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Установлено, что фотосенсибилизатор диметиловый эфир 131-[2-(гуанидинил)этиламино]хлорина e6
накапливается преимущественно в лизосомах, частично в эндосомах и не накапливается в митохон-
дриях клеток аденокарциномы легкого человека А549. Первичный фотоцитотоксический эффект
данного фотосенсибилизатора связан с повреждением лизосом и его высвобождением в цитоплаз-
му. В цитоплазме формируется однородное распределение фотосенсибилизатора в комплексах с
мембранными структурами, которые служат вторичными мишенями его фотоиндуцированного
действия. Обнаружены зависимые от времени морфологические признаки развития параптоза, ко-
торые указывают на фотодинамическое повреждение эндоплазматического ретикулума как на вто-
ричный механизм фотоцитотоксического действия исследуемого фотосенсибилизатора. На этой
стадии происходит еще одно изменение потенциальных клеточных мишеней фотосенсибилизато-
ра: он концентрируется в цитоплазматической и ядерной мембранах, в мембранах многочисленных
вакуолей, а также в лизосомах, которые, по-видимому, продолжают образовываться в процессе раз-
вития параптоза. Таким образом, исследуемое производное хлорина е6, как представитель гидро-
фобных фотосенсибилизаторов с внутриклеточным нацеливанием на лизосомы, обладает двух- или
трехстадийным механизмом фотодинамического действия с последовательным изменением кле-
точных мишеней.
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ВВЕДЕНИЕ

Как показывают результаты клинических ис-
следований, активно развивающаяся фотодина-
мическая терапия (ФДТ) эффективна при лече-
нии многих типов рака и различных незлокаче-
ственных образований [1–8]. ФДТ основана на
местном или системном применении фотосенси-

билизатора (ФС) – соединения, которое накап-
ливается в опухоли и при локальном облучении
светом соответствующей длины волны продуци-
рует активные формы кислорода, приводящие к се-
лективному разрушению опухолевых клеток [3, 9].
Преимущественное накопление ФС в опухоли
дает возможность избирательно повреждать зло-
качественные новообразования с минимальным
воздействием на окружающие здоровые ткани, а
также позволяет сочетать лечение с диагностикой
на основе флуоресценции ФС [4].

В качестве ФС могут выступать различные со-
единения: порфирины и их аналоги, ксантено-
вые, тиазиновые, ксазиновые, полициклохино-
новые и триарилметановые красители, а также
некоторые флуоресцирующие белки [6, 10]. Про-
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изводные порфиринов – наиболее многочислен-
ная группа соединений, используемых для ФДТ.
Производные природных порфиринов, хлорины
и бактериохлорины, обладают интенсивным по-
глощением, соответственно, в дальней красной и
ближней инфракрасной спектральных областях.
Свет с этими длинами волн глубже проникает в
биологические ткани, что обеспечивает более эф-
фективное фотодинамическое воздействие на
большие или глубоко расположенные злокаче-
ственные новообразования [11].

Совершенствование ФДТ требует разработки
улучшенных по свойствам и эффективности ФС.
При разработке новых ФC важное значение име-
ют их нацеленность на опухолевые клетки (так
называемая таргетность), высокое внутриклеточ-
ное накопление и оптимальная внутриклеточная
локализация [8]. Внутриклеточная локализация
ФС сложным образом зависит от его структуры,
гидрофобности/полярности, присутствия в со-
ставе молекулы заряженных групп и их количе-
ства, распределения и знака заряда, а также нали-
чия заместителей, влияющих на сродство ФС к
определенным клеточным органеллам. В зависи-
мости от структуры ФС на основе порфиринов
могут накапливаться в цитоплазме в липидных
каплях, эндоплазматическом ретикулуме (ЭР),
аппарате Гольджи, лизосомах или митохондриях
[12–17]. Поскольку фотоиндуцированные АФК
обладают высокой реакционной способностью, а
следовательно, и короткими временами жизни,
то органеллы с преимущественным накоплением
ФС выступают первичными мишенями фотоди-
намического воздействия, а их повреждение
определяет механизмы развития фотоиндуциро-
ванной цитотоксичности.

Митохондрии считаются предпочтительной
внутриклеточной мишенью для накопления ФС
[14, 17]. ФС, нацеленные на митохондрии, могут
снижать потенциал митохондриальной мембра-
ны, ингибировать клеточное дыхание и окисли-
тельное фосфорилирование, высвобождать ци-
тохром с и другие проапоптотические белки в
цитоплазму, активируя апоптоз [18–20]. При
накоплении ФС в лизосомах световое воздей-
ствие может разрушать лизосомы, вызывая диф-
фузию ФС в цитоплазму [14]. В результате повре-
ждения лизосом происходит утечка гидролитиче-
ских ферментов [21–24]. В этом случае
фотодинамическое воздействие приводит к клеточ-
ному апоптозу или некрозу, в зависимости от ин-
тенсивности светового воздействия и активности
освобожденных из поврежденных лизосом про-
теолитических ферментов [19]. Установлено, что
эффективность фотоцитотоксического действия
ФС, локализованных в лизосомах, при сходных
средних концентрациях в клетках заметно ниже,
чем у ФС, накапливающихся в митохондриях и
других органеллах [14, 18, 21].

Таким образом, определение внутриклеточной
локализации ФС важно для понимания эффектив-
ности и механизмов его действия при ФДТ.

Недавно в работе Gao et al. [25] при изучении
нового эффективного ФС, диметилового эфира
131-[2-(гуанидинил)этиламино]хлорина e6 (со-
единение (II), рис. 1), был сделан вывод о том, что
введение гуанидинового заместителя улучшает
“нацеливание” соединения (II) в митохондрии.
В то же время исследуемое нами аналогичное
производное хлорина е6, но с 2-(гуанидинил)бу-
тиламино-заместителем в положении 131 характе-
ризуется преимущественным накоплением в ли-
зосомах (данные не представлены). Возможность
внутриклеточного перенацеливания за счет не-
большого изменения структуры заместителя
представляет интерес для направленного дизайна
ФС с заданными характеристиками, но заявлен-
ные в работе Gao et al. [25] свойства соединения
(II) вызвали у нас сомнения. Мы синтезировали
соединение (II) для уточнения его свойств и изу-
чили локализацию в клетках аденокарциномы
легкого человека А549, как и в работе Gao et al.
[25]. Установлено, что соединение (II) не облада-
ет митохондриальной локализацией, а накапли-
вается преимущественно в лизосомах клеток
А549. Выявлено фотоиндуцированное разруше-
ние лизосом с сопутствующим перераспределе-
нием соединения (II) в клетках, которое выступа-
ет первичным механизмом фотоцитотоксическо-
го действия соединения (II), а также источником
ошибок при исследовании внутриклеточной ло-
кализации соединения (II) и подобных ему ФС.
Обнаруженные морфологические признаки раз-
вития параптоза указывают на фотодинамическое
повреждение ЭР как на вторичный механизм фо-
тоцитотоксического действия соединения (II),
развивающийся после его высвобождения из ли-
зосом.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез диметилового эфира 131-[2-(гуаниди-
нил)этиламино]хлорина e6 (соединение (II)). Для
получения соединения (II) в качестве стартового
соединения был использован аминоэтиламид ме-
тилового эфира феофорбида а (соединение (I)).
Синтез соединения (II) осуществляли действием
на исходное соединение (I) пиразол-1Н-карбокси-
амидина (рис. 1). Полученное соединение (II) бы-
ло выделено с помощью препаративной ТСХ, а его
структура доказана методами ЯМР-спектроско-
пии (1Н и 13С) и масс-спектрометрии (MALDI).

Внутриклеточная локализация соединения (II).
Исследуемое соединение (II) (рис. 1) – гидро-
фобное, поэтому в качестве его солюбилизатора
была выбрана эмульсия полиэтоксилированного
касторового масла – Кремофора EL (CrEL), кото-
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Рис. 1. Схема синтеза гуанидинового производного метилового эфира аминоэтиламида феофорбида а (соединение (II)).
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рая стабилизирует мономерную форму тетрапир-
рольных соединений в водных растворах, и ее ис-
пользование разрешено в клинической практике
[15, 16, 24, 26, 27]. Методом лазерной сканирую-
щей конфокальной микроскопии (ЛСКМ) уста-
новлено, что соединение (II) проникает в клетки
аденокарциномы легкого человека А549 и накап-
ливается в цитоплазматической области с пре-
имущественным гранулярным распределением
(рис. 2, колонка 1). Соединение (II) не накапли-
вается в цитоплазматической мембране клетки и
не проникает в ядро (рис. 2, колонка 1).

Для идентификации клеточных структур, на-
капливающих соединение (II), были проведены
исследования с использованием флуоресцентных
зондов клеточных органелл: LysoTracker Green
(LTG), родамина 123 (Rh123) и конъюгата транс-
феррина с красителем Oregon Green 488 (TOG488),
окрашивающих, соответственно, лизосомы, мито-
хондрии и эндосомы, содержащие рецептор транс-
феррина.

Исследования, выполненные методом ЛСКМ,
выявили, что наблюдаемое в клетках гранулярное
распределение соединения (II) отражает его пре-
имущественное накопление в лизосомах (рис. 2,
ряд А) и менее выраженное – в эндосомах
(рис. 2, ряд Б). Коэффициент солокализации со-
единения (II) с лизосомами составляет 0.7 ± 0.2,
а с эндосомами – 0.4 ± 0.1. В митохондриях клеток
А549 соединение (II) не накапливается (рис. 2,
ряд В). Коэффициент солокализации соединения
(II) с митохондриями не превышает 0.012 ± 0.002.
Данная внутриклеточная локализация сохраня-
лась в широком диапазоне концентраций соеди-
нения (II) (0.25–2 мкМ), с которыми инкубиро-
вали клетки, и ее характер не зависел от времени

инкубации клеток с соединением (II) в диапазоне
1–4 ч.

В то же время при увеличении концентрации
соединения (II) до 8–10 мкМ на изображениях,
полученных методом ЛСКМ, наблюдали преиму-
щественно диффузное внутриклеточное распре-
деление этого соединения с незначительным ко-
личеством гранул, отличных от митохондрий
(рис. 3). Наблюдавшееся концентрационно-зави-
симое изменение внутриклеточного распределе-
ния соединения (II), по-видимому, связано с фо-
тоиндуцированным повреждением лизосом в
процессе измерения изображений клеток мето-
дом ЛСКМ при высоких внутриклеточных кон-
центрациях фотосенсибилизатора (II). Разруше-
ние лизосом сопровождается вытеканием соеди-
нения (II) и его равномерным распределением по
цитоплазме. При этом в областях расположения
митохондрий не обнаружено увеличения флуорес-
ценции соединения (II), которое могло бы указы-
вать на усиленное связывание соединения (II) с
митохондриями (рис. 3б, 3в). В то же время мито-
хондрии в клетках меняют свою морфологию,
приобретая округлую форму вместо вытянутой
(рис. 3а, колонка 2), что подтверждает развитие
фотоцитотоксического эффекта и косвенно ука-
зывает на деполяризацию мембраны митохон-
дрий.

В условиях, когда соединение (II) почти рав-
номерно распределено по цитоплазме клетки, де-
лать заключение о его преимущественной лока-
лизации в каких-либо клеточных органеллах не
представляется корректным.

Внутриклеточное распределение соединения (II)
после фотодинамического воздействия на клетки.
Для проверки гипотезы о светоиндуцированном
перераспределении соединения (II) из лизосом в
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цитоплазму было исследовано внутриклеточное
распределение соединения (II) после облучения
светом клеток А549, прединкубированных с этим
соединением в низкой концентрации (0.3 мкМ).
Установлено, что световое облучение клеток, со-
держащих соединение (II), приводит к значи-
тельному уменьшению количества лизосом, в ко-
торых исходно накапливается соединение (II)
(рис. 4), а цитоплазматическое распределение со-
единения (II) становится практически однород-
ным (рис. 4, панель 1Б), как и в случае, представ-
ленном на рис. 3. Это указывает на фотоиндуци-
рованное повреждение лизосом, содержащих
соединение (II), и высвобождение соединения в
цитоплазму. Отметим, что распределение флуо-
ресцентного зонда лизосом LTG также становит-
ся диффузным, свидетельствуя об отсутствии ин-
тактных везикул с пониженным внутренним рН.

Учитывая гидрофобный характер соедине-
ния (II) и его агрегацию в полярном окружении с
полным тушением флуоресценции, наблюдаемое
диффузное распределение должно формировать-
ся в результате связывания соединения (II) с мем-
бранными структурами клетки, среди которых
могут быть мембраны ЭР, аппарата Гольджи и
митохондрий.

Полученный результат свидетельствует о том,
что диффузное распределение соединения (II) в
цитоплазме клеток следует рассматривать как ре-
зультат фотодинамического воздействия на клет-
ки, в которых исходно соединение (II) было лока-
лизовано преимущественно в лизосомах. Под-
черкнем, что фотоиндуцированное диффузное
распределение соединения (II) в клетках может
возникать и в процессе сканирования клеток лазе-
ром при исследованиях методом ЛСКМ (рис. 3).

Рис. 2. Определение клеточных органелл, в которых происходит преимущественное накопление соединения (II), ме-
тодом лазерной сканирующей конфокальной микроскопии. Клетки аденокарциномы легкого человека А549 инкуби-
ровали с 0.5 мкМ соединения (II) в течение 2 ч. Колонка 1 – внутриклеточное распределение соединения (II). Колонка 2 –
внутриклеточное распределение селективных зондов клеточных органелл: LTG, окрашивающих лизосомы (панель 2А);
ТOG488, окрашивающих эндосомы (панель 2Б); Rh123, окрашивающих митохондрии (панель 2В). Колонка 3 – нало-
жение изображений 1 и 2, желтый цвет указывает на солокализацию соединения (II) с селективным зондом. Масштаб-
ный отрезок – 5 мкм.
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Однако оно не отражает исходной картины на-
копления соединения (II) в клетках и не указыва-
ет на первичные клеточные мишени, которые
определяют механизм, лежащий в основе фото-
цитотоксичности соединения (II).

Спустя несколько десятков минут после облу-
чения клеток с соединением (II) в цитоплазме
клеток было обнаружено образование многочис-
ленных крупных вакуолей и перераспределение
соединения (II). В этих условиях наблюдалось
концентрирование соединения (II) в цитоплаз-
матической и ядерной мембранах, в мембранах,
ограничивающих образовавшиеся вакуоли, а так-
же в лизосомах, которые, по-видимому, вновь на-
чинали формироваться в поврежденных фотоди-
намическим воздействием, но еще живых клетках
(рис. 4, ряд В).

Формирование большого числа крупных ваку-
олей в цитоплазме без образования пузырей на

плазматической мембране, сжатия клеток и фраг-
ментации ядра – характеристичный признак раз-
вития запрограммированной гибели клеток по
механизму параптоза [28–30]. Опубликованные
данные свидетельствуют о том, что при ФДТ па-
раптоз активируется в результате интенсивного
фотодинамического повреждения ЭР, что в свою
очередь подразумевает связывание ФС с мембра-
нами ЭР [29, 30]. Можно заключить, что вторич-
ная мишень соединения (II), определяющая
дальнейшее развитие фотоцитотоксического эф-
фекта – мембраны ЭР, доступ к которым соеди-
нение (II) получает после фотоиндуцированного
высвобождения из лизосом.

Соединение (II) нацелено в митохондрии или в
лизосомы? Полученные нами данные о преиму-
щественно лизосомальном накоплении соедине-
ния (II) в клетках А549 и отсутствии накопления
в митохондриях противоречат выводам работы

Рис. 3. (а) – Изображения клеток аденокарциномы легкого человека А549, полученные методом лазерной сканирую-
щей конфокальной микроскопии. Клетки А549 инкубировали с 8 мкМ (ряд А) или 10 мкМ (ряд Б) соединения (II) в
течение 2 ч. За 10 мин до окончания инкубации к клеткам добавляли Rh123 в концентрации 50 мкг/л. Показано внут-
риклеточное распределение соединения (II) (колонка 1) и Rh123, флуоресцентного маркера митохондрий (колонка 2).
Колонка 3 – наложение изображений из колонок 1 и 2. Масштабный отрезок – 5 мкм. Диффузное распределение со-
единения (II) при высокой концентрации вызвано светоиндуцированным разрушением лизосом и высвобождением
из них соединения (II) в процессе измерения изображений; (б, в) – профили распределения интенсивностей флуорес-
ценции соединения (II) и Rh123 вдоль отмеченных на панели 2Б линий 1 (б) и 2 (в).
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Gao et al. [25] о нацеливании соединения (II) в
митохондрии за счет введения гуанидинового за-
местителя. Причина этого противоречия, по-ви-
димому, – ошибка авторов работы Gao et al. [25],
допущенная при анализе внутриклеточной лока-
лизации соединения (II). Внутриклеточное рас-
пределение соединения (II) на изображениях,
представленных в статье Gao et al. [25], имеет диф-
фузный характер, очень схожий с тем, что наблюда-
ется после облучения клеток (рис. 4, панель 1В), а
также при очень высоких концентрациях соеди-
нения (II), когда происходит его фотоиндуциро-
ванное перераспределение в процессе сканирова-
ния лазерным лучом под микроскопом (рис. 3).
При этом выводы о солокализации соединения
(II) с клеточными органеллами сделаны в статье
Gao et al. [25] на основе нетипичных диффузных
внутриклеточных распределений флуоресцент-
ных зондов клеточных органелл MitoTracker
Green и LysoTracker Blue. Очевидно, что некор-
ректно делать выводы о солокализации с клеточ-

ными органеллами в отсутствие характеристич-
ной картины их окрашивания: гранулярной для
лизосом, нитевидной или гранулярной, соответ-
ственно, для активных или деполяризованных
митохондрий.

Существует мнение, что введение положи-
тельно заряженного заместителя в гидрофобный
ФС способствует его накоплению в митохондри-
ях [18]. Однако результаты, представленные в на-
стоящей работе, и данные опубликованных ис-
следований свидетельствуют о том, что такого ро-
да модификация ФС во многих случаях не
приводит к нацеливанию катионных ФС на ми-
тохондрии, и они накапливаются в лизосомах и
других органеллах клетки, отличных от митохон-
дрий [16, 21, 31–33].

Механизмы фотодинамического действия со-
единения (II). Хотя одинаковая концентрация ФС
при накоплении в лизосомах дает заметно мень-
шую фотоцитотоксичность, чем при накоплении

Рис. 4. Изображения клеток аденокарциномы легкого человека А549, полученные методом лазерной сканирующей
конфокальной микроскопии. Клетки А549 инкубировали с 0.3 мкМ соединения (II) в течение 2 ч (ряд А), после чего
облучали галогенной лампой (световая доза 20 Дж/см2) (ряды Б, В). За 40 мин до окончания инкубации клеток с со-
единением (II) (ряды А, Б) или после облучения клеток (ряд В) к клеткам добавляли LTG в концентрации 50 нМ. По-
казано внутриклеточное распределение соединения (II) (колонка 1) и LTG, флуоресцентного маркера лизосом (ко-
лонка 2), без облучения (ряд А), сразу после облучения (ряд Б) и через 40 мин после облучения (ряд В). Колонка 3 –
наложение изображений из колонок 1 и 2. Масштабный отрезок – 5 мкм.
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ФС в ЭР, липидных каплях, аппарате Гольджи
или в митохондриях [11, 17, 21], соединение (II),
согласно работе Gao et al. [25], обладает высокой
фотоиндуцированной цитотоксичностью, вызы-
вая in vitro 50%-ную гибель клеток А549 при кон-
центрации 0.545 мкМ (световая доза 2 Дж/см2).
Соединение (II) вызывает эффективное торможе-
ние роста перевиваемой опухоли A549 у мышей при
дозе 0.15 мг/кг и полное прекращение ее роста при
0.4 мг/кг (световая доза 120 Дж/см2) [25].

Наши исследования показали, что при пер-
вичном накоплении соединения (II) в лизосомах
и эндосомах механизм фотоиндуцированной ци-
тотоксичности – как минимум двухстадийный.
На первой стадии облучение клеток светом вызы-
вает фотодинамическое повреждение лизосом с
выходом соединения (II) из лизосом в цитоплаз-
му. Вместе с соединением (II) из поврежденных
лизосом, очевидно, высвобождаются гидролити-
ческие ферменты, которые могут способствовать
развитию апоптоза, расщепляя в цитоплазме бе-
лок Bid до проапоптозного продукта tBit [34, 35].
Признаки развития апоптоза после ФДТ с соеди-
нением (II) были обнаружены в срезах опухоли
[25]. Разрушение лизосом, как полагают, затруд-
няет развитие аутофагии, которая может помо-
гать клеткам бороться с повреждениями, вызван-
ными ФДТ [30, 36].

На второй стадии соединение (II), получившее
после выхода из лизосом доступ к новым мише-
ням в цитоплазме, вызывает каскад фотоиндуциро-
ванных повреждений, которые по морфологиче-
ским признакам приводят к развитию параптоза.
Как отмечалось выше, мишенями гидрофобного
соединения (II) в цитоплазме могут быть различные
мембранные структуры, включая ЭР. Именно фо-
тоиндуцированное повреждение ЭР, как полага-
ют, запускает параптоз при ФДТ, способствуя ги-
бели опухолевых клеток даже с блокированным
развитием апоптоза [30].

Изменения, обнаруженные нами во внутри-
клеточной локализации соединения (II) при раз-
витии пароптоза, выявили дополнительные по-
тенциальные мишени его действия – плазматиче-
скую и ядерную мембраны, а также мембраны
вакуолей. Эти мишени могут быть задействованы
на третьей стадии фотоиндуцированного воздей-
ствия в случае быстрого развития параптоза в
процессе облучения или при повторном сеансе
облучения, проводимом с задержкой, для полно-
ценного развития параптоза и соответствующих
изменений в локализации соединения (II).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез метилового эфира аминоэтиламида фео-
форбида а. Соединение (I) получали по методике
Gao et al. [25], действуя на исходный метиловый

эфир феофорбида а избытком 1,2-диаминоэтана
при добавлении основания диизопропилэтил-
амина (ДИПЭА).

Синтез диметилового эфира 131-[2-(гуаниди-
нил)этиламино]хлорина e6. К 70 мг аминоэтилами-
да метилового эфира феофорбида а, растворен-
ного в 3 мл диметилсульфоксида (ДМСО), добав-
ляли 130 мг пиразол-1Н-карбоксиамидина и
15 мкл ДИПЭА для придания основности среде.
Реакцию проводили в течение 8 ч при интенсив-
ном перемешивании при 60°С в инертной среде
аргона с обратным холодильником. Ход реакции
контролировали спектрофотометрически и хро-
матографически. Из реакционной смеси целевой
продукт выделяли при помощи жидкостной экс-
тракции в системе дистиллированная вода/хло-
роформ. Экстракт сушили над безводным суль-
фатом натрия, а затем растворитель удаляли при
пониженном давлении на роторном испарителе.
Целевой продукт очищали от родственных при-
месей методом колоночной хроматографии, ис-
пользуя в качестве элюента смесь хлороформа и
метилового спирта. Соединение было получено в
количестве 54 мг. Выход составил 77%. Хромато-
графию в тонком слое осуществляли на пластин-
ках Kieselgel 60 F254 (Merck, Германия) 20 × 20 мм
с толщиной слоя сорбента 1 мм.

Масс-спектры получены на времяпролетном
масс-спектрометре Ultraflex (Bruker, Германия)
методом матрично-активированной лазерной де-
сорбции и ионизации (MALDI) с использовани-
ем в качестве матрицы дигидроксибензола. ЯМР
регистрировали в дейтерохлороформе на спек-
трометре DPX-300 (Bruker, Германия) с рабочей
частотой 300 МГц.

ЯМР-спектроскопия соединения (I). 1H-ЯМР
(300 МГц, СDCl3, δ, м.д., J, Гц): 9.67 (Н, с, 10-Н),
9.62 (Н, с, 5-Н), 8.82 (1Н, с, 20-Н), 8.04 (H, дд,
J 17.8, 11.5, 31-Н), 6.93 (H, т, J 5.2, 132 -NH), 6.30
(H, дд, J 17.8, 1.4, Е-32-Н), 6.08 (Н, дд, J 11.5, 1.4,
Z-32-Н), 5.53 (Н, д, J 18.9, 15-СН2

а), 5.26 (Н, д,
J 18.9, 15-СН2

b), 4.48 (Н, м, 18-Н), 4.36 (Н, м, 17-Н),
3.82 (2H, м, 81-СН2), 3.77 (3Н, с, 152-СОOСН3),
3.63 (3Н, с, 121-СН3), 3.49 (3Н, с, 173-СОOСН3),
3.47 (3Н, с, 21-СН3), 3.48 (2H, м, 133-CH2), 3.29
(3Н, с, 71-СН3), 2.71 (2Н, м, 134-СН2), 2.55 (Н, м,
172-СН2

а), 2.24 (Н, м, 171-СН2
а), 2.19 (Н, м, 172-СН2

b),
1.8 (Н, м, 171-СН2

b), 1.72 (3H, д, J 7.1, 181-CH3),
1.69 (3H, т, J 7.6, 82-СН3), –1.63 (Н, шир.с, I-NH),
–1.86 (Н, шир.с, III-NH).

13C-ЯМР (300 МГц, CDCl3, δ, м.д.): 174 (С, с,
152-С), 173.7 (С, с, 173-С), 169 (С, с, 131-С), 168.8
(С, с, 19-С), 166.7 (С, с, 16-С), 154 (С, с, 6-С), 149
(С, с, 9-С), 144.8 (С, с, 8-С), 138.8 (С, с, 2-С), 136
(С, с, 7-С), 135.2 (С, с, 4-С), 134.8 (С, с, 12-С),
134.6 (С, с, 14-С), 134,4 (С, с, 3-С), 130.1 (С, с, 11-С),
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129.9 (С, с, 1-С), 129.2 (С, с, 31-С), 128.3 (С, с,13-С),
121.5 (С, с, 32-С), 102.3 (С, с, 15-С), 101.3 (С, с, 10-С),
98.8 (С, с, 5-С), 93.7 (С, с, 20-С), 53.2 (С, с, 17-С),
52.2 (С, с, 174-С), 49.3 (С, с, 18-С), 39.7 (С, с, 134-C),
37.7 (С, с, 151-С), 31.7 (С, с, 172-С), 31.3 (С, с, 171-С),
29.7 (С, с, 133-C), 23.1 (С, с, 181-С), 19.7 (С, с, 81-С),
17.9 (С, с, 82-С), 12.4 (С, с, 21-С), 11.9 (С, с, 121-С),
11.3 (С, с, 71-С)

ЯМР-спектроскопия соединения (II). 1Н-ЯМР
(300 МГц, СDCl3, δ, м.д., J, Гц): 9.68 (Н, с, 10-Н),
9.63 (Н, c, 5-Н), 9.41 (3H, шир.с, 137-NH2, 138-NH),
8.81 (Н, с, 20-Н), 8.07 (H, дд, J 17.8, 11.5, 31-Н), 7.40
(Н, м, 135-NH), 6.98 (H, т, J 5.2, 132-NH), 6.33 (H, дд,
J 17.8,1.4, Е-32-Н), 6.11 (Н, дд, J 11.5, 1.4, Z-32-Н), 5.55
(Н, д, J 18.9, 15-СН2

а), 5.25 (Н, д, J 18.9, 15-СН2
b),

4.47 (Н, м, 18-Н), 4.35 (Н, м, 17-Н), 3.80 (2H, м,
81-СН2), 3.79 (3Н, с, 152-СОOСН3), 3.61 (3Н, с,
121-СН3), 3.54 (3Н, с, 173-СОOСН3), 3.49 (3Н, с,
21-СН3), 3.48 (2H, м, 133-CH2), 3.30 (3Н, с, 71-СН3),
2.78 (2Н, м, 134-СН2), 2.53 (Н, м, 172-СН2

а), 2.23
(Н, м, 171-СН2

а), 2.17 (Н, м, 172-СН2
b), 1.81 (Н, м,

171-СН2
b), 1.70 (3H, д, J 7.1, 18-CH3), 1.62 (3H, т,

J 7.6, 82-СН3), –1.63 (Н, шир.с, I-NH), –1.85 (Н,
шир.с, III-NH).

13С-ЯМР (300 МГц, CDCl3, δ, м.д.): 173.8 (С, с,
152-С), 173.6 (С, с, 173-С), 168.9 (С, с, 131-С), 168.3
(С, с, 19-С), 167.1 (С, с, 16-С), 156.8 (С, с, 136-С),
153.7 (С, с, 6-С), 148.9 (С, с, 9-С), 144.6 (С, с, 8-С),
138.7 (С, с, 2-С), 135.9 (С, с, 7-С), 135.1 (С, с, 4-С),
134.3 (С, с, 12-С), 134.2 (С, с, 3-С), 129.9 (С, с, 11-С),
129.7 (С, с, 1-С), 128.5 (С, с, 31-С), 127.5 (С, с,13-С),
121.2 (С, с, 32-С), 102.1 (С, с, 15-С), 101.4 (С, с, 10-С),
98.6 (С, с, 5-С), 93.8 (С, с, 20-С), 53.1 (С, с, 17-С), 51.9
(С, с, 174-С), 49,3 (С, с, 18-С), 38.9 (С, с, 134-С), 37.4
(С, с, 151-С), 32.1 (C, с, 172-C), 31.3 (С, с, 171-С),
29.6 (С, с, 133-C), 23.8 (С, с, 181-С), 19.4 (С, с, 81-С),
17.8 (С, с, 82-С), 11.9 (С, с, 21-С), 11.3 (С, с, 121-С),
10.9 (С, с, 71-С).

Масс-спектрометрия соединения (II). MALDI,
m/z: 709.0 (M+).

Реагенты. В экспериментах использовали фос-
фатно-солевой буфер (рН 7.4), глутамин и среду
DМЕМ/F12 (ПанЭко, Россия); эмбриональную
телячью сыворотку HyClone defined (GE Health-
care Life Sciences, США); CrEL и Rh123 (Sigma,
США); LTG и TOG488 (Invitrogen, США).

Стоковый раствор соединения (II) с концен-
трацией 1 мМ готовили втиранием сухой навески
в CrEL с дальнейшим доведением фосфатным бу-
фером (рН 7.4) до конечного объема. Концентра-
ция CrEL в стоковом растворе составила 5%.

Эксперименты на культуре клеток А549. Клетки
аденокарциномы легкого человека А549 (получе-
ны из коллекции клеток Института вирусологии

им. Д.И. Ивановского) выращивали в среде
DМЕМ/F12 с добавлением 10% эмбриональной
телячьей сыворотки и 2 мМ глутамина. Пересевы
клеток проводили 2 раза в неделю. Клетки на ло-
гарифмической фазе роста отсевали на покров-
ные стекла в 24-луночные планшеты в концен-
трации 5 × 105 клеток на лунку и выращивали сут-
ки при 37°C, 5% СО2.

В экспериментах по изучению внутриклеточ-
ной локализации соединения (II) клетки инкуби-
ровали с исследуемым соединением (0.25–10 мкМ)
в течение 1–4 ч с внесением в среду в конце инку-
бации одного из флуоресцентных зондов: LTG
(50 нМ, 40 мин), TOG488 (50 мкг/мл, 30 мин) или
Rh123 (50 мкг/л, 10 мин).

При исследовании внутриклеточного распре-
деления соединения (II) после фотодинамиче-
ского воздействия клетки А549 инкубировали с
0.3 мкМ соединения (II) в течение 2 ч. Далее клет-
ки облучали 15 мин с помощью галогеновой лам-
пы (500 Вт) через водный фильтр толщиной 5 см
и широкополосный фильтр КС-13 с пропускани-
ем 660–1000 нм. Плотность мощности света состав-
ляла 10–12 мВт/см2 (световая доза 20 Дж/см2). Флу-
оресцентный маркер лизосом LTG добавляли к
клеткам в концентрации 50 нМ либо за 40 мин до
облучения клеток, либо сразу после облучения.
Внутриклеточное распределение соединения (II)
анализировали методом ЛСКМ сразу после облу-
чения клеток и через 40 мин.

Внутриклеточное распределение соединения
(II) и его солокализацию с клеточными органел-
лами изучали с помощью конфокального лазер-
ного сканирующего микроскопа Leica-SP2 (Lei-
ca, Германия). Конфокальные флуоресцентные
изображения были получены с использованием
водно-иммерсионного объектива 63×/1.2 HCX
PL APO с латеральным и аксиальным разрешени-
ем 0.25 и 0.7 мкм соответственно. Флуоресцен-
цию соединения (II) возбуждали лазером с дли-
ной волны 633 нм и регистрировали в диапазоне
650–800 нм. Флуоресценцию красителей LTG,
TOG488 и Rh123 возбуждали лазером с длиной
волны 488 нм и регистрировали в диапазоне 500–
600 нм. В контрольных экспериментах подтвер-
ждено, что при используемых параметрах измере-
ний сигнал флуоресценции красителей LTG,
TOG488 и Rh123 в спектральной области 650–800 нм
(диапазон измерения флуоресценции соедине-
ния (II)) не регистрируется. Для оценки солока-
лизации соединения (II) с органеллами получен-
ные изображения распределения соединения (II)
и флуоресцентного зонда органелл совмещали в
программе ImageJ (National Institute of Health,
США), а также рассчитывали коэффициенты со-
локализации, используя встроенную функцию
этой программы.
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ЕФРЕМЕНКО и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные исследования показали, что вы-

сокая фотоиндуцированная цитотоксичность со-
единения (II) для раковых клеток in vitro и in vivo
[25] определяется воздействием на несколько
внутриклеточных мишеней, доступ к которым
меняется в процессе облучения клеток светом.
Преимущественное накопление соединения (II)
в лизосомах и частично в эндосомах создает осно-
ву для повреждения этих везикул на начальном
этапе фотодинамического воздействия, которое
сопровождается неизбирательным внутриклеточ-
ным перераспределением соединения (II) в раз-
личные мембранные структуры. Эти структуры
становятся следующими мишенями для фотосен-
сибилизатора (II), а их повреждение (в первую
очередь, по-видимому, повреждение мембран
ЭР) по выявленным признакам вызывает разви-
тие параптоза. При этом наблюдается усиленное
накопление соединения (II) в мембранах образу-
ющихся вакуолей, в ядерной и цитоплазматиче-
ской мембранах и в лизосомах, которые в свою
очередь становятся предпочтительными мишеня-
ми усиленного фотодинамического воздействия.
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Intracellular Localization and Mechanisms of Photodynamic Action of Dimethyl Ether 
of 131-[2-(Guanidinyl)Ethylamino]Chlorin e6
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М. А. Grin***, and А. V. Feofanov*, **, #

#Phone: +7 (495) 336-64-55; e-mail: avfeofanov@yandex.ru
*Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,

ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia
**Biological Faculty, Lomonosov Moscow State University, Leninskie gori 1/20, Moscow, 119234 Russia

***Institute of Fine Chemical Technology, Moscow Technological University (MIREA),
prosp. Vernadskogo 86, Moscow, 119571 Russia

It was found that the photosensitizer dimethyl ether of 131-[2-(guanidinyl)ethylamino]chlorin e6 accumulates
mainly in lysosomes, partially in endosomes, and does not accumulate in the mitochondria of human lung
adenocarcinoma A549 cells. The primary photocytotoxic effect of the photosensitizer is associated with
damage of lysosomes and its release in cytoplasm. In cytoplasm, a uniform distribution of the photosensitizer
is formed in complexes with membrane structures that are secondary targets of its photoinduced action.
Time-dependent morphological signs of paraptosis development were found, which indicate to photodyna-
mic damage of endoplasmic reticulum as a secondary mechanism of photocytotoxic action of the photosen-
sitizer. At this stage, there is another change in the potential cellular targets of the photosensitizer: it is con-
centrated in the cytoplasmic and nuclear membranes, in the membranes of numerous vacuoles, as well as in
lysosomes, which, apparently, continue to form during the development of paroptosis. Thus, the studied de-
rivative of chlorin e6, as a representative of hydrophobic photosensitizers with intracellular targeting of lyso-
somes, has a two- or three-stage mechanism of photodynamic action with a sequential change in the cellular
targets.

Keywords: photosensitizer, photodynamic therapy, intracellular localization, cell organelles, fluorophore, laser
scanning confocal microscopy
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