оптическая система, 7 — фотоумножитель, работающий в режиме счета фотонов, 8 — специальный высоко-
вольтный источник питания ФЭУ без паразитных корреляций, 9 — усилитель-дискриминатор со сквозным по постоянному
току трактом, 10 — термостат, 11 — жесткое основание, 12 — персональный компьютер, 13 — коррелятор, подключенный
непосредственно к персональному компьютеру

где ∆t — время накопления корреляционной функции.
Релаксация микроскопических флуктуаций концентра-
ции, в соответствии с гипотезой Онзагера, может быть
описана уравнением диффузии:

∂c(r, t)

∂t
= −D∇c (r, t) , (3)

где c(r, t) — концентрация, D — коэффициент диффу-
зии частиц. Автокорреляционная функция интенсив-
ности в такой системе экспоненциально затухает во

времени:

g (τ) = aexp

(

−2τ

tc

)

+ b, (4)

где a и b — экспериментальные константы. В соответ-
ствии с решением уравнения диффузии обратное время
корреляции:

1

tc
= Dtq

2, (5)

где волновой вектор флуктуаций концентрации имеет
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следующий вид:

q =
4πn

λ
sin

θ

2
, (6)

где n — показатель преломления среды, λ — длина
волны лазерного излучения, θ — угол рассеяния. Ис-
пользуя соотношение Стокса–Эйнштейна:

D =
kBT

6πηRh

, (7)

где kB- константа Больцмана, T — абсолютная темпе-
ратура среды, η — коэффициент вязкости среды, где
взвешены частицы радиуса Rh. Rh — гидродинамиче-
ский или Стоксовый радиус — размер, рассчитывае-
мый из предположения сферической формы объекта.
Таким образом, исходя из аппроксимации автокорре-
ляционной функции интенсивности рассеянного света
при помощи формулы (5) можно определить коэффици-
ент диффузии частиц. Далее — размеры исследуемых
частиц из формулы (7) [16, 17].

3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Рис. 5: Зависимость гидродинамического радиуса компонент
от концентрации наночастиц в водном растворе PT–1 – ПВП
(1:1) (синим — размеры первой компоненты, красным — раз-
меры второй компоненты)

На рис. 5–7 представлены графики зависимости гид-
родинамического радиуса компонент изучаемых образ-
цов от их концентрации в водном растворе. Исследуе-
мые образцы были приготовлены следующим образом:
в кювету с водой для инъекций объемом 5± 0.1мл до-
бавлялся исходный образец с шагом в 5 ± 0.5мкл ис-
ходного образца. Точки, соответствующие одному зна-
чению концентрации, являются выборкой из пяти кор-
реляционных функций (КФ). Конечный результат вы-
бирается как наилучший из исследуемой статистики
с учетом вида КФ, наблюдаемой интенсивности, рас-
пределения по размерам и соотношения с артефактным

пиком (статистическая ошибка) [18]. Каждая корре-
ляционная функция — результат усреднения тридца-
ти КФ, каждая из которых имела время накопления
10 с. Таким образом, суммарное время облучения об-
разца составляет более 150мин. Причем для каждого
образца устанавливалось предельное допустимое зна-
чение отклонения интенсивности рассеянного света от
среднего значения, выше которого КФ автоматически
отсеивались. Такая фильтрация данных позволяет ис-
ключить влияние флуктуаций, вызванных, например,
мелкими частицами пыли [16].

Итоговые средние значения гидродинамического ра-
диуса наночастиц приведены в табл. 1. Значения опре-
делялись с учетом влияния артефактного пика на ре-
альный размер частиц.

В течение всего эксперимента (более 150мин), ла-
зерное воздействие на длинах волн 445 нм и 647 нм
не оказало какого-либо влияния на образцы. Это под-
тверждается сохранением линейной зависимости роста
интенсивности при увеличении концентрации.

Из графиков на рис. 5–7 видно, что в данных рас-
творах присутствуют две компоненты. Это объясняется
тем, что данные вещества способны образовывать ас-
социаты большего размера. Однако анализ интенсивно-
стей показывает, что вклад компоненты большего раз-
мера мал по сравнению с основной. На рис. 5 и 6,б
отсутствие второй компоненты в ряде экспериментов
свидетельствует о незначительном вкладе ассоциатов
большего размера в общее распределение корреляци-
онной функции.

Наличие больших значений погрешностей свиде-
тельствует о флуктуациях гидродинамического ради-
уса наночастиц, что говорит о высокой склонности об-
разца к формированию ассоциатов, размеры которых
распределены в более широком диапазоне (рис. 7,а).
Это определяет его нестабильное поведение в водной
среде при данных условиях получения. Напротив, об-
разцы имеющие малое отклонение от основной компо-
ненты значения среднего гидродинамического радиуса
(табл. 1) являются стабильными квазимонодисперсны-
ми системами. Такие формы являются перспективными
с точки зрения дальнейших исследований поведения
наночастиц в растворе с основным белком крови —
сывороточным альбумином человека (САЧ).

Согласно данным табл. 1 для образцов состава VP–
6 — ПВП наблюдается тенденция к увеличению сред-
него размера наночастиц ФС–ПВП с ростом концен-
трации ПВП. Таким образом, при подборе соотноше-
ния ФС/ПВП возможно создание мицеллярных форм
ФС с заданными размерами частиц, что позволит по-
высить селективность их накопления в определенных
типах опухолей.

УЗФФ 2018 1830702–4



УЧЕНЫЕ ЗАПИСКИ ФИЗИЧЕСКОГО ФАКУЛЬТЕТА МОСКОВСКОГО УНИВЕРСИТЕТА № 3, 1830702 (2018)

а
б

Рис. 6: Зависимость гидродинамического радиуса компонент от концентрации наночастиц в водном растворе VP–6 – ПВП:
а — 1:2, б — 1:5 (синим — размеры первой компоненты, красным — размеры второй компоненты)

0 0.1 0.2 0.3 0.4

а б

Рис. 7: Зависимость гидродинамического радиуса компонент от концентрации наночастиц в водном растворе: а — YK–2 – ПВП
(1:1), б — YK–3 – ПВП (1:1) (синим — размеры первой компоненты, красным — размеры второй компоненты)

Таблица I: Гидродинамический радиус наночастиц в мицеллярных формах фотосенсибилизаторов (по данным динамического
рассеяния света), вклад интенсивности компонент

Образец Средний гидродинамический Средний вклад Допустимое отклонение

радиус компонент,нм интенсивности компоненты, % интенсивности, %

PT–1 − ПВП (1:1) 124 ± 20; 418 ± 75 48; 17 60

VP–6 − ПВП (1:2) 43 ± 7; 79 ± 19 50; 17 70

VP–6 − ПВП (1:5) 59 ± 17; 169 ± 43 67; 7 40

YK–2 − ПВП (1:1) 23 ± 7; 107 ± 37 38; 24 80

YK–3 − ПВП (1:1) 10 ± 4; 104 ± 8 8; 73 40
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Все исследованные в данной работе образцы устой-
чивы к облучению на длинах волн 445 нм и 647 нм, что
позволяет успешно проводить исследования содержа-
щихся в них наночастиц методом динамического рас-
сеяния света. Данный метод способен выявлять ста-
бильные формы и в дальнейшем позволит определить
их поведение в присутствии основных белков сыворот-
ки крови человека (сывороточного альбумина и гамма–
глобулина), что будет являться основной при созда-
нии ФС третьего поколения. Задача по изготовлению
успешного ФС на основе фталоцианина широко обсуж-
даема в зарубежной литературе [19–21].

Обнаруженный эффект увеличения размера наноча-
стиц при увеличении концентрации ПВП позволит от-
ладить методику приготовления образцов с необходи-

мыми размерами частиц для практического примене-
ния в конкретных случаях терапии злокачественных
новообразований.

Коллектив авторов выражает благодарность члену-
корреспонденту РАН профессорам О.И.Койфману
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The study of the stability of photosensitizers based on tetrapyrrolic aluminum, magnesium
and zinc complexes at various factors

A.R. Krot1,a, Y.D. Stroganova1, I.A. Sergeeva1, K.V. Fedorova1,b, Yu. S. Korostei2, I.O. Balashova2, V. E.
Pushkarev2, P.A. Tarakanov2

1Department of molecular processes and extreme states of matter, Faculty of Physics, Lomonosov Moscow State University
Moscow 119991, Russia

2IPAC RAS. Moscow region 142432, Russia
E-mail: aar.krot@physics.msu.ru, bfedorova@physics.msu.ru

The complexes of nanoparticles — promising photosensitizers that are used for diagnostics and photodynamic therapy of
oncological diseases, were synthesized by the combination of inorganic nanostructures with polymerization of organic monomer
method based on porphyrazines and phthalocyanines of aluminum, magnesium, zinc and polyvinylpyrrolidone as a polymer. As
a result of the circulation of nanoparticles in the bloodstream, they passively accumulate in the tumor tissues due to the EPR
effect. One of the key conditions for observing this effect is the particle size, which in most cases should not exceed 200 nm. The
dynamic light scattering method was used to determine for the first time the values ??of the hydrodynamic radii of biocompatible
micellar forms and the most stable complexes of these nanoparticles were established. The tendency to increase the size of the
photosensitizer with an increase in the relative concentration of the polymer is revealed, which makes it possible to form a well-
established technology for the synthesis of nanoparticles of the required size, to implement targeted delivery to tumor tissues using
the «passive targeting» method.

PACS: 87.15.bk; 87.25.hg
Keywords: photodynamic therapy, photosensitization, nanoparticle synthesis, micelles, dynamic light scattering, hydrodynamic

radius, targeted delivery, passive targeting.
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