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Аннотация. Остро стоит вопрос о безопасности и селективности действия новых классов соединений, свойства которых 
не были описаны ранее. Цель настоящей статьи заключается в представлении результатов по изучению темновой токсичности  
и накоплении впервые синтезированных субстанций Хлорин е6-европий и Хлорин е6-самарий в отношении культуры клеток  
асцитной аденокарциномы Эрлиха. Оценка этих параметров необходима с точки зрения понимания уровня токсичности  
и потенциальных побочных эффектов, поскольку известно, что применяемые в клинической практике вещества являются ини-
циаторами фотореакций у пациентов. Методом калориметрического МТТ-теста для оценки метаболической активности клеток  
показано, что после 2 сут. контакта субстанций Хлорин е6-европий и Хлорин е6-самарий в концентрациях 25–0,19 мкг/мл ко-
личество жизнеспособных клеток составило более 80 %. С применением проточной цитофлуориметрии определено макси-
мальное накопление веществ в клетках уже через 1 сут. со-инкубации. Полученные показатели позволили определить диапазон  
вносимых концентраций, при которых отмечено отсутствие прямого цитотоксического действия вещества на культуру клеток. 
Эти данные будут являться основой для дальнейшей оценки эффективности соединений и механизма их действия. 
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Abstract. Today, the issue of the safety and selectivity of new classes of compounds is acute. These compounds have properties 
that have not been described before. The purpose of this study is to present results of the investigation of the toxicity and accumulation of 
two newly synthesized compounds, e6-europium chloride and e6-samarium chloride, in relation to an Ehrlich ascetic adenocarcinoma 
cell culture. An assessment of these parameters is crucial for understanding the level of toxicity and potential side effects. It is 
known that substances used in clinical practice can initiate photoreactions in patients, so it is important to study their properties. 
Using the MTT test, we assessed the metabolic activity of cells after contact with the compounds for 2 days. The concentrations of  
e6-europium Chloride and e6-samarium chloride were 25 and 0.19 micrograms per milliliter, respectively. The number of viable cells 
after exposure was more than 80 %. Using flow cytometry, the maximum accumulation of substances in cells was determined after one 
day of co-incubation. Based on these indicators, we were able to determine the range of concentrations at which there was no direct 
cytotoxic effect on the cell culture. This data will serve as a basis for further assessment of the compounds' effectiveness and their  
mode of action.
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Одним из необходимых оценочных параметров 
при разработке потенциальных фотосенсибилизато-
ров (ФС) является темновая цитотоксичность [1, 2, 3].  
Известно, что механизм действия ФС основывается  
на способности им поглощать квант света с последую-
щей генерацией активных форм кислорода, разруша-
ющих клетки опухоли. Несмотря на это, необходимо  
оценивать безопасность именно соединения, без воз-
действия источником излучения, для выбора безопас-
ных концентраций с целью проведения дальнейших 
работ [2, 3]. Более того, выбор диапазона вносимых  
концентраций веществ также должен основываться  
на селективности накопления субстанций в опухоле-
вых клетках для уменьшения эффекта воздействия  
на непораженные участки [4].

В рамках настоящего исследования проведено изу-
чение темновой токсичности впервые синтезированных 
порошков Хлорин е6-европий и Хлорин е6-самарий  
в отношении культуры клеток асцитной аденокарци-
номы Эрлиха (АКЭ) методом спектрофотометриче-
ского калориметрического МТТ-теста. С применением  
метода проточной цитометрии проведена количествен-
ная оценка накопления Хлорина е6 (вещество сравне-
ния), Хлорин е6-европий и Хлорин е6-самарий.

ЦЕЛЬ РАБОТЫ
Оценить темновую токсичность впервые синте-

зированных комплексов на основе Хлорина е6, допи-
рованного редкоземельными элементами, на модели 
клеток асцитной аденокарциномы Эрлиха.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
Синтез комплексных соединений. В работе ис-

пользовали коммерческий препарат «Фотодитазин» 
(Хлорин е6, ООО «Вета-Гранд, Россия), хлорид евро-
пия EuCl3∙6Н2О (х.ч.), хлорид самария SmCl3∙6Н2О (х.ч.). 
Концентрации Хлорина Е6 и Eu(III) или Sm(III) в исход- 
ных растворах составляли 5 × 10-3 моль/л и 6,6 × 10-3 моль/л 
соответственно. Предварительно в каждом из исходных 
растворов создавали рН = 6,5–7,3 добавлением к раство-
ру димеглюмина хлорина Е6 разбавленной 1:1 соляной  
кислоты HCl (х.ч.), а к раствору хлорида европия  
или хлорида самария 10%-го раствора аммиака NH4OH. 
К раствору, содержащему Хлорин е6, добавляли раствор  
европия или самария в мольном соотношении 1 : 1  
при перемешивании на магнитной мешалке до образова-
ния осадка. Образующийся в виде осадка продукт взаи-
модействия (комплекс) хлорина Е6 с европием или сама-
рием отфильтровывали и высушивали на воздухе.

Подготовка клеточной культуры. Культивиро-
вание клеток асцитной аденокарциномы Эрлиха осу-
ществляли согласно протоколу [5]. Все исследования  
проведены после одобрения Междисциплинарным  
комитетом по этике ФГБОУ ВО ТГМУ Минздрава 
России (протокол № 8 от 08.04.2024).

Определение темновой токсичности и нако-
пления. Для оценки темновой токсичности исследуе-
мые вещества в концентрациях от 0,19 до 100 мкг/мл  
(при двукратном разбавлении) вносили к культуре кле-
ток АКЭ (1 × 106 кл/мл) через 1 сут. после посадки 
в 96-луночный планшет с дальнейшим помещением 
в CO2-инкубатор и ограниченным воздействием пря-
мых солнечных лучей. Количество жизнеспособных 
клеток отмечали через 2 сут. контакта с применением 
МТТ-теста согласно методике [6], регистрируя сигнал  
оптической плотности на спектрофотометре Allsheng 
FlexA-200 (Allsheng, КНР) при λ = 530. Референсные 
значения определяли при λ = 620 нм. При интерпрета-
ции результатов 100 % жизнеспособных клеток состав-
ляли оптические плотности, содержащие клетки отри-
цательного контроля (интактные), то есть без внесения  
исследуемых субстанций. Все измерения проводили  
в трехкратной повторности. В качестве вещества срав-
нения во всех исследованиях применяли широко при-
меняемый фотосенсибилизатор порфиринового ряда 
Хлорин е6. Количественное изучение клеток, погло-
тивших изучаемые вещества, оценивали с применени-
ем метода проточной цитофлуориметрии (MacsQuant 
Analyzer 10, Militenyi Biotec, Германия) при трехкрат-
ном измерении по каналу R1 (λвозбуждения = 635 нм, 
λиспускания = 655–730 нм). Анализ данных осуществляли 
с помощью программного обеспечения Kaluza Analysis 
2.8 (Beckman Coulter, США). 

Статистический анализ данных. Полученные 
данные представлены как среднее значение ± стан-
дартная ошибка среднего. Статистический анализ вы-
полнен с использованием ANOVA, реализованного 
в программном обеспечении Sigma Plot 11.0 (Systat 
Software Inc., США). Различия между группами счи-
тались значимыми, если соответствующее p-значение 
было меньше 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно данным калориметрического МТТ-теста 

процент жизнеспособных клеток асцитной аденокар-
циномы Эрлиха на 2-е сутки после внесения суспен-
зии Хлорин е6-европий в концентрации 100 мкг/мл  
составил (77,82 ± 3,89) %. Для меньших концентра-
ций количество метаболически-активных клеток более  
80 %. Отмечено (95,22 ± 4,76) % живых интактных 
клеток и (11,86 ± 0,59) % клеток положительного кон-
троля (после внесения 20 % диметилсульфоксида)  
(рис. 1).

Аналогичные исследования темновой токсич-
ности проведены для Хлорина е6, допированного  
самарием. Результаты демонстрируют высокую жизне-
способность для всего диапазона вносимых к культу-
ре АКЭ концентраций: (97,80 ± 2,45) % для 100 мкг/мл  
(рис. 2).
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* р < 0,1; ** р < 0,01; *** р < 0,001.

Рис. 1. Жизнеспособность клеток АКЭ через 2 сут. контакта с Хлорин е6-европий по данным МТТ-теста 

* р < 0,1; ** р < 0,01; *** р < 0,001.

Рис. 2. Жизнеспособность клеток АКЭ через 2 сут. контакта с Хлорин е6-самарий по данным МТТ-теста

Следует отметить, что исследовалась также  
токсичность Хлорина е6 как контрольного вещества  
в условиях отсутствия непосредственного воздействия 
лучей света. Выживаемость клеток более 80 % отмече-
на для 12,5 мкг/мл, (85,85 ± 4,29) %, и ниже, при преж-
них значениях контролей. Наиболее токсичными ока-
зались концентрации: 100; 25 и 12,5 мкг/мл. После 
контакта со 100 мкг/мл количество мертвых клеток  
составило (84,05 ± 4,20) % (рис. 3).

Для объяснения этих явлений изучали био- 
доступность (интенсивность накопления) впервые  
полученных веществ в клетках АКЭ.

Согласно данным проточной цитофлуориме-
трии количество флуоресцирующих клеток, то есть 
поглотивших вещества, через 1 сут. после контак-
та с концентрациями Che6-Eu от 100 до 25 мкг/мл  
составило от (99,21 ± 4,96) и (98,93 ± 4,95) % соответ-
ственно. 

После контакта с 100 мкг/мл Che6-Sm  
(99,17 ± 4,96) %. Для свободной молекулы Хлорина 
е6: 100 мкг/мл (92,44 ± 4,62) % и для 25 мкг/мл  
(89,74 ± 4,49) %, при значениях отрицательного кон-
троля (0,04 ± 0,002) % и (98,93 ± 1,98) % для положи-
тельного (рис. 4).
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* р < 0,1; ** р < 0,01; *** р < 0,001.

Рис. 3. Жизнеспособность клеток АКЭ через 2 сут. контакта с Хлорин е6 по данным МТТ-теста.  
Ось абсцисс – краситель аллофикоцианин (аllophycocyanin, APC), канал В6;  

ось ординат – количество клеток в 100 мкл, абс. ед.

           

                                                а                                                                                                                   б

Рис. 4. Гистограммы интенсивности флуоресценции клеток аденокарциномы Эрлиха  
через 2 сут. контакта с:  

а) 25 мкг/мл Хлорин е6-европий; б) 25 мкг/мл Хлорин е6-самарий; 
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Рис. 4. Продолжение. Гистограммы интенсивности флуоресценции клеток аденокарциномы Эрлиха  
через 2 сут. контакта с:  

в) интактными клетками (без внесения Chе6-Eu или Chе6-Sm);  
г) клетками положительного контроля (20 % ДМСО)

Результаты свидетельствуют о большей биодо-
ступности Хлорин е6-европий в ряду впервые синте-
зированных веществ для клеток асцитной аденокарци-
номы Эрлиха. Стоит отметить, что при максимальном  
накоплении вещества через 1 сут. контакта значения 
темновой токсичности остаются низкими, что обуслав-
ливает, на начальном этапе, безопасность применения 
веществ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В рамках настоящего исследование проведено 

изучение возможности накопления впервые синтези-
рованных субстанций на основе фотосенсибилизатора  
порфиринового ряда Хлорина е6, допированного  
редкоземельными элементами европием или сама- 
рием. Полученные данные по накоплению в клетках 
АКЭ согласуются с результатами по темновой ток-
сичности соединений. Стоит отметить высокую ток-
сичность не допированного Хлорина е6, которая  
при 100 мкг/мл в (4,88 ± 0,24) раза превышает значе-
ния для Che6-Eu и в (6,13 ± 0,31) раза для Che6-Sm,  
что подтверждается многочисленными исследова-
ниями [7, 8, 9, 10], в том числе на клетках глиомы  
и нормальных нервных клетках [8]. Таким образом, по-
лученный нами материал представляет собой перспек-
тивную платформу в качестве фотосенсибилизатора 
нового поколения. 
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