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Применение фотосенсибилизаторов для подавления окислительного фосфорилирования с целью временного снижения по-
требления кислорода опухолевыми клетками в ходе фотодинамической терапии (ФДТ) вызывает растущий интерес.

Цель. Исследование направлено на преодоление гипоксии опухолей для дальнейшего проведения фотодинамической те-
рапии при одновременном использовании двух фотосенсибилизаторов: метиленового синего (МС) и хлорина e6, относящихся к 
I и II типам соответственно.

Материалы и методы. Проведено исследование фотодинамической активности МС и МС в комбинации с хлорином е6 на 
культуре клеток HeLa и оценено их влияние на клеточный метаболизм при совместном накоплении и последующем облучении.

Результаты. МС в клетках генерирует активные формы кислорода, в отличие от хлорина е6, который продуцирует 
синглетный кислород. Кроме того, при невысоких концентрациях в процессе дезоксигенации МС переходит в бесцветную 
лейкоформу. Инкубация клеток с МС одновременно с хлорином е6 приводит к большей флуоресценции его внутри клеток по 
сравнению с инкубацией клеток только с МС. Концентрации МС в диапазоне 1–10 мг/кг и доза лазерного облучения 60 Дж/см2 
не вызывают гибели клеток, вероятно из-за перехода МС в фотодинамически неактивную лейкоформу. Для всех образцов с 
хлорином е6 и с МС в диапазоне концентраций 0–20 мг/кг и в дозе 60 Дж/см2 наблюдается гибель клеток после ФДТ. Совместная 
фототоксичность МС и хлорина е6 выше, чем одного хлорина е6. Анализ времени жизни флуоресценции метаболического 
кофактора NADH после инкубации клеток с МС и хлорином е6 и после ФДТ с ними выявил наличие стресса, проявляемого 
как вытягивание облака флуоресценции NADH вдоль метаболической оси. После ФДТ с невысокими концентрациями МС про-
исходит смещение облака флуоресценции NADH на фазорной диаграмме вправо, в сторону коротких времен жизни (ближе к 
анаэробному гликолизу по метаболической траектории NADH). ФДТ с МС и хлорином е6 приводит к смещению облака флуорес-
ценции NADH на фазорной диаграмме влево, в сторону длинных времен жизни (ближе к окислительному фосфорилированию по 
метаболической траектории NADH), клетки при этом погибают в результате некроза.

Заключение. Совместное накопление МС в комбинации с хлорином е6 нарушает восстановление МС в бесцветную лейко-
форму, при этом снижается потребление кислорода клетками, в результате чего становится возможным одновременно задейст-
вовать фотодинамические реакции I и II типа.

Ключевые слова: фотодинамическая терапия; гипоксия; метиленовый синий; хлорин е6; окислительное фосфорилирова-
ние; аэробный гликолиз.
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The application of photosensitizers for inhibition of oxidative phosphorylation in order to temporally decrease oxygen uptake by 
tumor cells in the course of photodynamic therapy (PDT) evokes growing interest.

The aim of the study is to overcome tumor hypoxia for further photodynamic therapy with simultaneous use of type I photosensitizer 
methylene blue (MB) and type II photosensitizer chlorin e6.

Material and Methods. A photodynamic activity of MB and its combined use with chlorin e6 has been studied on the HeLa cell 
culture, their effect on cell metabolism in their co-accumulation and subsequent irradiation has also been assessed.

Results. MB generates reactive oxygen species in the cells in contrast to chlorin e6, which produces singlet oxygen. Besides, MB is 
converted to a colorless leucoform at low concentrations in the process of de-oxygenation. Incubation of cells with MB concurrently with 
chlorin e6 results in its greater fluorescence as compared to the incubation with MB only. MB concentration in the range of 1–10 mg/kg 
and the laser radiation dose of 60 J/cm2 do not cause cell death, probably, due to the MB transition to the photodynamically inactive 
leucoform. Cell death is observed after PDT in all samples with chlorin e6 and with MB at the 0–20 mg/kg concentration ranges and at 
60 J/cm2 radiation dose. The phototoxicity of MB together with chlorin e6 is higher than that of chlorin e6 alone. The analysis of metabolic 
NADH cofactor lifetime after the incubation of the cells with MB and chlorin e6, and after PDT with them has revealed the presence 
of stress seen as an extension of NADH fluorescence cloud along the metabolic axis. After PDT with low concentrations of MB, the 
NADH fluorescent cloud on the phasor diagram shifts to the right towards short lifetimes (closer to anaerobic glycolysis along the NADH 
metabolic trajectory). The PDT with MB and chlorin e6 leads to the shift of the NADH fluorescence cloud on the phasor diagram to the 
left towards long lifetimes (closer to oxidative phosphorylation along the NADH metabolic trajectory). In this case, the cells die due to 
necrosis.

Conclusion. The co-accumulation of MB with chlorin e6 prevents MB reduction to a colorless leucoform, decreasing the oxygen 
uptake by the cells and making it possible to use simultaneously type I and II photodynamic reactions.

Key words: photodynamic therapy; hypoxia; methylene blue; chlorin e6; oxidative phosphorylation; aerobic glycolysis.

Введение

Опухолевое микроокружение состоит из опухо-
левых, иммунных и стромальных клеток, а также 
кровеносных сосудов и внеклеточного матрикса и 
представляет собой физиологическую среду, отлич-
ную от нормальных тканей, с низким содержанием 
кислорода, более низким pH, сосудистой аномалией, 
иммуносупрессивными свойствами и более высоким 
интерстициальным давлением [1]. Эффективность 
противоопухолевой терапии, в частности фотодина-

мической терапии (ФДТ), обратно пропорциональна 
степени гипоксии. Можно выделить два стратеги-
ческих направления по преодолению гипоксии для 
дальнейшего проведения ФДТ: увеличение содер-
жания кислорода в опухолевой ткани для кислород-
зависимой ФДТ и использование кислород-независи-
мой ФДТ с фотосенсибилизаторами, работающими 
по механизму I типа фотодинамических реакций [2]. 
Для увеличения концентрации кислорода в опухоле-
вых тканях рассматривают такие подходы, как его эк-
зогенная доставка, in situ генерация, уменьшение его 
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потребления опухолевыми клетками и нормализация 
кровообращения в опухоли [3].

Клеточное дыхание является основным процес-
сом потребления кислорода живыми клетками. Для 
получения энергии здоровые дифференцированные 
клетки в основном полагаются на окислительное 
фосфорилирование (OXPHOS) в митохондриях, в то 
время как опухолевые клетки задействуют аэробный 
гликолиз вместо OXPHOS даже в среде, обогащен-
ной кислородом, что называется эффектом Варбурга 
[4]. Одновременное отключение путей энергоснаб-
жения OXPHOS и гликолиза является наиболее пря-
мой стратегией лечения рака [5, 6]. Ингибирование 
OXPHOS может уменьшить потребление кислорода 
клетками и этим увеличить его парциальное давле-
ние, снижая гипоксию и дополнительно усиливая 
эффект ФДТ [7, 8]. С другой стороны, ингибирование 
OXPHOS способствует усилению гликолиза, который 
обеспечивает опухоли быстрый синтез аденозин-
трифосфата и рост. Кроме того, побочным продук-
том гликолиза является лактат, который влияет на 
микроокружение опухоли и сигнальные пути [9, 10]. 
Ожидается выявление более сложных механизмов 
действия клинически доступных препаратов для ре-
моделирования микросреды гипоксии опухоли, что 
также может способствовать лечению гипоксии опу-
холей.

Другим подходом к преодолению ограничений в 
терапии, связанных с гипоксией, является исполь-
зование фотосенсибилизаторов, работающих по I 
механизму фотодинамической реакции, например 
метиленового синего (МС). Это фенотиазиновый 
краситель, который используется в качестве анти-
септика и антидота. Однако влияние МС на клеточ-
ный метаболизм нетривиально. МС является окис-
лительно-восстановительным агентом; в условиях 
острой митохондриальной дисфункции окислитель-
но-восстановительные циклические свойства МС 
позволяют реактивировать OXPHOS и цикл Кребса 
через альтернативный путь окисления NADH [11, 12]. 
МС принимает электроны от восстановительных эк-
вивалентов в митохондриях и передает их другим 
компонентам дыхательной цепи или молекулярно-
му кислороду, обходя активность комплексов I, II, 
III электронно-транспортной цепи [13]. Ранее нами 
было показано, что МС может положительно влиять 
на оксигенацию на мышиной модели перевиваемой 
опухоли [14]. Однако при работе с МС имеются слож-
ности: он склонен к образованию димеров при высо-
кой концентрации и к переходу в бесцветную лейко-
форму при гипоксии.

В настоящей работе проведено исследование 
фотодинамической активности МС и МС в комбина-
ции с хлорином е6 на культуре клеток и оценен их 
эффект на клеточный метаболизм при совместном 
накоплении и последующем облучении. Идея од-
новременного применения двух фотосенсибилиза-
торов — I (МС) и II (хлорина е6) типов — интересна 

благодаря их разностороннему влиянию на клеточ-
ный метаболизм [15].

Хлорин е6 — фотосенсибилизатор II типа, гене-
рирующий быстро утилизирующийся синглетный 
кислород 1О2. Как показывают недавние исследова-
ния, он оказывает ингибирующий эффект на цикл 
трикарбоновых кислот и, как следствие, на OXPHOS 
[16]. Предположительно хлорин е6 ингибирует цикл 
трикарбоновых кислот, в результате чего снижается 
количество восстановленных коферментов НАДН и 
ФАДH2, в виде которых запасается энергия окисле-
ния, выделяющаяся на разных стадиях цикла. При 
этом уменьшается скорость перехода МС в бесцвет-
ную фотонеактивную лейкоформу, что обусловлено 
восстановлением МС при взаимодействии с кофер-
ментом НАДН. Это усиливает эффект ФДТ I типа от 
МС, дополняя эффект от ФДТ II типа с хлорином е6. 
Чтобы подтвердить данную гипотезу, в настоящей ра-
боте выполнено исследование ФДТ с двумя фотосен-
сибилизаторами (МС и хлорином е6) на клеточных 
культурах.

Материалы и методы

Материалы. В работе использовали 0,35% 
раствор радахлорина (ООО «РАДА-ФАРМА», Россия) 
и 1% водный раствор метиленового синего (ОАО 
«Самарамедпром», Россия).

Культура клеток. Клетки эпителиоидной кар-
циномы шейки матки HeLa культивировали в среде 
DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientifc, США) с 
добавлением 10% FBS (Gibco, США) и 1% раствора 
анти биотика/антимикотика (пенициллин/стрепто-
ми цин) (Corning, США) при 37°C и 5% CO2. Клетки 
пересевали с помощью 0,05% раствора трипсина 
(Gibco, США).

Исследование внутриклеточной продукции 
МС АФК. Клетки HeLa за сутки до эксперимента 
высевали на чашки для конфокальной микроскопии; 
в день эксперимента инкубировали с МС в кон-
центрации 10 мг/кг в течение 1 ч. Затем добавляли 
флуоресцентный индикатор и исследовали влияние 
лазерного облучения с длиной волны 660 нм в дозе 
30 Дж/см2 на образование продуктов фотохимических 
реакций in vivo по флуоресцентным изображениям 
клеток с помощью лазерного сканирующего конфо-
кального инвертированного микроскопа LSM-710-
NLO (Carl Zeiss, Германия).

Использовали индикатор АФК (перекись водо-
рода H2O2, супероксид-анион O2

−, гидроксильный 
радикал OH, гидропероксиды ROOH и пер окси-
нитриты ONOO−) — 6-карбокси-2′,7′-дихлоро ди-
гидрофлуоресцеин диацетат (6-Карбокси-H2DCFDA; 
ООО «Люмипроб РУС», Россия) в концентрации 
1 мкм в среде, инкубируя его с клетками в течение 
30 мин. 6-Карбокси-H2DCFDA возбуждали лазе-
ром с длиной волны 488 нм и детектировали флуо-
ресценцию в диапазоне 510–580 нм.
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Исследование перехода МС в бесцветную 
восстановленную форму в условиях гипоксии 
при накоплении в клетках. Клетки HeLa за сутки 
до эксперимента высевали на чашку типа открытого 
культивирования для конфокальной микроскопии 
POCmini-2 Cell Cultivation System (PeCon GmbH, 
Германия). Клетки растили в полной питательной 
среде, затем добавляли МС в дозах 10 и 100 мг/кг 
на 4 ч. Перед измерениями спектров поглощения и 
микроскопированием клетки пятикратно отмывали от 
среды с МС. Чашку для конфокальной микроскопии 
из типа открытого культивирования с исследуемым 
монослоем клеток пересобирали в тип чашки 
закрытого культивирования с возможностью пер-
фузии. Итоговый вариант чашки представлял собой 
два покровных стекла, разделенных 2 мм прокладкой, 
на одном из стекол находился моно слой клеток. Чашку 
продували азотом в течение 10 мин, предварительно 
установив это время до статочным для полной 
дезоксигенации среды на образцах с эритроцитами, 
что подтверждалось спектроскопически по спектрам 
поглощения гемо глобина эритроцитов.

Спектры поглощения монослоя HeLa до и после 
инкубации с МС, до и после продувки азотом 
регистрировали при помощи спектрофотометра 
Hitachi U3400 (Hitachi, Япония) в диапазоне 350–
900 нм. При помощи времяразрешенной флуо-
ресцентной микроскопии (FLIM — fluorescence life-
time imaging microscopy) исследовали изменение 
клеточного дыхания по автофлуоресценции NADH 
и смотрели изменение времени жизни флуо-
ресценции МС.

Исследование времени жизни флуоресценции 
NADH и МС. Для анализа типа клеточного дыхания 
по времени жизни флуоресценции NADH и уровня 
агрегации МС применяли FLIM. Автофлуоресценцию 
клеток регистрировали при двухфотонном возбужде-
нии на длине волны 740 нм фемтосекундным лазе-
ром Chameleon Ultra II (Coherent, США) с использова-
нием модуля FLIM (Becker & Hickl GmbH, Германия), 
подключенного к микроскопу LSM-710-NLO (Carl 
Zeiss, Германия). Модуль FLIM состоял из коррели-
рованной по времени системы счета одиночных фо-
тонов SPC-150, гибридного фотодетектора GaAsP 
HPM100-07 и программного обеспечения SPCM. 
Использовали объектив Plan-Apochromate 63x/1.4 
Oil (Carl Zeiss, Германия). Для выделения сигна-
лов флуо ресценции от NADH применяли полосовой 
фильтр FB450-40 (Thorlabs, США). Флуоресцентные 
изображения с временным разрешением обраба-
тывали при помощи программного обеспечения 
SPCImage 8.0 (Becker & Hickl GmbH, Германия). 
Для интерпретации данных флуоресценции с вре-
менным разрешением применяли метод векторных 
диаграмм, где время жизни флуоресценции указы-
вается в частотном представлении [17]. Для постро-
ения векторных диаграмм использовали библиотеки 
KernelDensity и Makie языка программирования Julia.

Внутриклеточное накопление МС и хлорина 
е6. Раствор МС или МС и хлорин е6 добавляли в 
культуральную среду до концентрации 1, 5, 10 и 
20 мг/кг МС и 5 мг/кг хлорина е6, затем инкубировали 
при 37°C, 5% CO2 в течение часа. Интенсивность 
флуоресценции фотосенсибилизаторов в культуре 
анализировали при помощи лазерной сканирующей 
конфокальной микроскопии. МС и хлорин е6 
возбуждали на длине волны 633 нм, флуоресценцию 
регистрировали в спектральном диапазоне 645–
750 нм.

Исследование фотодинамического воздейст-
вия МС и хлорина е6 на клетки. Раствор МС или 
МС и хлорин е6 добавляли в культуральную среду до 
концентрации 1, 5, 10 и 20 мг/кг МС и 5 мг/кг хлорина 
е6, затем инкубировали при 37°C, 5% CO2 в течение 
часа. Фотодинамическое воздействие проводили 
путем возбуждения лазером с длиной волны 660 нм; 
плотность мощности составляла 100 мВт/см2. 
Облучение проводили в течение 10 мин, суммарная 
световая доза составила 60 Дж/см2. Интенсивность 
флуоресценции фотосенсибилизаторов в клетках 
оценивали до облучения, сразу после облучения 
и на следующий день после облучения при 
помощи лазерной сканирующей конфокальной 
микроскопии. На следующий день после облучения 
также проводили окрашивание акридиновым оран-
жевым и пропидием йодидом (АО/ПИ) с целью 
визуализировать живые/мертвые клетки.

Результаты

Фотохимические свойства МС в клетках. 
Исследования с использованием индикатора АФК — 
6-Карбокси-H2DCFDA — выявили, что в результате 
добавления к клеткам МС происходит эффективная 
генерация АФК. Кроме того, ФДТ с МС приводит к 
усилению интенсивности флуоресценции МС внутри 
клеток (рис. 1).

Скорость образования АФК при темновом на-
коплении МС, особенно в присутствии хлорина е6, 
существенна. Возможно, это связано с участием 
МС в цепи переноса электронов, комплексы I и II 
которой генерируют митохондриальные АФК [18]. 
Свойство МС в клетках генерировать АФК под-
тверждают данные работы [19] о склонности 
МС к фотодинамическим реакциям I типа, вклю-
чающим перенос электрона и образование полу-
восстановленных и полуокисленных радикалов 
МС, что приводит к дальнейшему окислению био-
молекул.

Образование агрегатов МС. При больших кон-
центрациях МС происходит образование агрегатов, 
ведущее к изменению текучести мембран, в том 
числе мембран митохондрий, и к нарушению 
потенциала митохондрий. По литературным данным, 
при концентрации МС в воде ниже 3,4·10−5 М 
(эквивалентно 11,03 мг/кг) агрегация незначительна, 
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в то время как при концентрации свыше 
2,09·10−4 М (эквивалентно 66,85 мг/кг) происходит 
димерообразование [20]. Для исследования влияния 
агрегации мы использовали концентрации МС 
10 и 100 мг/кг, предполагая, что в первом случае 
концентрация димерообразования ниже, а во втором 
случае она выше.

Спектры поглощения раствора МС при кон цент-
рации 10 мг/кг и монослоя HeLa после инкубации 
с МС в концентрациях 10 и 100 мг/кг до и после 
продувки азотом представлены на рис. 2, а, б, в 
соответственно, а время жизни флуоресценции — 
на рис. 3.

При невысоких концентрациях МС и дез-
оксигенации в клетках МС переходит в бесцветную 
лейкоформу. При высоких концентрациях МС-
эффекта обесцвечивания не наблюдается. Возможно, 
это обусловлено тем, что, находясь в виде димеров, 
МС не участвует в окислительно-восстановительных 
реакциях клетки и поэтому не переходит в лейко-
форму. Кроме того, высокая концентрация МС как 
окислительно-восстановительного циклера может 
приводить к истощению протонов, что также влияет 
на этот процесс.

Время жизни флуоресценции МС в растворе и 
внутри клеток различается только для концентрации 
10 мг/кг в условиях нормального газообращения 
и при гипоксии. Согласно литературным данным 
[21], время жизни флуоресценции для мономеров 
МС составляет ~370 пс, а для димеров МС оно 
короче 20 пс. Несмотря на то, что при продувке 
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азотом пик поглощения мономера 
МС в клетках после инкубации 
с МС в концентрации 10 мг/кг 
практически исчез, флуоресценция 
МС сохранилась, а ее время жизни 
выросло от 400 до 700 пс.

Результаты инкубации кле-
ток с МС и хло рином е6. С целью 
исследования одно временного на-
копления МС и хлорина е6 клет-
ки инкубировали в полной среде 
с МС в концентрации 1, 5, 10 и 
20 мг/мл без и с хлорином е6 в 
концентрации 5 мг/мл при 37°C, 5% 
CO2 в течение часа.

Инкубация клеток с од ним МС в 
концентрации до 10 мг/кг не приводит 
к су щест вен ному увеличению его 
флуо ресценции в клетках (рис. 4). 
Ве роятно, при таких усло ви ях 
МС в клетках переходит в фото-
динамически неактивную лейкоформу. При кон-
центрации МС 20 мг/кг в культуре выделяются 
отдельные клетки с интенсивной равномерной 
флуоресценцией МС. Такая неоднородность в на-
коплении МС по клеточной популяции может быть 
интерпретирована как критическое нарушение мемб-
ранной плас тичности и мембранного потенциала 
клетки в целом в результате ее большей активности 
по накоплению МС, ведущей к образованию агрегатов.

Инкубация клеток с МС одновременно с хлорином 
е6 приводит к большей флуоресценции МС внутри 
клеток по сравнению с инкубацией клеток только с 
МС (см. рис. 4; рис. 5). Предположительно хлорин е6 
ингибирует цикл трикарбоновых кислот, что приводит 
к нарушению восстановления МС в лейкоформу. 

Кроме того, уменьшение перехода МС в лейкоформу 
может быть обусловлено низкоинтенсивным облу-
чением во время сканирования, которое приводит 
к образованию АФК и обратному окислению лейко-
формы в МС.

Фотодинамическое воздействие МС. Инку-
ба цию клеток HeLa c МС (1, 5, 10 и 20 мг/мл) и 
хлорином е6 (5 мг/мл) проводили при 37°C, 5% CO2 
в течение часа. Параметры ФДТ были следующими: 
660 нм, 100 мВт/см2, 10 мин, 60 Дж/см2.

Все облученные клетки с МС и хлорином е6 
потеряли флуоресценцию в красной области спектра 
(рис. 6 и 7). Снижение флуоресценции МС можно 
объяснить как фотообесцвечиванием, так и тем, что 
в результате ФДТ снижается содержание кислорода, 
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Рис. 4. Флуоресцентные изображения клеток, проинкубированных с МС и хлорином е6
Зеленый псевдоцвет соответствует автофлуоресценции, красный — флуоресценции МС. Бар — 20 мкм

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 ф

лу
ор

ес
це

нц
ии

, 
от

н.
 е

д.

Концентрация МС, мг/кг

МС

МС + хлорин е6, 5 мг/кг

Рис. 5. Интегрированная по площади клеток интенсивность 
флуоресценции МС и хлорина е6 в клетках спустя 1 ч инкубации 
фотосенсибилизатров в питательной среде

Влияние хлорина е6 на клеточный метаболизм и сенсибилизацию метиленовым синим



биотехнологии

64   СТМ ∫ 2025 ∫ том 17 ∫ №1

оригинальные исследования 

МС, мг/кг

Бе
з 

хл
ор

ин
а 

е6 Ср
аз

у 
 

по
сл

е 
Ф

ДТ
1 

де
нь

  
по

сл
е 

Ф
ДТ

Хл
ор

ин
 е

6,
 5

 м
г/к

г

0 51 10 20
Ср

аз
у 

 
по

сл
е 

Ф
ДТ

1 
де

нь
  

по
сл

е 
Ф

ДТ

Рис. 6. Флуоресцентные изображения клеток, проинкубированных с МС и хлорином е6, сразу после ФДТ и 
через 1 день
Зеленый псевдоцвет соответствует автофлуоресценции, красный — флуоресценции МС

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 

ф
лу

ор
ес

це
нц

ии
, о

тн
. е

д.

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 

ф
лу

ор
ес

це
нц

ии
, о

тн
. е

д.

Концентрация МС, мг/кг

1 ч
после ФДТ
1 день после ФДТ

МС + хлорин е6МС

Концентрация МС, мг/кг

1 ч
после ФДТ
1 день после ФДТ

Рис. 7. Интегрированная по площади клеток интенсивность флуоресценции МС (а) и МС и хлорина е6 (б) 
в клетках спустя 1 час инкубации фотосенсибилизатров в питательной среде, сразу после ФДТ и через 
1 день после ФДТ

а б

10 мкм 10 мкм 10 мкм 10 мкм 10 мкм

10 мкм20 мкм20 мкм20 мкм20 мкм

20 мкм

20 мкм

20 мкм

20 мкм

20 мкм

20 мкм

20 мкм 20 мкм

20 мкм20 мкм

А.В. Рябова, И.Д. Романишкин, И.В. Маркова, Д.В. Поминова



СТМ ∫ 2025 ∫ том 17 ∫ №1   65

оригинальные исследования 

отчего МС переходит в лейкоформу и не способен 
обратно оксилиться до МС из-за низкого содержания 
кислорода.

Интенсивность автофлуоресценции клеток, ре-
гистрируемая при возбуждении лазером с длиной 
волны 514 нм (флавины), свидетельствует о мощ-
ном окислительном стрессе через день после 
облу чения. Особенно ярко выражено это явление 
при концентрации МС 1–10 мг/кг и для комбинации 
хлорина е6 с МС 0–1 мг/кг. При концентрации 
МС 20 мг/кг и для комбинации хлорина е6 с МС 
5–20 мг/кг окислительный стресс еще сильнее и, 
вероятно, приводит к быстрому некрозу, поскольку 
не успевает выработаться ответная реакция.

Концентрации МС 1–10 мг/кг и доза лазерного 
облучения 60 Дж/см2 не приводят к гибели клеток, 
вероятно, из-за перехода МС в фотодинамически 
неактивную лейкоформу. В результате ФДТ с МС 
в концентрации 20 мг/кг через сутки в клеточных 
ядрах наблюдается флуоресценция МС, а окра-
шивание АО/ПИ выявляет окрашивание ядер ПИ, 
что свидетельствует о гибели клеток. Для всех 
образцов с хлорином е6 и с МС 0–20 мг/кг доза 
60 Дж/см2 приводит к гибели клеток после ФДТ 
(рис. 8). Интенсивность окрашивания ПИ ядер клеток 
в результате ФДТ с МС и хлорином е6 иллюстрирует, 
что совместная фототоксичность МС и хлорина е6 
выше, чем одного хлорина е6.

FLIM-фазорные диаграммы для клеток пос-
ле инкубации с фотосенсибилизаторами и 
после ФДТ. Проведен анализ времени жизни флуо-
ресценции метаболического кофактора NADH после 
инкубации клеток с МС и хлорином е6 и после ФДТ 
с ними. Наша интерпретация облака точек вре мен 

жизни флуоресценции NADH на фазорной диаграмме 
опирается на существование «метаболической траек-
тории», условной линии между точками 0,4 и 2,5 нс, 
где более короткие времена жизни соответствуют 
анаэробному гликолизу, более длинные — окисли-
тельному фосфорилированию [22, 23].

Изначально облако распределения времен 
жизни флуоресценции NADH для клеток HeLa при 
нормальных условиях инкубирования находилось 
в центре фазорной диаграммы на условной линии 
между 0,5 и 3,4 нс (рис. 9).

Для лучшей репрезентативности изменений далее 
будет приведен центральный участок фазорных диа-
грамм, заключающий основной сигнал — 0,35–0,65 G 
(ось Х) и 0,25–0,45 S (ось Y) (см. рис. 9).

Клеточный стресс от инкубации с высокими 
кон центрациями МС (10–20 мг/кг) и МС (1–20 г/кг) 
одновременно с хлорином е6 приводит к нарушению 
мембранного потенциала в первом случае и инги-
бированию цикла трикарбновых кислот во втором, 
однако на фазорной диаграмме это отображается 
как незначительное вытягивание облака флуо-
ресценции NADH вдоль метаболической оси 
(рис. 10).

Фотодинамическая терапия истощает уровень 
кислорода, что ведет к нарушению нормального 
клеточного метаболизма. Так, после ФДТ с не-
вы сокими концентрациями МС ожидался незна-
чительный уровень гипоксии и окислительного 
стресса. В этом случае происходит смещение обла-
ка флуоресценции NADH на фазорной диаграмме 
вправо, в сторону коротких времен жизни (ближе к 
анаэробному гликолизу по метаболической траекто-
рии NADH).
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Рис. 8. Флуоресцентные изображения клеток через 1 день после ФДТ с МС и хлорином е6 и МС, окрашенных 
АО/ПИ
Зеленый псевдоцвет — живые клетки, красный — мертвые. Бар — 20 мкм
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Рис. 9. Фазорная диаграмма 
флуоресценции NADH, получен-
ная для клеток культуры HeLa
Прямоугольник показывает об-
ласть диаграммы, интерпретируе-
мую далее
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Рис. 10. Фазорные диаграммы флуоресценции NADH, полученные для клеток культуры HeLa, проинкубиро-
ванных с МС и МС с хлорином е6 в течение часа, сразу и через 1 день после фотодинамического воздействия

Однако острая гипоксия после ФДТ с МС и хло-
рином е6 приводит к смещению облака флуорес-
ценции NADH на фазорной диаграмме влево, в 

сторону длинных времен жизни (ближе к окислитель-
ному фосфорилированию по метаболической траек-
тории NADH), клетки при этом погибают в результате 
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некроза. Через сутки после ФДТ с гибелью клеток, 
подтвержденной окрашиванием АО/ПИ, происходит 
округление облака флуоресценции NADH на фазор-
ной диаграмме с небольшим смещением его в сторо-
ну анаэробного гликолиза.

Обсуждение

Использование фотосенсибилизаторов для по-
давления OXPHOS с целью уменьшить потребление 
опухолевыми клетками кислорода на время ФДТ яв-
ляется многообещающим терапевтическим подхо-
дом. Амфифильный хлорин e6 преимущественно 
связывается с холинсодержащими головными груп-
пами фосфолипидных областей [24–26]. Есть дан-
ные систематического исследования [27] метаболи-
ческого профиля клеток HeLa в течение темнового 
периода инкубации с фотосенсибилизаторами хло-
ринового ряда при помощи спектроскопии ядерного 
магнитного резонанса. Так, установлено, что хлорин 
е4 оказывает ингибирующее токсическое действие 
на цикл трикарбоновых кислот и метаболизм фосфа-
тидилхолина. При этом метаболические изменения в 
клетках интерпретируются как стимуляция защитных 
механизмов против нефизиологического порфирино-
вого ксенобиотика.

Исследования цитотоксических эффектов МС 
в клетках показали связь с повреждением мито-
хондрий. На суспензиях митохондрий продемон-
стрировано, что МС активно с ними связывается и 
проникает в матрикс, стимулируемый протонным по-
тенциалом митохондрий. Однако большее накопле-
ние MС происходит в митохондриях с повышенным 
протонным потенциалом, далее это приводит к вос-
становлению MС до фотохимически неактивной лей-
коформы и к образованию димеров MС [28].

Окислительный стресс и АФК играют централь-
ную роль во многих физиологических и патофизио-
логических процессах. Метаболомные методы, такие 
как целевая жидкостная хроматография–тандемная 
масс-спектрометрия (ЖХ-МС/МС), используются для 
количественной оценки специфических метаболитов, 
включая глутатион, который непосредственно участ-
вует в окислительно-восстановительном гомеостазе. 
Нецелевая метаболомика дает всесторонний обзор 
метаболических изменений, вызванных окислитель-
ным стрессом, и может предоставить потенциальные 
биомаркеры рака [29]. Корреляционная визуализа-
ция позволяет визуализировать изменения в мета-
болизме (предоставляя абсолютные количества для 
>100 метаболитов, включая цикл трикарбоновых кис-
лот, пентозофосфатный путь, метаболизм пуринов, 
метаболизм глутатиона, метаболизм цистеина и ме-
тионина, гликолиз и глюконеогенез) при одновремен-
ной микроскопии живых клеток [30]. На примере при 
кратковременном воздействии перекиси водорода 
in vitro показана морфологическая и метаболическая 
адаптация раковых клеток. Еще одним методом ме-

таболического профилирования является использо-
вание метаболических ингибиторов или определение 
активности ферментов путем добавления высоких 
концентраций субстратов. Существует метод деталь-
ного анализа метаболического профилирования в ге-
терогенных популяциях клеток с помощью проточной 
цитометрии SCENITH [31]. С другой стороны, есть 
FLIM — быстрый, неразрушающий метод, позволяю-
щий изучать экзогенные и эндогенные флуорофоры, 
что обеспечивает высокое пространственное и вре-
менное разрешение для визуализации типов клеток, 
клеточных культур и биопсий in vitro и in vivo [32]. Мы 
исследовали уровень флуоресценции эндогенного 
метаболита NADH в связанной и свободной формах. 
Поскольку абсолютное количество связанного с бел-
ком NADH относительно стабильно, соотношение 
свободного (корот кое вре мя жизни) к связанному с 
белком (длительное время жизни) NADH совпада-
ет с окислительно-восстановительным состоянием 
NADH, как и среднее время жизни NADH. Сдвиг кле-
точного метаболизма в сторону гликолиза и/или сни-
жение митохондриального дыхания сопровождаются 
увеличением интенсивности автофлуоресценции 
NADH и сокращением времени его жизни, что от-
ражается в повышении метаболического индекса 
NADH (отношение a1/a2). Обратные изменения ука-
зывают на восстановление митохондриальной ак-
тивности. Несмотря на то, что за время облучения 
образцов с хлорином е6 происходят дезоксигенация, 
сильный окислительный стресс, а затем и гибель 
клеток, масштабных изменений во времени жизни 
флуоресценции NADH нам зафиксировать не уда-
лось. Возможно, клетке необходимо время, чтобы 
перестроить пропорции метаболитов под происходя-
щие изменения, а его у нее не было. Так, например, 
есть данные, что при длительном окислительном 
стрессе могут накапливаться продукты окисления 
липидов, флуоресцирующие в спектральном диа-
пазоне NADH, со временем жизни флуоресценции 
7,8 нс [33]. Кроме того, клетки в условиях гипоксии 
меняют активность ферментов, связанных с NADH, 
что должно сказаться на изменении длительной ком-
поненты времени жизни флуоресценции NADH. При 
гипоксии уровень активности лактатдегидрогеназы 
повышается более чем десятикратно по сравнению 
с условиями нормоксии [34]. Время жизни флуорес-
ценции NADH при связывании с лактатдегидроге-
назой составляет 1,6 нс [35]. Вытягивание облака 
флуоресценции на фазорной диаграмме в сторону 
связанного с лактатдегидрогеназой NADH (1,6 нс), 
с одной стороны, и к продуктам окисления липидов 
(7,8 нс) — с другой, должно было бы развернуть его 
поперек метаболической траектории, но в наших экс-
периментах такого не наблюдается.

Тем не менее накопление клетками МС однов-
ременно с хлорином е6 приводит к внутриклеточ-
ным изменениям, отражающимся в способности МС 
восстанавливаться в лейкоформу, а последующее 
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облучение обусловливает более быструю клеточную 
гибель, чем если использовать один фотосенсибили-
затор.

Заключение

Исследовано влияние фотосенсибилизаторов 
МС и МС в комбинации с хлорином е6 на клеточный 
метаболизм при совместном накоплении и после-
дующем облучении. Идея их одновременного при-
менения заключалась в ингибировании цикла три-
карбоновых кислот хлорином е6 и, как следствие, 
ингибировании OXPHOS. При этом снижается по-
требление кислорода клетками, а также нарушается 
восстановление МС в бесцветную лейкоформу, что 
позволяет одновременно активировать фотодина-
мические реакции I и II типа. Нами показано, что при 
совместном накоплении уменьшается скорость пере-
хода МС в бесцветную фотонеактивную лейкоформу 
и усиливается эффект ФДТ I типа от МС, дополняя 
эффект от ФДТ II типа с хлорином е6.

Финансирование. Работа выполнена при финан-
совой поддержке гранта Российского научного фонда 
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