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Стремительный рост числа онкологических заболеваний обосновывает необходимость создания
новых терапевтических средств и методов. Из-за невозможности проникновения лазерного света в
ткани глубже 3 мм фотодинамическая терапия применяется для лечения поверхностных заболева-
ний. Цель исследования: охарактеризовать физико-химические свойства нового молекулярного
конъюгата PEI/E6/DTPA/FA/Eu на основе фотосенсибилизатора Хлорина Е6, модифицированного
европием, и оценить его фототоксическое действие на клетки асцитной опухоли Эрлиха. Установ-
лено, что при 5-минутном облучении длиной волны 645 нм и энергией 6 Дж/см2 синтезированный
молекулярный конъюгат PEI/E6/DTPA/FA/Eu генерирует активные формы кислорода в 5.1 раза
интенсивнее, чем свободный Хлорин Е6. На 4-е сут после фотодинамического воздействия с
PEI/E6/DTPA/FA/Eu показатель гибели клеток составил 75%, в то время как с Хлорином Е6 – толь-
ко 24%.
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ВВЕДЕНИЕ

Выдающиеся успехи в области терапии злока-
чественных новообразований в последние деся-
тилетия обусловлены разработкой новых препа-
ратов и методов лечения, а также модификацией
широко используемых методов для повышения
их эффективности. Фотодинамическая терапия
(ФДТ) зарекомендовала себя как действенный
способ лечения новообразований различной при-
роды. Одной из ключевых проблем метода явля-
ется ограниченная область его применения. Све-
точувствительные вещества (фотосенсибилизато-
ры, ФС), являющиеся неотъемлемым компонентом
терапии, имеют максимумы поглощения в области
до 700 нм. Следовательно, возбуждающий их крас-
ный свет лазера не способен проникать в ткани
глубже, чем на 3 мм. Это обусловливает примене-
ние ФДТ, в основном, для поверхностно локали-
зованных заболеваний [1–5].

Синтезирован молекулярный конъюгат, име-
ющий в составе широко применяемый ФС хлори-
нового ряда Хлорин Е6 и ионы европия [6, 7].
Предполагалось, что при воздействии излучения
за счет передачи энергии от европия к Хлорину Е6
будет повышаться эффективность терапии из-за
более интенсивной генерации супероксидного
аниона ( ), разрушающего опухолевые клетки
[8], рис. 1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Синтез молекулярного конъюгата полиэтиле-

нимин/Хлорин Е6/ диэтилентриаминпентаук-
сусная кислота/фолиевая кислота/европий
(PEI/E6/DTPA/FA/Eu) осуществляли по ранее
разработанной методике [6, 7].

Исследование функциональности препаратов.
Одним из способов регистрации активных форм
кислорода (АФК) является применение флуорес-
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центных зондов. Хлорин Е6 и PEI/E6/DT-
PA/FA/Eu вносили в 96-луночный планшет по
100 мкл, добавляли по 4 мкл/ячейку 2',7'-дихлор-
одигидрофлуоресцеина и облучали в течение
15 мин красным светом 645 нм. Регистрацию па-
раметров флуоресценции проводили при облуче-
нии 485 нм и флуоресценции при 530 нм.

Исследование фотоцитотоксичности. Клетки
асцитной аденокарциномы Эрлиха в концентра-
ции 1 × 106 кл/мл инкубировали в среде Игла, мо-
дифицированной по Дульбекко (Lonza, Verviers,
Бельгия), содержащей 10% фетальной бычьей сы-
воротки (Life Technologics Inc., США) и 0.05%
гентамицина (Sigma Aldrich, США), со свобод-
ным Хлорином Е6 и PEI/E6/DTPA/FA/Eu в раз-
личных концентрациях (1.56, 3.125, 6.25,
12.5 мкг/мл) в течение суток в термостате при
37°C, 5% CO2. Непоглощенные соединения уда-
ляли путем отмывания монослоя средой и облу-
чали красным светом длиной волны 645 нм (по-
лупроводниковый лазер) в течение 15 мин по ана-
логии с реальной процедурой ФДТ. Через сутки
после облучения в каждую лунку вносили по
20 мкл Resazurin, инкубировали 3 ч и определяли
оптическую плотность образцов при 570 нм. Жиз-
неспособность клеток определяли на 2, 3 и 4 сут.

Статистическую обработку данных проводи-
ли с использованием пакета программ Microsoft
Office (Excel) и Prism 7 (GraphPad Software Inc. v.7,
Сан-Диего, США).

Характеристика методов исследования. Для
синтеза молекулярного конъюгата использовали

ФС Хлорин Е6 (ООО “Вета-Гранд”, Россия); по-
лиэтиленимин (PEI, 25000 Da, Sigma Aldrich,
США), диэтилентриаминпентауксусную кислоту
(DTPA, Acros, США); фолиевую кислоту (FA, Bio-
Chemica, Испания); 1-Ethyl-3-(3-диметиламино-
пропил)карбодиимид (EDC)/водорастворимый
карбодиимид (WSC, Sigma-Aldrich, США); N-гид-
роксисукцинимид и 4-диметиламинопиридин
(DMAP, Sigma-Aldrich, США). На финальном этапе
синтеза конъюгаты насыщали раствором хлорида
европия (EuCl3, Sigma-Aldrich, США). Низкомоле-
кулярные соединения удаляли из конъюгатов с ис-
пользованием мелкопористых мембран (6–8 кДа,
SpectraPor, США) против дистиллированной воды.

Спектры поглощения и флуоресценции запи-
сывали на спектрофлуориметре Synergy H1
(BioTek, США). Для исследования качественного
и количественного элементного состава исполь-
зовали метод растровой электронной микроско-
пии. В качестве флуоресцентного зонда применя-
ли 2',7'-дихлородигидрофлуоресцеин (Sigma-Al-
drich, USA).

Энергодисперсионные спектры получали на
электронном сканирующем микроскопе S5500
Hitachi (Япония).

Исследование фототоксичности синтезиро-
ванного препарата осуществляли на клеточной
линии асцитной аденокарциномы Эрлиха (Eh-
rlich ascitic tumor, EAT) при облучении препара-
тов красным светом длиной волны 645 нм от по-
лупроводникового лазера (ОАО “Cвет и жизнь”,
Россия), дозой облучения 6 Дж/см2. Жизнеспо-
собность клеток определяли с помощью Resazurin
(Abcam, США) согласно протоколу производите-
ля [9]. Апоптотические клетки определяли после
окрашивания Аннексин V/иодидом пропидия
(BioLegend, США) с помощью флуоресцентного
микроскопа Zeiss Axio Observer (Carl Zeiss, Герма-
ния) [10, 11].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Характерные для Хлорина Е6 полосы погло-
щения с максимумами при 405, 503 и 662 нм, при-
сутствующие в спектрах рис. 2, позволяют сделать
заключение о его наличии в составе синтезиро-
ванных структур [12]. В процессе синтеза в струк-
туру молекулярного конъюгата была введена фо-
лиевая кислота. Известно, что онкотрансформи-
рованные клетки гиперэкспрессируют рецептор
фолиевой кислоты в большом количестве [13].
В связи с этим, фолиевая кислота широко ис-
пользуется в качестве диагностического и тера-
певтического агента для визуализации и обеспе-
чения адресной доставки в опухоли [14, 15].
В спектрах синтезированного синтона
PEI/E6/DTPA/FA и финального конъюгата
PEI/E6/DTPA/FA/Eu присутствуют полосы по-

Рис. 1. Ферстеровский перенос энергии от донора
(европий) к акцептору (Хлорин Е6) при воздействии
длины волны красного света 645 нм.

NH

N N

HN
CH3

H3C
H3C

H3C

OHO

O
OH

OHO

CH3

CH3

64
5 н

м, 6
 Д

ж/с
м

3

Eu3+-DTPA

Хлорин Е6



ЖУРНАЛ НЕОРГАНИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 67  № 9  2022

ЕВРОПИЙСОДЕРЖАЩИЙ КОНЪЮГАТ 1227

глощения с максимумами в области 250 и 280 нм,
характерными для фолиевой кислоты [16].

Методом растровой электронной микроско-
пии подтверждено наличие европия в финальном
коньюгате, рис. 3а. Содержание европия в
PEI/E6/DTPA/FA/Eu составило 12.1%.

Морфология поверхности

Физико-химические процессы, происходящие
при фотодинамической терапии, можно описать
согласно диаграмме Яблонского, рис. 4 [17, 18].
В обычных условиях на молекулярной орбитали
ФС располагаются 2 электрона с противополож-

Рис. 2. Спектры поглощения в фосфатно-солевом буфере pH 7.4 после диализа.
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ными спинами и низкой энергией. В процессе об-
лучения ФС происходит процесс поглощения
фотонов, в результате один из электронов перехо-
дит на уровень с более высокой энергией при со-
хранении своего спина (первое возбужденное
синглетное состояние S0). В таком состоянии
электрон находится наносекунды и теряет энер-
гию, испуская свет (флуоресценция) или преоб-
разуя его в тепло. Возбужденное синглетное со-
стояние (S1) ФС характеризуется тем, что спин

активированного электрона инвертируется в три-
плетное состояние на относительно долгий пери-
од (от микро- до миллисекунд), при котором оба
электронных спина параллельны. Возбужденный
триплет ФС может взаимодействовать с молеку-
лами, согласно Яблонскому, по двум типам реак-
ций. В результате реакции II типа образуется су-
пероксидный анион, который индуцирует после-
дующую продукцию АФК, разрушающих клетки
опухоли [7, 8].

При активации свободного Хлорина Е6 и
PEI/E6/DTPA/FA/Eu красным светом отмеча-
лось дозозависимое возрастание флуоресценции
при увеличении содержания Хлорина Е6 (рис. 5).
Интенсивность генерации АФК молекулярным
конъюгатом PEI/E6/DTPA/FA/Eu при облуче-
нии красным светом 645 нм в присутствии 2′,7′-
дихлордигидрофлуоресцеина (специфический
сенсор активных форм кислорода) в 5.1 раза пре-
вышала продукцию этой молекулы свободным
Хлорином Е6 при облучении 5 мин и в 4.0 раза по-
сле облучения 30 мин, рис. 6.

Таким образом, генерация супероксидного
аниона молекулярным комплексом в 4–5 раз ин-
тенсивнее, чем свободным Хлорином Е6, рис. 7.

Исследование фотоцитотоксичности прово-
дили с помощью теста с Resazurin. Живые клетки
метаболически активны и способны восстанав-
ливать при участии митохондриальной редуктазы
нефлуоресцентный краситель Resazurin до флуо-
ресцерующего соединения Resorufin [9]. Уста-
новлено, что уже по истечении суток после облу-
чения наблюдается более активная гибель клеток в

Рис. 4. Дополненная диаграмма Яблонского [7].
ФРЕТ – ферстеровский перенос энергии.
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присутствии молекулярного конъюгата по сравне-
нию с действием свободного Хлорина Е6, рис. 8.

Окрашивание клеток анексином V и припиди-
ум иодидом (PI) широко используется для изуче-
ния апоптоза клеток. PI не способен проникать в
живые или ранние апоптозные клетки из-за на-
личия неповрежденной цитоплазматической
мембраны [10]. В поздних апоптозных и некроти-
ческих клетках целостность плазматических и

ядерных мембран снижается, что позволяет PI
проходить через мембраны и флуоресцировать в
красном диапазоне [10]. С помощью флуорес-
центного микроскопа определяли показатели
жизнеспособности и апоптоза клеток, рис. 9.

На 4-е сутки после воздействия Хлорина Е6
(12.5 мкг/мл) показатель клеток в начальной сте-
пени некроза составил 76% и в конечной стадии
24%. Тогда как при указанной дозе эффект конъ-

Рис. 6. Интенсивность генерации АФК свободным Хлорином Е6 и молекулярным конъюгатом PEI/E6/DTPA/FA/Eu
(10 мкг Е6/мл).
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Рис. 8. Жизнеспособность клеток аденокарциномы Эрлиха в присутствии PEI/E6/DTPA/FA/Eu и свободного Хлори-
на Е6.
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югата PEI/E6/DTPA/FA/Eu на гибель клеток ока-
зался более выраженным и соответственные по-
казатели были 25 и 75%. Для клеток без воздей-
ствия препаратов и облучения показатель некроза
был равен 10%, причем 86% составили живые
клетки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведена серия экспериментов по исследо-
ванию функциональности впервые синтезиро-
ванного конъюгата Хлорина Е6 и европия. Пока-
зана бóльшая способность соединения интенсив-
но генерировать АФК при облучении красным
светом 645 нм, чем у свободного Хлорина Е6. Об-
наруженные фотохимические и цитототоксиче-
ские свойства позволяют рассматривать соедине-
ние PEI/E6/DTPA/FA/Eu в качестве перспектив-
ного и эффективного препарата для ФДТ при
онкологии.
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