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Аннотация. Проведено исследование фотодинамического потенциала соединения, содержащего природ-
ный фотосенсибилизатор (ФС) порфиринового ряда хлорин Е6 и редкоземельный металл европий (полиэти-
ленимин/хлорин Е6/диэтилентриаминпентауксусная кислота/фолиевая кислота/европий, PEI/e6/DTPA/FA/
Eu). Спектрофотометрическим способом подтвержден состав молекулярного конъюгата, содержащего ФС.  
Показано, что при воздействии полупроводниковым лазером красного света (λ=645 нм) в течение 20 мин. моле-
кулярный конъюгат в фосфатно-солевом буфере (ФСБ) способен продуцировать активные формы кислорода 
(АФК). После 1 сут. контакта с 1,56 мкг/мл молекулярного конъюгата и культурой асцитной аденокарциномы 
Эрлиха количество некротизированных клеток составляло 78,0±3,9 %, что указывало на его цитотоксическое 
действие. наибольший фототоксический эффект PEI/e6/DTPA/FA/Eu проявлялся через 4 сут. После контакта 
клеток с 12,5 мкг/мл PEI/e6/DTPA/FA/Eu и облучения процент нежизнеспособных составил 81,5±4,1 %, тогда 
как, для свободного хлорина Е6 47,4±2,4 %. Полученные результаты являются перспективной основой для даль-
нейших исследований потенциального фотосенсибилизатора.
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Abstract. The photodynamic potential of a compound containing a natural photosensitizer (PS) of the porphyrin series 
Chlorin e6 and rare earth metal europium (polyethyleneimine/Chlorin e6/diethylenetriaminepentaacetic acid/folic acid/
europium, PEI/e6/DTPA/FA/Eu) was studied. Spectrophotometric method confirmed the composition of the molecular 
conjugate containing PS. It has been shown that due to the expose of a semiconductor laser of red light (λ=645 nm) for 
20 min the molecular conjugate in phosphate-buffered saline (PBS) is capable to produce reactive oxygen species (ROS). 
After 1 day of contact with 1,56 μg/ml of the molecular conjugate and the culture of Ehrlich's ascitic adenocarcinoma 
the number of necrotic cells was 78,0±3,9 %, indicating its cytotoxic effect. The higher phototoxic effect of PEI/e6/
DTPA/FA/Eu was manifested after 4 days. After contact of cells with 12,5 μg/ml PEI/e6/DTPA/FA/Eu and irradiation 
the percentage of non-viable cells was 81,5±4,1 %, while for free Chlorin e6 it was 47,4±2,4 %. The results obtained are 
a promising basis for further studies of a potential photosensitizer.
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Перспективы применения метода фотодинами-
ческой терапии (ФДт) связаны с неинвазивностью 
и селективностью в отношении опухолевых клеток. 
Известные в настоящее время ФС обладают рядом 
свойств, таких как многоступенчатый дорогостоя-
щий синтез, поэтапная очистка, малая растворимость 
вещества в биологических жидкостях, нестабиль-
ность на свету, которые в целом могут оказывать 
влияние на финансовые затраты применяемого метода 
терапии [1]. Одним из направлений исследова-
ний в области ФДт является разработка ФС нового  

поколения методами модификации физико-химиче-
ских свойств природных компонентов [2, 3]. Воз-
можным вариантом проведения целенаправленного 
синтеза является включение тяжелых металлов  
в структуру ФС для улучшения фотостабильности, 
фотофизических и фотохимических свойств [4]. 
целью настоящего исследования является оценка 
фототоксического эффекта молекулярного конъюгата 
на основе фотосенсибилизатора хлорина Е6 на клетки 
асцитной аденокарциномы Эрлиха.

Материалы и методы
Определение оптической плотности растворов 

фотосенсибилизаторов хлорина Е6 и молекулярного 
конъюгата полиэтиленимин/хлорин Е6/диэтилентри-
аминпентауксусная кислота/фолиевая кислота/евро-
пий (PEI/e6/DTPA/FA/Eu) и построение спектра их 
поглощения в фосфатно-солевом буфере (рн=7,4) про-
водили на спектрофлуориметре Synergy H1 (BioTek, 
США) в диапазоне длин волн 300-700 нм с интерва-
лом 1 нм при температуре 21 °С. Оптимальное время 
облучения ФС красным светом полупроводникового 
лазера (ООО «Свет и жизнь», Россия) с λ=645 нм 
подбирали в диапазоне от 5 до 30 мин с интервалом  
в 5 мин в условиях отсутствия прямого солнечного 
света в концентрациях от 10 до 50 мкг/мл в ФСБ.

Биологические эффекты молекулярного конъюгата 
в концентрациях 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25,0; 50,0 
мкг/мл оценивали при воздействии на культуру кле-
ток асцитной аденокарциномы Эрлиха (ААЭ), кото-
рую получали путем внутрибрюшинной инокуляции 
половозрелым самцам мышей ICR линии CD-1, полу-
ченных из нПП «Питомник лабораторных живот-
ных» (Филиал института биоорганической химии 
им. м.м. Шемякина и Ю.А. Овчинникова). манипу-
ляции с животными проводились в соответствии с 
положениями хельсинкской декларации, требований 
Европейской конвенции по содержанию, кормлению и 
уходу за подопытными животными, дизайн исследова-
ния одобрен междисциплинарным комитетом по этике 
ФГБОУ ВО тГмУ минздрава России (протокол № 5 
от 17.01.2022 г.). 

Суспензию клеток разносили в 96-луночные план-
шеты по 200 мкл в концентрации 1×106 кл/мл в среде 
Игла, модифицированной по Дульбекко (Dulbecco's 
modified Eagles medium, DMEM, Lonza, Verviers, 
Бельгия), содержащей 10 % фетальной бычьей сыво-
ротки (Life Technologics Inc., США) и 0,05 % ген-
тамицина (Sigma Aldrich, США). Подготовленную 
культуру помещали в инкубировали при 5 % CO2, 
37 °C в течение суток, производили замену среды и 
вносили хлорин Е6 и PEI/E6/DTPA/FA/Eu в концен-
трациях 1,56; 3,125; 6,25 и 12,5 мкг/мл и через сутки  

тестировали на жизнеспособность с помощью метода, 
позволяющего оценивать способность восстанав-
ливать 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-
тетразолиум бромид (MTT) в формазан. В каждую 
лунку планшета с клетками и препаратами вносили 
по 10 мкл MTT (Merk, США) и инкубировали 4 часа. 
Далее добавляли по 150 мкл диметилсульфоксида 
(ДмСО, химреактив, Россия) для разрушения обра-
зовавшегося формазана. Оптическую плотность суб-
тратов определяли спектрофотометрически при длине 
волны 570 нм, используя абсорбцию при λ=800 нм в 
качестве референса. Поскольку используемые мето-
дики основываются на оптических методах, в качестве 
исследуемых концентраций выбирали диапазон от 
0,78 мкг/мл до 50 мкг/мл в целях соблюдения основ-
ного закона светопоглощения (закон Бугера-Ламберта-
Бера), так как изучаемые ФС представляют собой рас-
творы темно-зеленого цвета.

Фототоксический эффект молекулярного конъю-
гата PEI/e6/DTPA/FA/Eu в отношении клеток оцени-
вали методом проточной цитометрии после окраши-
вания 1 мкг/мл 7-Аминоактиномицином Д (7-AAD, 
Abcam, США). Клетки с хлорином Е6 и PEI/e6/DTPA/
FA/Eu облучали полупроводниковым лазером крас-
ного света с λ=645 нм в течение 20 мин. и инкуби-
ровали в течение 1 и 4 сут. с последующим окраши-
ваением [5]. Количество флуоресцирующих клеток с 
включением зонда 7-AAD оценивали на проточном 
лазерном цитофлуориметре MACSQuant® Analyzer 
10 (Miltenyi Biotech GmbH, Германия) при возбужде-
нии λ=520 нм и 570 нм. Обработку данных проводили, 
используя программу MACSQualify™ Software v/2/5 
(Miltenyi Biotec GmbH, Германия).

Полученные данные обрабатывали с помощью 
пакета программ Microsoft Exсel 2010, STATISTICA 
12.0 (StatSoft Inc., США). Проверка на нормальное 
распределение количественных показателей выборок 
проводилась с использованием критериев Шапиро-
Уилка и Крамера-мизеса-Смирнова (ω2). Различия 
считались достоверными при уровне значимости 
p<0,05.
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Результаты и обсуждение
хлорин Е6 представляет собой светочувстви-

тельное соединение порфиринового ряда, выделя-
емое из сине-зеленых водорослей [6, 7]. на основе 
хлорина Е6 получен ряд фотосенсибилизаторов вто-
рого поколения, широко применяемых для проведе-
ния ФДт [8-10]. Особенностью этого ФС является 
высокий коэффициент поглощения красного света 
в области 405 и 660 нм, излучаемых медицинскими  
лазерами [8].  

Синтезированный нами раннее [11] молекулярный 
конъюгат имеет максимумы поглощения в области 403 
и 662 нм, характерные для входящего в состав хло-
рина Е6 (рис. 1). 

Рис. 1. Спектр поглощения хлорина Е6 и молекулярного 
конъюгата PEI/E6/DTPA/FA/Eu в концентрации 50 мкг/мл

Примечание. В правом верхнем углу расположено изображение 
синтезированного молекулярного конъюгата.

Одним из недостатков метода ФДт является некон-
тролируемое уменьшение количества ФС («фотовыго-
рание») за счет его деградации при дневном свете и 
в процессе облучения. молекулы ФС в таком случае 
повреждаются и теряют способность флуоресциро-
вать, что приводит к уменьшению или полному отсут-
ствию сигнала и их способности излучать энергию. 
Известно, что изменение величины флуоресценции 
пропорционально степени окисления молекул зонда 
активными формами кислорода, что позволяет опре-
делить оптимальное время облучения и оценить сте-
пень «фотовыгорания» ФС [12].

В рамках настоящего исследования с примене-
нием флуорогенного зонда 2',7'-дихлорфлуоресцин 
диацетата, который под действием АФК окисляется 
до 2',7'-дихлорфлуоресцеина показано, что наиболее 
оптимальным временем воздействия красного света 
с λ=645 нм на синтезируемое соединение является  
20 мин (рис. 2). 

Процесс облучения светочувствительных соеди-
нений неизбежно сопряжен с изменением оптиче-
ской плотности ФС после воздействия источника 
излучения. По окончании 30 мин. воздействия на  
вещества, растворенные в ФСБ, содержание хлорина 

Е6 уменьшилось от 183,81±18,83 мкг/мл до 
136,27±13,63 мкг/мл, в то время как молеку-
лярного конъюгата от 200,73±20,07 мкг/мл до 
154,91±15,49 мкг/мл. Стоит отметить, что наиболь-
шая интенсивность выгорания отмечалась для ФС 
в концентрации 7 мкг/мл, причем после 30 мин. воз-
действия красным светом концентрация хлорина Е6 
составляет 3,89±0,19 мкг/мл и 6,11±0,31 мкг/мл для 
PEI/e6/DTPA/FA/Eu.

Рис. 2. Флуоресценция свободного и конъюгированного  
15 мкг/мл хлорина Е6 в присутствии 4 мкг/мл зонда  
при облучении красным светом лазера λ=645 нм

Результаты исследования жизнеспособности 
опухолевых клеток показали, что при концентра-
ции 0,78 мкг/мл PEI/e6/DTPA/FA/Eu через сутки 
инкубации, количество жизнеспособных составило 
80,0±4,0 %, тогда как, при 1,56; 3,125; 6,25 и 12,5 мкг/мл 
этот процент варьировал от 78,0±3,9 % до 55±2,8 %. 
При более высоких концентрациях показатель возрас-
тал и составил 78-80 %. Для контрольных интактных 
клеток без воздействия ФС отмечена 100 % выживае-
мость клеток.

Исследование цитотоксического эффекта ФС с 
применением интеркалирующего красителя 7-ААD 
позволяет идентифицировать клетки с неповреж-
денными плазматическими мембранами, поскольку 
не проникает в них. Установлено, что количество 
нежизнеспособных клеток Эрлиха через 1 сут. после 
контакта с конъюгатом в минимальной концентрации  
1,56 мкг/мл и облучения составило 3,54±0,18 % со 
свободным хлорином Е6 22,52±1,13 %. При мак-
симальной концентрации 12,5 мкг/мл ФС через  
4 сут. составило 81,49±4,07 % и 47,37±2,37 % соотве-
ственно, что указывало на более мощный цитотокси-
ческий потенциал PEI/e6/DTPA/FA/Eu по сравнению  
с хлорином Е6.

таким образом, проведено исследование фотоди-
намических свойств нового молекулярного конъюгата 
PEI/e6/DTPA/FA/Eu и его эффективности в качестве 
потенциального ФС, эффективного в отношении 
гибели опухолевых клеток асцитной аденокарциномы 
Эрлиха.

Выводы
1. Синтезированный молекулярный конъюгат 

состава PEI/e6/DTPA/FA/Eu имеет в спектре погло-
щения максимумы в областях 403 и 662 нм, что  

качественно и количественно подтверждает включе-
ние фотосенсибилизатора хлорина Е6 в структуру 
вещества.
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2. Оптимальным временем воздействия красного 
света с λ=645 нм на растворы молекулярного конъю-
гата и хлорина Е6 является 20 мин. интервал.

3. Установлено, что молекулярный конъюгат PEI/
e6/DTPA/FA/Eu в совокупности с 20 мин. облучением 

красным светом с λ=645 нм облучением обладает 
более мощным цитотоксическим потенциалом в отно-
шении опухолевых клеток Эрлиха, чем свободный 
хлорин Е6. 
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