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Abstract. A modified technique of ultrafiltration for the study of the binding processes between photosen-

sitizers with different physical and chemical properties and albumin was developed. Experimental data are in 

good agreement with a model in which the HSA macromolecule has one strong binding site for the derivatives of 

chlorine e6. The contribution both hydrophobic and electrostatic interactions to the formation of complexes b e-

tween the molecules of photosensitizer and protein is discussed. 

 

Сывороточный альбумин является основным транспортных белков плазмы крови. 

Благодаря своей уникальной структуре сывороточный альбумин человека (САЧ) способен 

обратимо связывать и переносить в потоке крови различные лекарственные соединения, в 

том числе и тетрапиррольные фотосенсибилизаторы (ФС). Показано, что свойства моле-

кул ФС и белка-носителя могут существенно влиять на характеристики накопления ФС в 

различных органах и тканях, в том числе – в злокачественных новообразованиях. Вслед-

ствие этого изучение параметров комплекообразования с САЧ имеет важное значение для 

прогнозирования фармакокинетического поведения ФС в организме. 

В данной работе приведены результаты исследования параметров связывания с САЧ 

хлорина е6 (Хл е6) и ряда его этерифицированных производных – монометилового (ММЭ), 

диметилового (ДМЭ) и триметилового (ТМЭ) эфиров. Метод ультрафильтрации был мо-

дифицирован, что обеспечивало проведение эксперимента при неизменном объеме иссле-

дуемого образца, содержащего окрашенный ФС раствор САЧ (рис.1). 

 

1 - подача инертного газа под давлением 100 кПа, 2 – дополнительная емкость с фосфатным буфером, 

3 – ультрафильтрационный модуль, заполненный раствором окрашенного сывороточного альбумина, с маг-

нитным ротором (4), 5 – магнитная мешалка, 6 – фильтрат. 

Рисунок 1 – Схема модифицированной ультрафильтрационной установки 

Использование полупроницаемой мембраны АЦ-50 (МИФИЛ, Беларусь) позволяет 

обеспечить поток элюента через измерительный модуль, при прохождении которого мо-

лекулы САЧ и связанные с ними молекулы ФС остаются внутри модуля, а молекулы не-

связанного (свободного) ФС вымываются в составе фильтрата. Изменение концентрации 

ФС в образце внутри модуля при прохождении определенного объема элюента описыва-

ется уравнением 

ln(C0/C)=V/(V0(1+K×)),     (1) 
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где С0 – начальная концентрация ФС в образце; С – концентрация ФС в образце по-

сле прохождения объема V элюента; V0 – объем образца (модуля); K× – интегральный 

показатель связывания (ИПС), равный произведению К (коэффициента распределения ФС 

между фазами) и  (относительного объема белковой фазы). Распределение ФС в образце 

между водной и белковой фазами происходит по механизму равновесного связывания и 

при достаточно низких относительных концентрациях ФС (СБ>>СФС), поэтому в уравне-

нии 1 параметру К соответствует константа связывания (КС), а параметру  – концентра-

ция мест связывания [N]. Построив зависимость ln(C0/C) от V/V0 , можно по тангенсу угла 

наклона кривой определить величину (1+КС·N) и вычислить значение ИПС.  

Приведенные на рис.1 результаты экспериментов показывают, что кинетика измене-

ния содержания производных Хл е6 в образцах в процессе ультрафильтрации хорошо опи-

сывается уравнением первого порядка, о чем свидетельствует линейность зависимости 

ln(C0/C) от удельного объема фильтрата, которая выполняется в широком диапазоне соот-

ношений концентраций ФС и САЧ. Дополнительные исследования показали, что скорость 

вымывания не меняется при вариации концентрации ФС в образце, но линейно зависит от 

концентрации белка. 

Концентрация САЧ в образце – 0,4 мг/мл, начальная концентрация ФС равна 8×10
-7

 моль/л. 

1 – Хл е6, 2 – ДМЭ, 3 – ТМЭ. 

Рисунок 2 – Зависимости изменения содержания производных Хл е6 в растворе САЧ 

от удельного объема фильтрата в процессе ультрафильтрации 

На основании полученных результатов можно рассчитать величину ИПС согласно 

уравнению 1. Для того, чтобы рассчитать значение константы связывания, необходимо 

дополнительно определить значение концентрации мест связывания на молекулах белка. 

Ранее для Хл е6 и ряда порфириновых соединений было показано, что в молекуле САЧ для 

них имеется только один центр связывания с высоким сродством [1]. Принимая в расчет 

структурное подобие Хл е6 и его производных можно предположить, что сказанное выше 

верно для всех хлоринов при используемых условиях эксперимента. При таком допуще-

нии концентрация мест связывания численно будет равна концентрации САЧ в образце, 

поэтому на основании результатов экспериментов по ультрафильтрации можно опреде-

лить константы связывания хлоринов с альбумином. 

Полученные результаты, представленные в таблице, свидетельствуют о сильных 

различиях в сродстве производных Хл е6 к альбумину. При этом для ММЭ и Хл е6 разли-

чие в величинах КС незначительно (~7%), тогда как для ДМЭ этот показатель почти в 3 

раза меньше, а для ТМЭ – на порядок меньше в сравнении с Хл е6. Наблюдаемые различия 

в сродстве не связаны с влиянием на процесс измерений агрегации ФС, поскольку они со-

храняются неизменными при вариации концентраций ФС в довольно широком диапазоне 
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и, таким образом, отражают различия в параметрах связывания с САЧ исследуемых хло-

ринов в мономерной форме. 

Таблица – Константы связывания (КС) c САЧ, рассчитанные на основании данных по 

ультрафильтрации  производных хлорина е6, различающихся по заряду молекулы и вели-

чине коэффициента распределения октанол-вода (КОВ) [2] 

ФС 
Количество анионных кар-

боксильных групп 
КОВ КС, 10

6
 (моль/л)

–1
 

Хл е6 3 1,0 1,21±0,09 

ММЭ 2 3,5 1,13 ±0,08 

ДМЭ 1 19 0,43 ±0,04 

ТМЭ 0 54 0,11 ±0,02 

Считается, что основную роль в образовании устойчивых комплексов играют гидро-

фобные взаимодействия. Например, для ряда порфириновых ФС показано, что константа 

связывания с САЧ увеличивается с ростом гидрофобности соединения [3], то есть ФС с 

меньшим значением КОВ характеризуются меньшей величиной КС. Однако для производ-

ных Хл е6 наблюдается обратная зависимость, обусловленная тем, что у производных 

Хл е6 помимо полярности различается еще и заряд молекулы. Снижение величины КС 

(таблица 1) с уменьшением числа отрицательно заряженных боковых групп на молекуле 

ФС может свидетельствовать о существенном вкладе в процессы комплексообразования 

электростатических взаимодействий. Участок связывания с высоким сродством для тетра-

пирролов на молекуле САЧ предположительно идентичен центру связывания гема в суб-

домене ВI, представляющему собой гидрофобный «карман». При встраивании в него гем 

взаимодействует своими пропионатными группами с триадой остатков аминокислот (ли-

зин, аргинин и гистидин) на входе в «карман» [4]. Молекула Хл e6, вероятно, размещается 

таким же способом, обеспечивая при помощи трех карбоксильных групп хорошую стаби-

лизацию через солевые мостики с остатками аминокислот. Такая модель взаимодействия 

производных Хл e6 в заряженной анионной форме с САЧ в наибольшей степени соответ-

ствует полученным нами результатам. Следует отметить, что уменьшение числа заряжен-

ных боковых групп с трех (Хл е6) до двух (ММЭ) слабо сказывается на величине КС (таб-

лица 1). Однако этерификация двух боковых заместителей в молекуле ДМЭ, вызывающая 

снижение заряда молекулы до 1, приводит уменьшению величины КС в 3 раза. Можно 

предположить, что для стабилизации комплекса ФС-САЧ необходимо взаимодействие 

карбоксильных групп хлоринов как минимум с двумя положительно заряженными груп-

пами белка на входе в «карман». 

Разработанный нами модифицированный метод ультрафильтрации позволяет иссле-

довать процессы образования комплексов с альбумином для ФС с различными физико-

химическими свойствами. Данные экспериментов хорошо согласуются с моделью, со-

гласно которой макромолекула САЧ имеет одно сильное место связывания для производ-

ных Хл е6. При этом вклад в образование комплексов вносят как гидрофобные, так и элек-

тростатические взаимодействия между молекулами ФС и белка. 
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