
На правах рукописи 

 

 

 

 

 

 

 

Ширманова Марина Вадимовна 

 

 

 

ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЙ ВРЕМЯ-РАЗРЕШЕННЫЙ ИМИДЖИНГ 

ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО МЕТАБОЛИЗМА ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК  

 

 

1.5.2 – Биофизика 

 

 

Диссертация на соискание ученой степени  

доктора биологических наук  

в виде научного доклада 

 

 

 

 

 

Нижний Новгород – 2024 



2 

 

Работа выполнена в федеральном государственном бюджетном 

образовательном учреждении высшего образования «Приволжский 

исследовательский медицинский университет» Министерства 

здравоохранения Российской Федерации (ФГБОУ ВО «ПИМУ» Минздрава 

РФ). 

Научный консультант: Загайнова Елена Вадимовна 

доктор медицинских наук, профессор РАН, член-

корреспондент РАН, заместитель генерального 

директора по развитию Федерального 

государственного бюджетного учреждения 

«Федеральный научно-клинический центр 

физико-химической медицины Федерального 

медико-биологического агентства» 

 

  



3 

 

ОГЛАВЛЕНИЕ 

 

1. ВВЕДЕНИЕ………………………………………………………...….... 4 

2. ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ ДОКЛАДА………………….……….... 18 
2.1. Основы оптического метаболического имиджинга……………............ 18 
2.2. Методики оценки энергетического метаболизма клеток с помощью 

FLIM……………………………………………………………………………… 22 
2.2.1. FLIM-микроскопия НАД(Ф)Н и ФАД, редокс-отношение…….. 22 
2.2.2. FLIM НАД(Ф)Н на макро-уровне…………………………….….. 25 

2.3. Принципы мультипараметрического имиджинга с использованием 

FLIM НАД(Ф)Н…………………………................................................... 25 
2.4. Особенности энергетического метаболизма опухолей в условиях 

естественного роста по данным FLIM……………………………………. 29 
2.4.1. FLIM-микроскопия опухолевых сфероидов, опухолей мышей 

in vivo и образцов опухолей пациентов ……………………………….. 29 
2.4.2. Возможности макро-FLIM для дифференцирования опухоли от 

нормальной ткани………………………….............................................. 36 
2.5. Исследование метаболических изменений при апоптозе опухолевых 

клеток с использованием FLIM НАД(Ф)Н и генетически кодируемого 

сенсора активности каспазы-3 ……………………………………………..... 38 
2.6. Оценка ответа опухолей на химиотерапию с помощью оптического 

метаболического имиджинга…………………………………………………. 41 
2.6.1. Изменение энергетического метаболизма опухолевых клеток 

при химиотерапии в экспериментах in vitro и in vivo........................,.... 42 
2.6.2. Химиотерапия первичных культур опухолевых клеток.............. 46 

2.7. Метаболический ответ опухолевых клеток на ФДТ по данным FLIM 48 
2.7.1 FLIM НАД(Ф)Н при ФДТ с генетически кодируемым 

фотосенсибилизатором KillerRed............................................................. 49 
2.7.2 FLIM НАД(Ф)Н при ФДТ c фотодитазином ................................. 51 

2.8. Взаимосвязь энергетического метаболизма и кислородного статуса 

опухолевых клеток по данным FLIM и PLIM….…………………………… 52 
2.8.1. Методики комбинированной оценки фосфоресценции 

кислородных сенсоров и автофлуоресценции НАД(Ф)Н в опухолях с 

помощью PLIM и FLIM ………………………………………………… 54 
2.8.2. PLIM и FLIM при химиотерапии и ФДТ………………………... 57 

2.9. Связь энергетического метаболизма с физико-химическими 

показателями опухолевых клеток - рН и микровязкостью ........................... 62 

3. ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ВЫВОДЫ…………………………………………. 69 

4. СПИСОК НАУЧНЫХ ПУБЛИКАЦИЙ ЗА ПОСЛЕДНИЕ 10 ЛЕТ, 

В КОТОРЫХ ИЗЛОЖЕНЫ ОСНОВНЫЕ НАУЧНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ 

ДИССЕРТАЦИИ…………..........................................................................  76 

5. СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ……………………………………………… 84 



4 

 

1. ВВЕДЕНИЕ  

Актуальность темы 

Злокачественные опухоли отличаются от нормальных тканей целым 

рядом биологических особенностей, включая неконтролируемую 

пролиферацию, способность к инвазии и метастазированию, адаптацию к 

гипоксии и стимуляцию ангиогенеза, устойчивость к апоптозу, уклонение от 

иммунного надзора и др. [1]. Существенную роль в поддержании 

опухолевого роста и регуляции жизнедеятельности опухолевой клетки 

играют изменения в клеточном метаболизме, касающиеся в первую очередь 

процессов дыхания. Согласно современным представлениям, эти 

метаболические перестройки являются не просто следствием молекулярно-

генетических нарушений, лежащих в основе патогенеза опухоли, а 

необходимым условием опухолевой прогрессии [2]. Метаболические пути, 

обеспечивая клетку энергией и субстратами, как бы опосредуют все 

проявления особого биологического поведения опухолей и устойчивость к 

цитотоксическим воздействиям. Поэтому исследование опухолевого 

метаболизма имеет огромное значение для понимания механизмов 

канцерогенеза и разработки новых диагностических и терапевтических 

подходов. 

Злокачественная трансформация клеток приводит к кардинальным 

изменениям всех видов обменных процессов, что обусловлено, прежде 

всего, высокой потребностью опухолевых клеток в энергии и 

макромолекулах для пролиферации и интенсивного роста клеточной массы. 

К наиболее значимым метаболическим изменениям относят повышенный 

уровень гликолиза, как анаэробного, так и аэробного (эффект Варбурга), 

митохондриальную дисфункцию, активацию пентозофосфатного пути, 

использование глутамина и жирных кислот в качестве альтернативных 

энергетических субстратов, активный биосинтез липидов и нуклеотидов [3, 

4]. Результатом активации гликолиза является продукция лактата и, как 

следствие, обратный градиент внутри- и внеклеточного рН, который 

способствует развитию и выживанию опухоли [5].  

Исследования последних лет выявили, что нет единой, универсальной 

метаболической программы, свойственной всем опухолям и даже клеткам 

внутри одной опухоли [6]. Опухолевые клетки способны активировать 

различные пути получения энергии в зависимости от текущих потребностей 

и условий микроокружения. Большинство раковых клеток используют 

гликолиз и митохондриальное дыхание одновременно, а интенсивность этих 

процессов определяется множеством факторов, относящихся как к самим 

опухолевым клеткам, так и их микроокружению [A49]. К эндогенным 

факторам относят тканевое происхождение опухоли, специфику 

метаболических процессов в том типе ткани и органе, где локализована 

опухоль, генетические характеристики и молекулярный подтип, степень 

дифференцировки. Факторами, связанными с микроокружением, являются 
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распределение кислорода, доступность и состав питательных веществ, рН 

микросреды, взаимодействие со стромальными клетками, плотность 

коллагенового матрикса. Очевидно, что опухоли гетерогенны на 

генетическом, молекулярном и клеточном уровне, что в совокупности с 

неоднородным и постоянно меняющимся микроокружением обуславливает 

высокую  внутри- и межопухолевую гетерогенность их энергетического 

метаболизма. Присутствие внутри одной опухоли клеток с преобладанием 

разных путей получения энергии повышает вероятность выживания 

отдельных клеточных клонов при терапии и развития резистентности, а 

метаболические отличия между опухолями одного типа и стадии у разных 

пациентов подчеркивают необходимость персонализированного лечения. 

Высокая пластичность катаболических процессов в опухолевых клетках 

позволяет им приспосабливаться к неблагоприятным условиям, например, 

недостатку кислорода, питательных веществ, а в ряде случаев - к действию 

противоопухолевых препаратов. 

Важным аспектом в исследованиях опухолевого метаболизма является 

связь энергетического метаболизма клеток с ответом на лечение [7, 8]. Так, 

аэробный гликолиз обычно ассоциируется с агрессивностью опухоли и 

лекарственной устойчивостью [9]. В то же время, цитотоксическая терапия 

наиболее эффективна в отношении активно пролиферирующих клеток, для 

которых так же свойствен гликолиз, а более резистентные субпопуляции 

опухолевых стволовых клеток имеют окислительный метаболизм [10]. При 

этом сама противоопухолевая терапия может менять метаболизм 

опухолевых клеток посредством множества путей, например, при прямом 

действии на митохондрии или косвенно в ответ на повреждение ядерной 

ДНК клеток или снабжающих опухоль кровеносных сосудов [11-15]. 

Идентификация метаболических «маркеров» терапевтического ответа или 

резистентности является актуальной задачей и может стать основой для 

разработки новых способов прогнозирования и мониторинга эффективности 

противоопухолевой терапии. 

Механизмы, с помощью которых раковые клетки координируют свою 

биоэнергетику, и условия, при которых активируются те или иные пути 

получения энергии, до сих пор малопонятны. Это диктует необходимость 

поиска новых методов оценки энергетического метаболизма с 

возможностью динамического наблюдения как за индивидуальными 

клетками, так и опухолью в «макро» масштабе. Особый интерес 

представляют мультипараметрические исследования с одновременной 

оценкой сразу нескольких комплементарных параметров в одной и той же 

опухоли или отдельно взятой клетке.  

Развитие методов флуоресцентного имиджинга с временным 

разрешением (Fluorescence Lifetime Imaging, FLIM) привело к созданию 

новых подходов для исследования различных биологических процессов и 

физико-химических параметров клеток и тканей [16-18, A21]. Подобно 



6 

 

другим методам оптического биоимиджинга, FLIM является неинвазивным с 

точки зрения безопасности оптического излучения и позволяет проводить 

наблюдения в динамике, в живых клетках и тканях in vivo на разных 

уровнях – от (суб)клеточного до целого организма. Однако FLIM имеет 

преимущества перед традиционными методами флуоресцентной 

визуализации на основе интенсивности. Время жизни флуоресценции 

является собственной характеристикой флуорофора, которая определяется 

его химической структурой и локальным окружением и в определенной 

степени не зависит от концентрации [19]. Так что FLIM является 

количественным по своей сути и минимизирует артефакты, связанные с 

неоднородным распределением флуорофора в образце, рассеянием и 

поглощением света, фокусировкой, различиями в конфигурациях 

оптических систем, геометрией самого объекта, что особенно ценно при 

работе с тканями [20]. Опция временного разрешения расширяет 

возможности флуоресцентных методов от простого наблюдения за 

локализацией флуорофора или рациометрических измерений до 

количественного охарактеризования молекулярного окружения флуорофора. 

Высокая чувствительность и молекулярная специфичность FLIM 

сделали возможным анализ энергетического метаболизма клеток путем 

регистрации эндогенной флуоресценции кофакторов ферментов 

дегидрогеназ - восстановленного никотинамиддинуклеотида (фосфата) 

НАД(Ф)Н и окисленных флавинадениндинуклеотида ФАД и 

флавинмононуклеотида ФМН [21, 22, A8]. Из них, связь кинетики 

флуоресценции НАД(Ф)Н с процессами клеточного дыхания 

охарактеризована наиболее полно. Две формы этого кофактора – свободная 

и связанная с белками - могут быть идентифицированы по времени жизни 

флуоресценции. В типичном случае, в раковых клетках вклад свободной 

формы НАД(Ф)Н в затухание флуоресценции коррелирует с 

интенсивностью гликолиза, а вклад связанной формы – с уровнем 

митохондриального дыхания. Разработка ряда новых генетически 

кодируемых и синтетических сенсоров, работающих в красной области 

спектра, открыла перспективу одновременного наблюдения НАД(Ф)Н и 

других функциональных показателей [23].  

До недавнего времени подходы к применению FLIM для изучения 

онкологических процессов были слабо развиты. Примеры применения 

FLIM, в том числе с использованием эндогенной флуоресценции клеток, 

ограничивались в основном экспериментами на монослойных клеточных 

культурах. Так что актуальной задачей современной биофизики является 

разработка подходов к использованию FLIM в многоклеточных моделях in 

vitro и опухолях in vivo и трансляция этих разработок в клинику. 

Данная работа посвящена разработке подходов к применению FLIM в 

экспериментальной онкологии и изучению с его помощью энергетического 
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метаболизма опухолевых клеток при естественном росте и 

противоопухолевой терапии. 

Степень разработанности темы исследования 

Сложная биологическая природа опухолей, которая предполагает 

влияние не только (эпи)генетических факторов, но и взаимодействие опухоли 

с организмом хозяина, существование опухолевых клеток в условиях 

гетерогенного микроокружения и фенотипическую  пластичность, делает 

проблему изучения рака – одной из самых сложных в биологии, а проблему 

лечения - одной из самых сложных в медицине. Во многом понимание 

природы рака усложняется тем, что подавляющее большинство исследований 

проводится на чрезмерно упрощенных моделях – культурах опухолевых 

клеток животных и человека in vitro, отдельных выделенных из клеток и 

тканей компонентах. Тогда как информация о пространственной организации 

опухоли, ее гетерогенности, влиянии микроокружения на опухолевые клетки, 

динамике биологических процессов полностью теряется. В изучении 

биологических, в том числе метаболических, свойств опухолей 

принципиальную важность имеют два момента: 1) использование 

опухолевых моделей, которые в наибольшей степени отражают свойства 

опухолей человека; 2) проведение исследований прижизненными, 

неинвазивными методами без влияния на физиологическое состояние клеток 

и тканей. Однако проведению исследований in vivo препятствует отсутствие 

неинвазивных селективных методов, позволяющих наблюдать и 

количественно оценить отдельные функциональные показатели опухолевой 

ткани в динамике. 

На протяжении последних нескольких десятилетий неуклонно растет 

интерес к теме опухолевого метаболизма. За последние 20 лет количество 

научных публикаций в этой области выросло в 2 раза (с 31600 до 72700 по 

данным PubMed). Благодаря современным высокоинформативным омикс-

технологиям, аналитическим, биохимическим, иммуногистохимическим 

методам и широкому внедрению в клинику методов метаболической 

визуализации, таких как позитронно-эмиссионная томография с 
18

F-ФДГ, 
1
H-

магнитно-резонансная спектроскопия, достигнуто серьезное понимание 

особенностей биоэнергетики рака [24, 25]. Идентифицированы изменения в 

клеточном дыхании, отличающие опухоли от нормальных тканей, 

установлена их связь с генетическими нарушениями и сигнальными путями. 

Укрепилось мнение, что опухолевый метаболизм – это крайне вариабельная 

система. В зависимости от текущих потребностей и условий 

микроокружения (в первую очередь, количества питательных веществ и 

кислорода) раковые клетки способны активировать различные пути 

получения энергии – бескислородное расщепление глюкозы (гликолиз) или 

аэробное дыхание. Кроме того, раковые клетки находятся под постоянным 

влиянием других типов клеток в опухолевом микроокружении 

(эндотелиальных клеток, фибробластов и иммунных клеток) и внеклеточного 
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матрикса. Однако вопросы пластичности и гетерогенности энергетического 

метаболизма опухолей, особенно на клеточном уровне, - одни из наименее 

изученных в этой области.  

Все большую популярность в биомедицинских исследованиях в 

последние годы приобретают методы флуоресцентного имиджинга с 

временным разрешением FLIM. Приложения FLIM в экспериментальной 

онкологии можно условно разделить на три группы: 1) «метаболический» 

имиджинг с использованием эндогенной флуоресценции кофакторов 

дегидрогеназ, восстановленного НАД(Ф)Н и окисленных флавинов ФАД и 

ФМН,  2) изучение молекулярных взаимодействий с помощью Фостеровской 

резонансной передачи энергии FRET, 3) зондирование физико-химических 

параметров с помощью синтетических или генетически кодируемых 

сенсоров [21-23, 26, 27]. Среди них, «метаболический» FLIM является, 

пожалуй, наиболее распространенным приложением. В основном, он 

реализуется в виде двухфотонной лазерной сканирующей микроскопии с 

опцией временного разрешения флуоресценции. Примеры исследований с 

применением FLIM НАД(Ф)Н и ФАД до недавнего времени ограничивались 

работами на клеточных культурах и несколькими работами in vivo [28-30]. За 

последние пять лет появились работы, выполненные на органотипичных 

опухолевых культурах (органоидах) и операционных образцах тканей 

пациентов [31-34]. Принимая во внимание преимущества метода FLIM перед 

другими методами изучения энергетического метаболизма, мы ставили одной 

из задач проведение исследований на сложных моделях опухолевого роста и 

образцах опухолевой ткани. 

В настоящее время идет активная работа в химии и генной инженерии 

по созданию новых сенсоров с чувствительным временем жизни 

люминесценции и улучшенными спектральными характеристиками для 

биологических приложений [35]. По сравнению с сенсорами на основе 

интенсивности, главное преимущество сенсоров на основе времени жизни 

состоит в возможности более точной количественной оценки изучаемого 

параметра. Особый интерес для исследований на многоклеточных моделях и 

тканях представляют сенсоры, работающие в красной области спектра. Среди 

флуоресцентных сенсоров доступны сенсоры рН, мембранного потенциала, 

активных форм кислорода и азота, редокс-статуса, вязкости, температуры, 

содержания различных ионов, активности протеаз, фаз клеточного цикла и 

др. [36-39]. Фосфоресцентные сенсоры проявляют чувствительность 

преимущественно к кислороду [40]. Лишь единичные работы демонстрируют 

примеры мультипараметрического имиджинга с одновременным 

наблюдением флуоресценции НАД(Ф)Н и/или ФАД и какого-либо другого 

физиологического параметра(ов) [41-44]. Хотя очевидно, что только 

комплексное исследование метаболического состояния клетки в комбинации 

с другими индикаторами ее функциональной активности или состояния 

микроокружения может дать наиболее полное представление о 

метаболических аспектах канцерогенеза. 
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Цель и задачи исследования 

Цель диссертационной работы заключалась в комплексном изучении 

энергетического метаболизма опухолевых клеток и тканей в условиях 

естественного роста и при противоопухолевой терапии с помощью 

мультипараметрических подходов на основе FLIM. 

Для достижения цели работы были поставлены и реализованы 

следующие задачи: 

1. Разработать методики флуоресцентного время-разрешенного 

имиджинга FLIM окислительно-восстановительных кофакторов НАД(Ф)Н и 

ФАД в сложных моделях – сфероидах и опухолях животных in vivo – и 

образцах опухолевой ткани ex vivo, а также методики 

мультипараметрического имиджинга на основе регистрации флуоресценции 

НАД(Ф)Н одновременно c флуоресценцией генетически кодируемых 

сенсоров или фосфоресценцией кислород-чувствительных красителей. 

2. Исследовать особенности энергетического метаболизма опухолей 

в условиях естественного роста с помощью FLIM. Оценить возможность 

наблюдения метаболической гетерогенности на клеточном уровне и ее связь 

с морфофункциональными характеристиками опухолей. Продемонстрировать 

влияние пролиферативной активности и опухолевого микроокружения на 

энергетический метаболизм опухолевых клеток. 

3. Изучить метаболические изменения при апоптозе опухолевых 

клеток с использованием автофлуоресценции НАД(Ф)Н и ФАД и 

генетически кодируемого сенсора активности каспазы-3. Установить 

корреляции параметров затухания флуоресценции НАД(Ф)Н, активности 

каспазы-3 и внутриклеточного уровня АФК. 

4. Изучить изменения кинетики флуоресценции НАД(Ф)Н в 

опухолевых клетках в моделях in vitro и in vivo при химиотерапии 

препаратами различных классов. Оценить возможность применения FLIM 

для анализа химиочувствительности опухолевых клеток, выделенных из 

опухолей пациентов. Исследовать ответ опухолевых клеток на ФДТ с 

химическим и генетически кодируемым фотосенсибилизаторами с помощью 

FLIM НАД(Ф)Н. 

5. Оценить связь энергетического метаболизма и кислородного 

статуса опухолей in vivo при естественном росте, химиотерапии и ФДТ, 

используя FLIM НАД(Ф)Н и PLIM c фосфоресцентными сенсорами 

молекулярного кислорода. 

6. Исследовать связь физико-химических показателей опухолевых 

клеток – рН цитозоля и микровязкости цитоплазматической мембраны - с 

метаболическим состоянием опухолевых клеток. 

Объект и предмет исследования 
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Объектами исследования служили культивируемые опухолевые клетки, 

опухолевые модели у лабораторных животных, в том числе 

экспрессирующие генетически кодируемые флуоресцентные белки, 

операционные образцы опухолей пациентов. Основным предметом 

исследования были показатели метаболического статуса в живых клетках и 

тканях, регистрируемые с помощью методов FLIM по автофлуоресценции 

кофакторов НАД(Ф)Н и ФАД. 

Научная новизна работы 

Для изучения особенностей биоэнергетики опухолевых клеток в 

диссертационной работе использованы новейшие технологии 

флуоресцентной и фосфоресцентной визуализации с временным 

разрешением (FLIM и PLIM), автофлуоресценция собственных компонентов 

тканей, флуоресцентные генетически кодируемые белки, в том числе новые 

сенсоры, химические сенсоры. С использованием двухфотонной 

флуоресцентной микроскопии с временным разрешением и новых 

флуоресцентных время-разрешенных методов - оптоволоконной 

спектроскопии и конфокального макроимиджинга, разработан ряд 

оригинальных методик и протоколов оценки метаболизма опухолей на 

разном уровне – от клеточного до целой опухоли. Разработаны принципы 

мультипараметрических исследований на основе комбинации 

автофлуоресценции НАД(Ф)Н и ФАД и флуоресценции красных 

флуоресцентных белков – сенсоров рН, апоптоза, фаз клеточного цикла, а 

также фосфоресцентых сенсоров молекулярного кислорода. 

Впервые выполнено сравнительное исследование метаболической 

гетерогенности на клеточном уровне в опухолевых сфероидах, опухолях 

мышей in vivo, образцах опухолей пациентов ex vivo и выделенных из них 

клетках с помощью FLIM НАД(Ф)Н. Продемонстрировано, что на процессы 

клеточного дыхания оказывают влияние множество факторов, так что 

гетерогенность может быть обусловлена различной пролиферативной 

активностью опухолевых клеток, их взаимодействием с фибробластами, 

присутствием коллагена, распределением кислорода в опухолевом 

микроокружении.  

Впервые на основе количественной оценки относительной фракции 

свободной формы НАД(Ф)Н в образцах колоректального рака пациентов 

установлена связь внутриопухолевой клеточной метаболической 

гетерогенности со степенью злокачественности опухоли. 

Впервые показана возможность дифференцирования глиобластомы от 

белого вещества мозга по показателям затухания флуоресценции в 

спектральном канале НАД(Ф)Н с помощью FLIM-макроимиджинга, что 

позволяет рассматривать этот метод как новый способ оптической экспресс-

биопсии. 
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Впервые установлено, что химиотерапия различными препаратами 

вызывает схожие изменения параметров времени жизни флуоресценции 

НАД(Ф)Н в опухолевых клетках in vitro и in vivo, указывающие на изменение 

баланса энергетического обмена в сторону окисления. Данные изменения 

были связаны со снижением пролиферации и наблюдались независимо от 

индукции апоптоза. Предложены новые подходы к оценке 

химиочувствительности опухолевых клеток, выделенных из материала 

опухоли пациентов, на основе FLIM-микроскопии НАД(Ф)Н. При 

исследовании метаболических изменений в процессе апоптотической гибели 

продемонстрированы связи активности каспазы-3 и активации 

окислительного фосфорилирования с уровнем активных форм кислорода в 

клетках. Впервые с помощью FLIM зарегистрирована фосфорилированная 

форма НАДН - НАДФН - в опухолевых клетках при индуцированном 

апоптозе. 

Впервые с помощью FLIM НАД(Ф)Н исследованы изменения в 

энергетическом метаболизме опухолевых клеток при ФДТ с «клеточным» и 

преимущественно сосудистым механизмами действия. Предложены 

методики и показана возможность индукции фототоксических эффектов в 

модели опухолевых сфероидов и опухолях мышей с использованием 

генетически кодируемого фотосенсибилизатора KillerRed. Показано, что 

ФДТ может вызывать разнонаправленные изменения в показателях затухания 

флуоресценции НАД(Ф)Н на фоне развития гипоксии в зависимости от 

уровня кислорода в клетках. 

Путем одновременного анализа кинетик флуоресценции НАД(Ф)Н и 

фосфоресценции кислородных сенсоров в опухолях in vivo методами FLIM и 

PLIM впервые показана умеренная связь состояния биоэнергетики клеток с 

содержанием кислорода на клеточном уровне и зарегистрировано 

разобщение кислородной регуляции клеточного дыхания при химиотерапии 

и ФДТ. 

Впервые исследована роль внутриклеточного рН и микровязкости 

мембран в регуляции энергетического метаболизма опухолевых клеток. 

Показана возможность измерения внутриклеточного рН с помощью нового 

генетически кодируемого сенсора SypHerRed и FLIM. Впервые получены 

абсолютные значения рН в опухолях in vivo с помощью FLIM. Показана 

возможность одновременной визуализации флуоресценции сенсора 

SypHerRed и кофактора НАД(Ф)Н. Впервые показано, что изменения рН 

цитозоля в опухолевых клетках могут быть как следствием перестроек в 

клеточном дыхании, так и развиваться независимо от них, например, при 

химиотерапии. При исследовании микровязкости впервые показано, что в 

условиях естественного роста микровязкость плазматической мембраны 

имеет стабильное значение, характерное для данного типа клеток, и не 

зависит от их пролиферативной и метаболической активности. 



12 

 

Новизна результатов диссертационного исследования отражена в 

научных публикациях в передовых международных изданиях и 

подтверждена патентами на изобретения РФ:  

1. Способ фотодинамической терапии опухолей / Патент на 

изобретение № RU 2519936. Авторы: Ширманова М.В., Загайнова Е.В., 

Лукьянов С.А., Серебровская Е.О., Снопова Л.Б., Бугрова М.Л., Турчин 

И.В., Сироткина М.А., Каменский В.А. (2014 г.) 

2. Способ регистрации внутриклеточного рН опухолевых клеток / 

Патент на изобретение № RU 2565377. Авторы: Ширманова М.В., 

Дружкова И.Н., Лукина М.М., Загайнова Е.В., Лукьянов С.А., Белоусов В.В., 

Матдашов М.Е., Снопова Л.Б. (2014 г.) 

3. Порфиразин, порфиразиновый комплекс гадолиния и их 

применение / Патент на изобретение № RU 2621710. Клапшина Л.Г., 

Лермонтова С.А., Пескова Н.Н., Балалаева И.В., Шилягина Н.Ю., 

Ширманова М.В., Гаврина А.И., Южакова Д.В. (2016 г.). 

Теоретическая и практическая значимость работы  

С фундаментальной точки зрения, результаты данной работы 

расширяют существующие представления об опухолевом метаболизме. 

Выполненные на живых опухолевых клетках и опухолях in vivo 

исследования методом FLIM привнесли новые данные о внутриопухолевой 

гетерогенности энергетического метаболизма на клеточном уровне, роли 

различных факторов, относящихся к самим клеткам и их микроокружению, в 

формировании метаболического фенотипа. Получены экспериментальные 

подтверждения выраженной метаболической гетерогенности опухолей 

пациентов, выполнена ее количественная оценка. Выявлены изменения в 

клеточном энергетическом метаболизме, сопровождающие ответ опухолевых 

клеток на химиотерапию и ФДТ препаратами различного механизма 

действия, изучена их связь с внутриклеточным содержанием кислорода. 

Отдельно исследованы метаболические реакции при развитии апоптоза в 

динамике, установлена последовательность клеточных событий и корреляция 

метаболических показателей с уровнем активных форм кислорода (АФК). С 

помощью новых флуоресцентных сенсоров исследованы in vitro и in vivo и 

количественно охарактеризованы физико-химические показатели 

опухолевых клеток – pH цитозоля и микровязкость мембраны, исследована 

их связь с метаболическим статусом. 

   С практической точки зрения, разработанные нами подходы к оценке 

энергетического метаболизма опухолей на клеточном и макро-уровне с 

помощью FLIM предоставляют методологическую базу для разработки 

новых способов клинической интраоперационной диагностики опухолей и 

прогнозирования эффективности терапии. В качестве метода диагностики 

(экспресс-биопсии) наиболее релевантным нам кажется флуоресцентный 

время-разрешенный макроимиджинг, позволяющий быстро получать 

информацию о метаболических или биохимических параметрах довольно 
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крупных образцов тканей. Наработки по части оптоволоконной время-

разрешенной спектроскопии НАД(Ф)Н представляют интерес для развития 

FLIM-эндоскопии и волоконных систем для зондирования операционного 

поля.  В качестве прогностического критерия представляется перспективной 

оценка уровня метаболической гетерогенности на клеточном уровне. 

Разработанные нами методики анализа ответа первичных опухолевых 

культур на химиотерапию с помощью FLIM НАД(Ф)Н могут быть 

использованы для индивидуального подбора лекарственных препаратов и 

скрининга новых потенциальных противоопухолевых агентов. 

Результаты исследований используются в специальных дисциплинах 

«Биология и моделирование опухолевого роста» и «Флуоресцентный 

имиджинг и его приложения» в магистратуре ПИМУ и могут быть включены 

в соответствующие разделы лекций общего курса по биофизике, 

медицинской физике, биохимии и физиологии человека и животных. 

Методология и методы исследования 

Результаты диссертационного исследования получены с 

использованием современных инструментальных методов, как 

традиционных, так и оригинальных, разработанных при участии автора. 

Исследования базировались на методах флуоресцентного и 

фосфоресцентного время-разрешенного имиджинга (FLIM, PLIM) на основе 

время-коррелированного счета одиночных фотонов (TCSPC) – двухфотонной 

лазерной сканирующей микроскопии с опциями FLIM и PLIM, 

однофотонного флуоресцентного и фосфоресцентного время-разрешенного 

макроимиджинга (макро-FLIM, макро-PLIM) и оптоволоконной 

люминесцентной спектроскопии с временным разрешением. В качестве 

флуорофоров использованы метаболические кофакторы дегидрогеназ 

НАД(Ф)Н и ФАД и флуоресцентные сенсоры – генетически кодируемый 

сенсор каспазы-3 mKate2-DEVD-iRFP, генетически кодируемый сенсор 

клеточного цикла FUCCI-Red, генетически кодируемые сенсоры рН SypHer1, 

SypHer2, SypHer-Red, сенсор вязкости BODIPY2. Для ФДТ использованы 

генетически кодируемые фотосенсибилизаторы KillerRed и miniSOG и 

фотодитазин. В исследованиях кислорода использованы фосфоресцентные 

сенсоры BTPDM1, NanO2, PIr3. В работе использовались стандартные 

методы клеточного культивирования, техники работы с лабораторными 

животными, методы подкожной и интракраниальной прививки опухолей.  

Химиотерапия проводилась препаратами, входящими в клинические 

протоколы (цисплатин, оксалиплатин, 5-фторурацил, иринотекан, таксол, 

темодал). Для верификации терапевтических эффектов применялись 

общепринятые методы оценки жизнеспособности клеток, 

патоморфологический анализ опухолевой ткани, иммуногистохимия. Для 

подтверждения результатов FLIM использовались методы биохимического и 

молекулярного анализа и время-пролетной масс-спектроскопии ToF-SIMS. 

Личный вклад автора 
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Автор лично ставил цели и задачи исследования, проводил анализ 

мировой литературы, планировал эксперименты и участвовал в их 

проведении, обрабатывал и интерпретировал результаты, представлял 

результаты на научных конференциях, участвовал в подготовке публикаций 

по теме диссертационного исследования. Основные результаты получены 

лично автором, либо под его непосредственным руководством. 

Представленные исследования проводились в рамках ряда грантов, в 

которых автор диссертации выступал руководителем или основным 

исполнителем, включая: РФФИ № 15-32-20324 «Исследование 

метаболического и кислородного статуса опухолей in vivo с использованием 

время-разрешенного имиджинга» (2015-2016 гг, рук.), РФФИ №18-29-01022-

мк «Оптимизированная иммунотерапия экспериментальной глиобластомы с 

помощью модифицированных NK-клеток человека с оценкой 

метаболического ответа опухоли и биолюминесцентной детекцией 

эффективности лечения» (2018-2021 гг., рук.), РФФИ №17-00-00193-КОМФИ 

“Изучение роли опухоль-ассоциированных фибробластов в опухолевой 

инвазии: возможное поле для противоопухолевой терапии” (2017-2020 гг., 

рук.), РФФИ № 15-02-05189 «Разработка метода измерения вязкости 

опухолевых клеток in vivo с помощью флуоресцентных молекулярных 

роторов различной природы и их солюбилизированных форм» (2015-2017 гг, 

рук.), РНФ № 20-14-00111 "Исследование микровязкости мембран 

опухолевых клеток с помощью молекулярных роторов и флуоресцентной 

время-разрешенной микроскопии и ее роли в ответе на противоопухолевую 

терапию" (2020-2022 гг., продление 2023-2024, рук.), РНФ № 20-65-46018 

"Разработка технологий диагностики и прогнозирования эффективности 

терапии онкологических заболеваний на основе флуоресцентной 

микроскопии с временным разрешением" (2020-2022 гг., отв. исп.), РНФ № 

23-65-10005 «Разработка метода прямого детектирования люминесценции 

синглетного кислорода в фотосенсибилизированных раковых клетках на 

основе однофотонного сверхпроводникового детектора и время-

коррелированного счета одиночных фотонов» (2023-2026 г, отв. исп.), 

госзадание Минздрава РФ «Создание тест-системы для определения 

индивидуальной лекарственной чувствительности опухоли пациентов»" 

(2020-2022 г, рук.). 

Под руководством автора в рамках темы диссертационной работы 

подготовлены и защищены 9 дипломных работ специалистов, бакалавров и 

магистров, 2 кандидатских диссертации. Работа по теме диссертации 

проводилась в сотрудничестве с МГУ им. М.В. Ломоносова, Санкт-

Петербургским государственным университетом, Институтом 

металлоорганической химии РАН, Институтом биоорганической химии РАН, 

Московским государственным педагогическим университетом, Институтом 

химической физики РАН, компанией Becker&Hickl Gmbh (Германия), 

Федеральным научно-клиническим центром ФМБА России, Приволжским 



15 

 

окружным медицинским центром ФМБА России, Нижегородским областным 

клиническим онкологическим диспансером. 

Результаты работы автора отмечены наградами различного уровня, в 

том числе: почетной грамотой НижГМА (ныне ПИМУ) за многолетний 

добросовестный труд, высокий профессионализм, активную научную работу 

(2015 г), почетной грамотой Министерства образования Нижегородской 

области за достигнутые результаты в развитии научно-образовательного 

комплекса Нижегородской области и связи с Днем российской науки (2018 

г.), Премией Президента Российской Федерации в области науки и 

инноваций для молодых ученых за 2019 год, благодарностью 

администрации ФГБОУ ВО ПИМУ Минздрава России за многолетний 

добросовестный труд и профессионализм (2023 г). 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Предложенные в работе методики флуоресцентного время-

разрешенного имиджинга FLIM автофлуоресценции кофактора НАД(Ф)Н 

позволяют прижизненно оценивать баланс между гликолизом и аэробным 

дыханием в клеточных культурах, опухолевых сфероидах, опухолях 

животных in vivo. Одновременная визуализация автофлуоресценции 

НАД(Ф)Н с флуоресценцией красных генетически кодируемых белков-

сенсоров рН, апоптоза, фаз клеточного цикла или фосфоресценцией 

кислородных сенсоров в одних и тех же клетках или опухолях дает 

возможность проводить мультипараметрические исследования. 

2. FLIM-микроскопия НАД(Ф)Н является уникальным методом 

визуализации метаболической гетерогенности опухолей на клеточном 

уровне. Межклеточная гетерогенность энергетического обмена в опухолях 

обусловлена различной пролиферативной активностью клеток и факторами 

микроокружения, включая взаимодействие с фибробластами, наличие 

коллагена и гипоксию. Колоректальный рак метаболически более 

гетерогенен по сравнению с нормальным эпителием кишечника, а низко-

дифференцированные опухоли метаболически более гетерогенны по 

сравнению с умеренно- и высоко-дифференцированными. 

3. Макро-FLIM в спектральном канале НАД(Ф)Н позволяет 

дифференцировать глиобластому от белого вещества мозга. Опухоли 

отличаются от белого вещества более коротким средне-взвешенным 

временем жизни флуоресценции.  

4. Увеличение относительной фракции связанного с белком 

НАД(Ф)Н, ассоциированного с аэробным дыханием, в опухолевых клетках 

является индикатором ответа на химиотерапию и фотодинамическую 

терапию. Эти изменения наблюдаются в жизнеспособных клетках и связаны 

со снижением их пролиферативной активности. 
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Достоверность и апробация результатов 

Достоверность результатов обеспечена использованием достаточного 

количества экспериментального материала, применением надежного и 

апробированного оборудования, адекватных методов получения и обработки 

данных и статистического анализа, воспроизводимостью результатов 

исследований. Результаты дополняют и расширяют представления, 

полученные в работах других групп. Достоверность результатов подкреплена 

публикациями в международных рецензируемых журналах высокого уровня 

цитируемости. По теме диссертации за последние 10 лет опубликовано 59 

научных статей в рецензируемых отечественных и зарубежных журналах, 

индексируемых в базах данных Web of Science и Scopus и имеющих рейтинг 

Q1, Q2 (44), RSCI (14) и входящих в перечень журналов, рекомендованных 

ВАК, K-1, K-2 (1). Из них 40 статей в журналах первого квартиля (Q1). 

Опубликовано 6 глав в зарубежных монографиях. 

Результаты работы были представлены в виде докладов более чем на 40 

международных и всероссийских конференциях. Из них 30 докладов имели 

статус приглашенных, которые были представлены на следующих научных 

мероприятиях: международный семинар “Advanced Multiphoton and 

Fluorescence Lifetime Imaging Techniques” (Заарбрюкен, Германия, 2013; 

Берлин, Германия, 2017), международный симпозиум “Topical Problems of 

Biophotonics TPB” (Нижний Новгород, Санкт-Петербург, Россия, 2013, 2015, 

2017, 2019, 2022), научно-практическая конференция “Life Science Imaging” 

(Нижний Новгород,  2014), международная конференция “Laser Applications 

in Life Sciences (LALS)” (Мюнхен, Германия, 2014), школа-конференция 

«Методы гистологического исследования и визуализации» (Санкт-Петербург, 

Россия, 2017), международный семинар “Advanced TCSPC Techniques in 

Biomedical Sciences” (Бесезда, США, 2016), международная школа-

конференция “Современные методы флуоресцентного имиджинга ADFLIM” 

(Москва, Россия, 2016), международная конференция “European Conferences 

on Biomedical Optics (ECBO)” (Мюнхен, Германия, 2017), IV Российский 

конгресс с международным участием «Молекулярные основы клинической 

медицины – возможное и реальное» (Санкт-Петербург, Россия, 2017), 

международный семинар “Advanced Optical Methods Workshop” (Шеньжень, 

Китай, 2018), практический семинар “LASERLAB EUROPE, Time-Resolved 

Techniques” (Вестек, Чехия, 2018), международная конференция “SPIE 

Photonics West” (Сан-Франциско, США, 2018, 2020, 2021), международный 

семинар “Advanced Imaging Methods” (Беркли, США, 2018, 2020, 2021, 2022), 

международный конгресс “OSA Biophotonics Congress: Optics in the Life 

Sciences” (Туксон, США, 2019), международный семинар “Advanced Optical 

Microscopes” (Аргентина, 2019), междисциплинарная конференция 

«Молекулярные и Биологические аспекты Химии, Фармацевтики и 

Фармакологии» (Нижний Новгород, Россия, 2020), международная 

конференция “Towards optical and multimodality translational imaging 

TOMTI’20” (Саратов, Россия, 2020), международная конференция “Laser 
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Optics ICLO” (Санкт-Петербург, 2020; Россия, 2022), международная 

конференция “Advanced Laser Technologies” (ALT21, Москва, 2021; ALT23 

Самара, 2023), международная конференция «Биокатализ. Фундаментальные 

исследования и применения» (Суздаль, 2023), международный семинар 

«Current Trends in Biophotonics» (Нижний Новгород, 2023), V международная 

конференция «Физика — наукам о жизни» (Санкт-Петербург, 2023). 
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2. ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ ДОКЛАДА 

2.1 Основы оптического метаболического имиджинга 

В основе оптического метаболического имиджинга лежит регистрация 

собственной флуоресценции клеток и тканей в сине-зеленой области спектра, 

продуцируемой кофакторами дегидрогеназ - пиридин-нуклеотидами НАДН и 

НАДФН (суммарно обозначаемые как НАД(Ф)Н) и флавиновыми 

нуклеотидами ФАД и ФМН (рис. 1).  

НАДН участвует в качестве донора электронов в составе редокс-пары 

НАД+/НАДН во многих биохимических реакциях, в том числе в 

энергетическом метаболизме клетки [45]. Восстановленная форма НАДН 

образуется в процессе гликолиза и в цикле Кребса (цикл трикарбоновых 

кислот) и включается в процесс окислительного фосфорилирования, где 

происходит перенос электронов и протонов с НАДН в электрон-

транспортную цепь митохондрий. Электроны и протоны от НАДН через 

комплексы дыхательной цепи транспортируются на кислород, при этом 

НАДН на уровне I комплекса окисляется до НАД+, а протоны поступают из 

матрикса митохондрий в межмембранное пространство, что приводит к 

созданию электрохимического потенциала, энергия которого используется 

для синтеза АТФ. Фосфорилированная форма НАДН (НАДФН) участвует в 

реакциях биосинтеза дезоксирибонуклеотидов и жирных кислот, 

образовании АФК в составе НАДФН-оксидазы и их детоксикации через 

восстановление глутантиона. В типичном случае, концентрация НАДФН в 

клетке в десятки раз ниже, чем НАДН, поэтому вклад НАДФН во 

флуоресценцию НАДН во внимание не принимается. Спектр возбуждения 

НАД(Ф)Н лежит в районе 300–400 нм с пиком на длине волны 355 нм, спектр 

эмиссии — в районе 400–600 нм с максимумом на 470 нм [46]. Окисленные 

формы этого кофактора НАД+ и НАДФ+ флуоресценцией не обладают. 

Флуоресценция флавинов содержит в себе три главных компонента: 

окисленный флавинадениндинуклеотид ФАД, окисленный 

флавинмононуклеотид ФМН, рибофлавин (предшественник флавиновых 

кофакторов) [47]. Среди флавинов окисленный ФАД является основным 

источником флуоресценции в клетках, концентрация ФМН обычно в 3-5 раз 

ниже, а рибофлавина в 40-400 раз ниже, чем ФАД [48, 49]. Основной 

источник ФАДН2 у эукариот — цикл Кребса и β-окисление липидов. В цикле 

Кребса ФАД является простетической группой фермента 

сукцинатдегидрогеназы, которая окисляет сукцинат до фумарата с 

образованием ФАДН2. В β-окислении липидов ФАД является коферментом 

ацетил-CoA дегидрогеназы. ФАДH2 используется как субстрат в 

окислительном фосфорилировании в митохондриях, где окисляется до ФАД 

(рис. 1). У окисленных флавинов спектр возбуждения флуоресценции 

находится в диапазоне 350–500 нм с двумя максимумами — на 370 и 450 нм, 

спектр эмиссии — в диапазоне 500–600 нм с максимумом на 525 нм [47]. 
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Рисунок 1. Схема основных процессов энергетического метаболизма клетки 

c участием НАДН и ФАД. Заимствовано из [50], модифицировано и дополнено.  

Существует два основных подхода к анализу энергетического 

метаболизма на основе флуоресценции НАД(Ф)Н и ФАД: 

1) анализ редокс-отношения – отношения интенсивностей 

флуоресценции НАД(Ф)Н и ФАД. Так как НАД(Ф)Н и ФАД - единственные 

переносчики электронов, которые способны к флуоресценции, соотношение 

интенсивностей их флуоресценции может служить для оценки редокс-

состояния клеток. Этот подход был впервые предложен американским 

биохимиком Бритоном Чансом в 1970-х гг. [51] и используется до сих пор. 

Оптическое редокс-отношение фактически является аналогом 

биохимического отношения НАД+/НАДH [52]. Редокс-отношение 

ФАД/НАД(Ф)Н чувствительно к балансу между скоростью потребления 

АТФ и катаболизмом глюкозы в клетке. В отсутствии пропорционального 

окисления НАДН до НАД+ в электрон-транспортной цепи митохондрий, 

НАДН накапливается, и редокс-отношение снижается. Оценка редокс-

отношения проста в реализации и подходит для оценки редокс-статуса 

выделенных митохондрий и клеточных культур. Однако для тканей его 

применение затруднительно из-за артефактов, связанных с рассеянием и 

поглощением света и сложной архитектурой ткани.  

2) анализ времени жизни флуоресценции кофакторов НАД(Ф)Н и 

ФАД. Время жизни флуоресценции индивидуально для каждого флуорофора 

и в значительной степени зависит от его молекулярного окружения, но не от 

концентрации. В случае кофакторов время жизни флуоресценции зависит от 
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их взаимодействия с белками. НАД(Ф)Н присутствует в клетке в двух 

состояниях – свободном и связанном с белками. Свободная форма НАД(Ф)Н 

имеет характерное время жизни флуоресценции порядка 0.3-0.5 нс и 

ассоциирована с гликолизом, тогда как связанная форма имеет время жизни 

1.5-3.5 нс и ассоциирована в основном с митохондриальным дыханием [53]. 

Время жизни флуоресценции белок-связанной формы НАД(Ф)Н зависит от 

того, с каким белком связан кофактор [54]. Традиционно затухание 

флуоресценции НАД(Ф)Н описывается би-экспоненциальной функцией 

     
         

      , где короткая компонента τ1 соответствует свободной 

форме, а длинная τ2 – связанной форме кофактора. При этом относительные 

амплитуды (   ~80% и    ~20%) отражают относительное содержание 

каждой из форм. В типичном случае, если другие метаболические пути не 

оказывают существенного влияния, изменение в соотношении 

относительных вкладов свободной и связанной форм    и    наблюдается 

вследствие изменения баланса между гликолизом и окислительным 

фосфорилированием [52]. Снижение среднего времени жизни τm (      
               за счет роста величины    - вклад свободной формы - 

может указывать как на повышение активности гликолиза, так и на снижение 

интенсивности митохондриального дыхания. Невозможность точного 

определения причины изменения вкладов    и    является, пожалуй, самым 

серьезным ограничением данного подхода.  

Корреляции редокс-отношения и параметров затухания флуоресценции 

τm,    или    НАД(Ф)Н и со стандартными биохимическими показателями 

энергетического метаболизма клетки (поглощение глюкозы, выделение 

лактата, дыхательная активность) надежно установлены в работах других 

авторов [55-57] и наших предварительных экспериментах (рис. 2). 

В случае ФАД время жизни флуоресценции определяется 

конформацией молекулы и составляет ~0.3-0.4 нс для закрытой (τ1) и ~2.5-2.8 

нс для открытой конформации (τ2) [58]. Интерпретация кинетики 

флуоресценции ФАД, однако, сложна из-за того, что ФМН и рибофлавин 

тоже могут вносить вклад, а сам ФАД участвует во многих процессах, 

помимо энергетического метаболизма, включая окисление глутатиона, 

липогенез, антиоксидантные реакции, синтез ацетил-КоА, аскорбат-

глутатионовый цикл. Очень часто в опухолевых клетках и тканях 

флуоресценция ФАД имеет слабую интенсивность, что затрудняет сбор 

фотонов для построения кривых затухания за адекватное время без 

фотоповреждения образца. 

Поэтому в своей работе по изучению метаболизма в качестве 

параметров оценки мы использовали, в основном, время жизни 

флуоресценции НАД(Ф)Н для всех моделей и, дополнительно, редокс-

отношение ФАД/НАД(Ф)Н и реже время жизни ФАД при работе с 

клеточными культурами. 
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Рисунок 2. Корреляция редокс-отношения ФАД/НАД(Ф)Н и вкладов 

свободной и связанной форм а1/a2 НАД(Ф)Н с поглощением глюкозы и продукцией 

лактата. Коэффициенты корреляции r показаны на диаграммах. Точки – измерения 

в различных клеточных культурах. 

 

Для получения информации о затухании флуоресценции используются 

методы флуоресцентного имиджинга с временным разрешением FLIM. 

Достоинствами методов FLIM для оценки метаболизма являются отсутствие 

необходимости в использовании экзогенных контрастных агентов (label free), 

высокая чувствительность, молекулярная специфичность, неинвазивность, 

быстрый анализ данных на основе изображения. Изображения, полученные с 

помощью FLIM НАД(Ф)Н и ФАД фактически представляют собой 

биохимическую «карту» образца, содержащую в себе уникальную 

молекулярную информацию. 

Среди различных способов регистрации фотонов, время-

коррелированный счет одиночных фотонов (TCSPC, time-correlated single 

photon counting) считается наиболее эффективным и обеспечивает наиболее 

высокое временное разрешение [59]. TCSPC основан на детектировании 

одиночных фотонов, излучаемых молекулами, при возбуждении 

периодическими импульсами света, измерении времени детектирования 

фотонов и последующей реконструкции кривой затухания. Хотя технология 

TCSPC использовалась для точечных измерений времен затухания 

флуорофоров с 1970-х гг., принцип получения микроскопических 

флуоресцентных изображений с временным разрешением, основанный на 



22 

 

TCSPC, был впервые предложен в 1991 г. немецким физиком Вольфгангом 

Беккером [60]. 

В настоящее время FLIM на основе TCSPC реализован на базе одно- и 

двухфотонной флуоресцентной микроскопии, макроимиджинга [A15] и опто-

волоконной спектроскопии [A11]. Все три модальности обладают 

достаточной чувствительностью для регистрации автофлуоресценции 

НАД(Ф)Н и ФАД [61]. Возможности макроcкопического FLIM и опто-

волоконной время-разрешенной спектроскопии для оценки энергетического 

метаболизма впервые установлены в наших работах и представлены в 

диссертационном исследовании. 

2.2 Методики оценки энергетического метаболизма клеток с помощью 

FLIM 

2.2.1 FLIM-микроскопия НАД(Ф)Н и ФАД, редокс-отношение 

Двухфотонная FLIM-микроскопия является на сегодняшний день 

наиболее распространенным методом исследования клеточного метаболизма 

в ряду других модальностей FLIM. В области экспериментальной онкологии 

до наших исследований FLIM на основе автофлуоресценции кофакторов 

проводился преимущественно на монослойных клеточных культурах. 

Единичные работы in vivo были выполнены на модели индуцированного 

канцерогенеза на слизистой щеки хомяка [28, 62]. Поэтому необходимым 

этапом работы была адаптация методик FLIM-микроскопии для работы с 

конкретными клеточными культурами с учетом особенностей их роста и 

конфигурации микроскопа и разработка методик для визуализации НАД(Ф)Н 

в многоклеточных опухолевых сфероидах, классических моделях подкожных 

опухолей мышей и образцах опухолевой ткани. 

Работа проводилась на лазерном сканирующем микроскопе LSM 880 

(Carl Zeiss, Германия) и многофотонном флуоресцентном томографе MPTflex 

(JenLab, Германия). LSM 880 оснащен перестраиваемым фемтосекундным 

Τi:Sa лазером Mai-Tai (Spectra Physics, США) с частотой следования 

импульсов 80 МГц и длительностью 120 фс и FLIM-модулем Simple Tau 152 

TCSPC (Becker & Hickl, Германия). На LSM 880 изображения получали с 

использованием водного иммерсионного объектива С-Apochromat 40х/1.2NA. 

Возбуждение флуоресценции НАД(Ф)Н в двухфотонном режиме 

осуществляли на длине волны 750 нм, сигнал принимали в диапазоне 450–

490 нм. Мощность возбуждающего излучения ~6 мВт. Время сбора фотонов 

~60 с. При необходимости получения редокс-отношения флуоресценцию 

ФАД возбуждали волны 900 нм, принимали в диапазоне 500-550 нм. Во 

время экспериментов клетки и сфероиды находились в мини-инкубаторе при 

37°С, 5% СО2, животные – на термостатируемом столике при 37°С. 

Установка MPTflex оснащена перестаиваемым фемтосекундным Τi:Sa 

лазером Mai-Tai (Spectra Physics, США) с частотой следования импульсов 80 

МГц и длительностью 200 фс и FLIM-модулем Simple Tau 150 TCSPC 



23 

 

(Becker & Hickl, Германия). Изображения получены с помощью масляно- 

иммерсионного объектива EC Plan-Neofluar 40х/1.3 NA. Флуоресценцию 

НАД(Ф)Н возбуждали на длине волны 750 нм, принимали в диапазоне 410–

660 нм (фильтр предустановлен производителем). Мощность возбуждающего 

излучения ~10 мВт. Время сбора фотонов ~10 с. Настройки подобраны таким 

образом, чтобы обеспечивать сбор не менее 2000 фотонов в пикселе 

изображения. При необходимости при построении кривых затухания число 

фотонов увеличивали до 5000, используя опцию биннирования. Данные 

FLIM обрабатывали в программе SPCImаge (Becker & Hickl, Германия). 

Кривые затухания флуоресценции НАД(Ф)Н были аппроксимированы 

би-экспоненциальной моделью. Точность аппроксимации оценивали 

методом наименьших квадратов посредством параметра χ2. Для всех данных 

χ2 лежал в диапазоне от 0.8 до 1.2. Из кривых затухания оценивали короткую 

и длинную компоненты (τ1 и τ2 соответственно), относительные амплитуды 

этих компонент (   и   ,           ), а также среднее время жизни 

флуоресценции τm.  

Микроскопические изображения анализировали поклеточно, выбирая 

зону цитоплазмы в индивидуальных клетках в качестве области интереса. 

Монослойные культуры клеток. Библиотечные клеточные линии 

культивировали по стандартной методике в полной ростовой среде ДМЕМ с 

добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки FBS, L-глутамина и 

пенициллина/стрептомицина в СО2 инкубаторе (37ºС, 5% СО2, 80% 

влажность). Первичные клеточные культуры выделяли из образцов 

колоректального рака и глиом пациентов, согласно описанным протоколам 

[A20, A47]. За 24 ч до микроскопического исследования клетки высевали на 

культуральные чашки со стеклянным дном FluoroDish для конфокальной 

микроскопии (диаметр 35 мм) в питательной среде DMEM без фенолового 

красного. Клеточные культуры колоректального рака высевались на 96-

луночные культуральные планшеты с черными стенками для конфокальной 

микроскопии сразу после выделения клеток из образца. Дно лунок 

предварительно покрывали коллагеном для лучшей адгезии. FLIM проводили 

через 72 ч после поcева. За 4-6 ч до исследования проводили смену 

культуральной среды на DMEM без фенолового красного. 

Опухолевые сфероиды выращивали в 96-луночных круглодонных 

неадгезивных планшетах в полной ростовой среде DMEM в СО2 инкубаторе, 

как описано в наших работах [A13, 63, 64]. Зрелые сфероиды размером 200-

300 мкм аккуратно переносили с помощью дозатора на чашки для 

конфокальной микроскопии со стеклянным дном, меняя среду на DMEM life 

без фенолового красного, и инкубировали 30-60 мин для прикрепления 

сфероидов ко дну чашки. Затем чашку устанавливали на столик микроскопа, 

находили сфероид в режиме проходящего света, переходили в режим FLIM и 

получали изображения с глубины ~30 мкм, так чтобы оптический срез 

проходил через наружную зону пролиферации и центральную зону 
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покоящихся клеток сфероида. Анализ метаболизма проводили раздельно в 

периферической и центральной зонах. 

Опухоли животных in vivo. Для получения опухолей мышам прививали 

опухолевые клетки подкожно на бедро или на ухо по стандартной методике 

[65]. Непосредственно перед исследованием животное наркотизировали 

смесью золетила (40 мг/кг, 50 мкл) и 2% рометара 10 мг/кг, 10 мкл). У 

опухолей на бедре хирургически открывали кожный лоскут над опухолью в 

стерильных условиях. Для опухолей, локализованных на ухе, удаление кожи 

не требовалось. При работе на томографе MPTflex животное размещали на 

нагревательном столике (37°С), объектив устанавливали на поверхность 

опухоли, находили фокус в режиме быстрого сканирования и снимали FLIM-

изображения НАД(Ф)Н. При работе на LSM 880, животное фиксировали 

медицинским скотчем на специальном держателе, помещали на столик 

инвертированного микроскопа так, чтобы опухоль располагалась над 

объективом, находили область интереса в режиме регистрации 

интенсивности НАД(Ф)Н и переключались в режим FLIM. Для визуализации 

волокон коллагена в некоторых экспериментах регистрировали сигнал 

генерации второй гармоники (ГВГ). 

Образцы опухолей пациентов. Получение флуоресцентных 

изображений НАД(Ф)Н с опухолей  пациентов большинства локализаций с 

помощью FLIM-микроскопии возможно только на изолированных свежих 

образцах ткани. Наши предварительные исследования показали, что при 

нахождении образца ткани на воздухе параметры затухания флуоресценции 

НАД(Ф)Н меняются уже спустя 5 мин после забора материала. В связи с 

этим, разработка методики анализа энергетического метаболизма клеток в ex 

vivo образцах опухолей заключалась прежде всего в подборе условий 

хранения образцов, обеспечивающих максимальное сохранение сигнала 

флуоресценции НАД(Ф)Н. На образцах опухолей мышей различного 

гистогенеза (колоректальный рак мыши СТ26, меланома В16, карцинома 

легкого Льюис LLC) было апробировано 7 вариантов пробоподготоки ex vivo 

образцов опухоли. Сравнение полученных данных производилось с 

результатами in vivo исследования тех же опухолей. При анализе времен 

жизни флуоресценции НАД(Ф)Н и процентных вкладов свободной и 

связанной форм кофактора выявлено, что наиболее близкие к in vivo данным 

были значения, полученные с образцов, находившихся в 10% растворе 

бычьего сывороточного альбумина на льду [A18]. Это позволяло сохранять 

параметры флуоресценции НАД(Ф)Н неизменными в течение минимум 3 ч 

после забора материала, что достаточно для транспортировки образцов из 

клиники и проведения исследования.  

Послеоперационные образца опухолей транспортировали в указанных 

условиях в максимально короткие сроки, свежий образец помещали в 

культуральную чашку для конфокальной микроскопии со стеклянным дном, 

находили область интереса в режиме быстрого сканирования по 
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интенсивности флуоресценции НАД(Ф)Н и получали FLIM-изображения 

НАД(Ф)Н (до 10 с каждого образца). 

2.2.2 FLIM НАД(Ф)Н на макро-уровне 

Ограничением FLIM-микроскопии для развития клинических 

приложений является небольшой размер изображений (обычно 256х256 мкм) 

и техническая сложность микроскопических систем. Альтернативой является 

флуоресцентный макроимиджинг с временным разрешением (макро-FLIM), 

позволяющий быстро исследовать большие площади тканей в операционном 

поле или крупные изолированные образцы тканей. Для получения 

макроскопических FLIM-изображений на сегодняшний день предложено 

несколько технических решений: широкопольный (wide-field) FLIM [66-68], 

конфокальный макро-FLIM [A15] и оптоволоконные системы на основе 

время-разрешенной спектроскопии [69, 70]. Среди них конфокальный макро-

FLIM обеспечивает наиболее высокое пространственное и временное 

разрешение. 

В нашей работе использован конфокальный FLIM/PLIM-макросканер 

(Becker & Hickl, Германия) на основе TCSPC, оснащенный пикосекундными 

диодными лазерами с длинами волн 375, 405, 488 и 594 нм. Макросканер 

обеспечивает пространственное разрешение до 15 мкм и сканирование поля 

зрения размером до 18х18 мм [A15]. Возбуждение НАД(Ф)Н производится 

на длине волны 375 нм, флуоресценция регистрируется в диапазоне 435-485 

нм. Мощность излучения на образце 18 мкВт. Время сбора фотонов 90-120 с. 

Для получения изображений опухолей животных in vivo, необходимо 

открывание кожного лоскута над опухолью, т.к. кожа не проницаема для 

света с длиной волны 375 нм. Наркотизированная мышь с открытой 

опухолью на бедре размещается в положение на боку так, чтобы опухоль 

располагалась под сканирующей линзой.  

Для получения изображений образцов тканей ex vivo используются 

свежие образцы сразу после извлечения. Если требуется транспортировка 

образца, используется протокол пробоподготовки, описанный выше. 

При обработке FLIM-изображений анализируется сигнал, усредненный 

по образцу или в области интереса. Методика построения и анализа кривых 

затухания флуоресценции НАД(Ф)Н та же, что и при обработке 

микроскопических изображений. 

2.3 Принципы мультипараметрического имиджинга с использованием 

FLIM НАД(Ф)Н  

При изучении опухолевого метаболизма представляет интерес 

одновременное исследование нескольких комплементарных друг другу 

параметров. Применение флуоресцентных и фосфоресцентных сенсоров в 

комбинации с НАД(Ф)Н открывает возможность таких 
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мультипараметрических исследований энергетического метаболизма, т.е. 

оценки сразу нескольких показателей в одной и той же клетке или опухоли.  

Ведется активная работа в химии и генной инженерии по созданию 

новых красителей и белков, обладающих сенсорными свойствами. Большое 

внимание уделяется разработке флуоресцентных сенсоров, работающих в 

области «оптического окна прозрачности» тканей (700-1000 нм). Особый 

интерес среди них представляют генетически кодируемые флуоресцентные 

белки – сенсоры физиологических показателей клетки [39, 71, 72]. 

Стабильная экспрессия белка в заданной локализации в клетке и низкая 

токсичность дают им преимущества перед химическими красителями.  

Изначально, время-разрешенная регистрация флуоресценции 

рассматривалась как способ разделения флуорофоров со схожими 

спектральными характеристиками. Однако для этого необходимо, чтобы 

времена жизни флуоресценции детектируемых флуорофоров различались 

значительно (на сотни наносекунд). С учетом сложной, двух-

экспоненциальной кинетики затухания НАД(Ф)Н, покрывающей диапазон 

времен жизни от ~0.3 до ~3.5 нс, одновременная регистрация его с другими 

флуорофорами сине-зеленой области с последующим разделением по 

временному принципу, используя стандартную конфигурацию FLIM-систем, 

представляется невозможной. Это может быть достигнуто только с помощью 

специальных узкополосных спектральных детекторов временного 

разрешения, как показано нами в работе [A57].  

На практике может быть выполнена одновременная регистрация 

флуоресценции НАД(Ф)Н и красных флуорофоров. Нами разработаны 

методики одновременной визуализации НАД(Ф)Н и красных 

флуоресцентных белков: mKate2 (в составе сенсора каспазы-3 mKate-DEVD-

iRFP и сенсора фаз клеточного цикла FUCCI-Red) [A7, A27], mCherry (в 

составе сенсора клеточного цикла FUCCI-Red) [A27] и SypHer-Red (сенсор 

внутриклеточного рН) [A38]. Заметим, что те же белки mKate2, mCherry и др. 

со схожими спектральными характеристиками, могут быть применены 

самостоятельно для мечения и идентификации опухолевых клеток или 

опухолей в задачах метаболического имиджинга [A15, A39]. 

Одновременная время-разрешенная регистрация флуоресценции 

НАД(Ф)Н и указанных красных флуоресцентных белков в опухолевых 

клетках и опухолях in vivo реализована нами на лазерном сканирующем 

микроскопе LSM 880 (Carl Zeiss, Германия) и конфокальном FLIM/PLIM 

макросканере (Becker&Hickl, Германия). Спектральные настройки для их 

одновременного детектирования представлены в таблице 1. 

Во избежание пертурбации относительно слабой флуоресценции 

НАД(Ф)Н флуоресценцией другого флуорофора, их спектры не должны 

перекрываться с НАД(Ф)Н. Оптимально, чтобы максимум поглощения 

второго флуорофора лежал на длине волны >570 нм. Имиджинг красного 
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флуоресцентного белка и НАД(Ф)Н в режиме FLIM производится 

последовательно с одного и того же поля зрения. Порядок съемки значения 

не имеет.  

Таблица 1. Спектральные настройки для мультипараметрического 

имиджинга НАД(Ф)Н и красных флуоресцентных белков-сенсоров. 

Флуорофор НАД(Ф)Н mKate2 

(в составе 

сенсора mKate-

DEVD-iRFP) 

mCherry 

(в составе 

сенсора FUCCI-

Red) 

SypHer-Red 

 FLIM-микроскопия 

Возбуждение, нм 750 1000 1040 1040 

Эмиссия, нм 450-500 595-670 600-660 570-640 

 Макро-FLIM 

Возбуждение, нм 375 594  594 594 

Эмиссия, нм 435-485 608-682  608-682 608-682 

 

В принципе, спектральные характеристики ФАД так же позволяют 

проводить регистрацию его флуоресценции одновременно с красными 

флуоресцентными белками, что было нами апробировано в случаях с FUCCI-

Red [A27] и mKate-DEVD-iRFP [A36]. Так что наряду с параметрами 

затухания НАД(Ф)Н может быть оценено и редокс-отношение 

ФАД/НАД(Ф)Н.  

При подобных мультипараметрических измерениях на лазерном 

сканирующем микроскопе нужно помнить, что многократное сканирование 

одних и тех же живых клеток чревато выгоранием флуорофоров и 

фотоповреждением клеток. Особенно важно это учитывать в задачах с 

наблюдением каких-либо процессов в динамике (time-lapse). Поэтому для 

каждого конкретного эксперимента приходится искать компромисс между 

временем сбора фотонов для построения FLIM-изображений, количеством 

последовательных съемок разных флуорофоров с одного поля зрения, их 

кратностью и временем между съемками. 

С точки зрения одновременной визуализации с флуоресценцией 

НАД(Ф)Н, применение сенсоров, обладающих фосфоресценцией, имеет 

определенные преимущества по сравнению с флуоресцентными красителями. 

А именно, фосфоресценция, как разновидность эмиссии из 

низкоэнергетического триплетного возбужденного состояния молекулы, 

характеризуется значительно более длинными временами затухания - от мкс 

до мс, а значит, может быть легко отделена от флуоресценции, которая у 

большинства флуорофоров лежит в наносекундном диапазоне. В отличие от 

флуоресценции, фосфоресценция характеризуется большим Стоксовым 

сдвигом в длинноволновую область спектра (от 600 нм и дальше), что 
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снижает требования к ее спектральной фильтрации. В то же время, 

квантовый выход фосфоресцентной эмиссии гораздо ниже (0.01-0.15), чем у 

флуоресценции (0.1-0.95), что требует более длительного времени 

накопления сигнала для построения кривых затухания.  

Большинство фосфоресцентных красителей проявляют 

чувствительность к содержанию кислорода в среде, поскольку молекулярный 

кислород является эффективным тушителем фосфоресценции. Методы на 

основе регистрации фосфоресценции с временным разрешением PLIM легли 

в основу нового подхода к минимально инвазивной количественной оценке 

кислородного статуса клеток и тканей [73]. Суть этих методов заключается в 

измерении времени затухания фосфоресценции кислород-чувствительных 

красителей, или фосфоров. Время жизни фосфоресценции обратно 

пропорционально концентрации молекулярного кислорода, что описывается 

уравнением Штерна-Фольмера - с увеличением концентрации кислорода 

время жизни фосфоресценции линейно снижается [74]. 

Благодаря тому, что системы детектирования люминесценции с 

временным разрешением на основе TCSPC сочетают в себе опции 

флуоресцентного и фосфоресцентного имиджинга, открывается возможность 

одновременного исследования метаболизма и оксигенации тканей. Принцип 

одновременной регистрации флуоресценции и фосфоресценции строится на 

модуляции лазерного излучения, при этом регистрация фотонов 

флуоресценции происходит во время работы импульсного лазера, а фотонов 

фосфоресценции – в периоды, когда лазер «выключен» [A21].  

Нами разработаны методики in vivo оценки кислородного статуса 

опухолей животных на основе измерений времени жизни фосфоресценции 

кислородных сенсоров, а также методики комбинированных измерений 

фосфоресценции и флуоресценции НАД(Ф)Н для различных модальностей 

визуализации - оптоволоконной фосфоресцентной спектроскопии, 

фосфоресцентного макро-имиджинга и фосфоресцентной микроскопии (см. 

раздел 2.8.1).  

К настоящему времени создан целый ряд фосфоресцентных сенсоров 

для оценки содержания кислорода во внутри- и внеклеточном пространстве, 

большинство из которых представляют собой органические комплексы с 

металлами переходной группы – Pt, Pd, Ru, Eu, Ir [40]. Однако лишь 

немногие из них пригодны для in vivo исследований в силу разных причин, 

например, высокой токсичности, низкой водорастворимости или слабого 

квантового выхода фосфоресценции. Проведенные нами исследования 

некоторых новых металлокомплексов с Ir(III) на предмет цитотоксичности, 

накопления в опухолевых клетках и тканях, чувствительности к кислороду в 

биологических средах подтвердили это [A25, A35, A51]. Для экспериментов 

in vivo нами были использованы кислород-чувствительные красители NanO2 

(Luxcel Biosciences Ltd., Ирландия) [75], BTPDM1 на основе 

бензотиенилпиридина с иридием (III) (Университет Гунма, Япония) [76] и 
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PIr3 на основе полинорборненовых мицелл с Ir(III) (ИМХ РАН) [A40]. Если 

длина волны возбуждения фосфоресцентного красителя лежит в диапазоне 

возбуждения НАД(Ф)Н, регистрация фосфоресценции и флуоресценции 

может быть выполнена при их одновременном возбуждении одним лазерным 

импульсом (как, например, в случае PIr3) [A40]. В противном случае, 

получение PLIM и FLIM изображений производится последовательно при 

возбуждении на длинах волн, близких к максимумам эмиссии НАД(Ф)Н и 

фосфоресцентного красителя.  

Необходимо отметить, что калибровки кислородных сенсоров, 

выполненные на растворах, не подходят для определения абсолютных 

концентраций кислорода в клетках и тканях, поскольку внутриклеточное 

микроокружение может вносить «искажения» во времена жизни 

фосфоресценции сенсоров, в чем мы неоднократно убеждались в своих 

исследованиях. Калибровка сенсора на клетках требует установки 

специального мини-инкубатора с регулируемым содержанием кислорода на 

микроскоп, что не всегда возможно. Так что с помощью PLIM, как правило, 

оценивается относительное содержание кислорода в биологических объектах 

по времени жизни фосфоресценции без перевода значений в единицы 

концентрации. 

2.4. Особенности энергетического метаболизма опухолей в условиях 

естественного роста по данным FLIM 

2.4.1 FLIM-микроскопия опухолевых сфероидов, опухолей мышей in vivo 

и образцов опухолей пациентов 

С помощью FLIM НАД(Ф)Н были исследованы особенности 

энергетического метаболизма опухолевых клеток в сложных моделях – 

опухолевых сфероидах и опухолях мышей, а также образцах опухолей 

пациентов. 

Опухолевый сфероид представляет собой in vitro многоклеточную 3D 

модель опухоли до стадии формирования сосудов, которая лучше отражает 

ее структурные особенности по сравнению с монослойной культурой, но 

более проста и воспроизводима по сравнению с опухолями животных [77]. 

Исследование метаболического статуса опухолевых сфероидов HeLa 

проводили на 3, 5 и 7 день культивирования, чтобы проследить все стадии 

роста до разрушения. Показано, что время жизни флуоресценции НАД(Ф)Н в 

клетках сфероида принимает типичные значения: ~0.4 нс для свободной 

формы (τ1) и ~2.6 нс для связанной формы (τ2) и не отличается для разных 

зон и сфероидов разного размера. Ключевым результатом этой работы было 

обнаружение метаболической гетерогенности внутри сфероидов на всех 

сроках роста, которая однако была более выражена в зрелых сфероидах, 

имеющих морфологическую зональность (5-7 дни, размер 300-500 мкм) 

[A13]. Гетерогенность выражалась в более высоких значениях 

относительного вклада свободной формы НАД(Ф)Н а1 в клетках 
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периферической зоны, что указывает на более высокую интенсивность 

гликолиза, по сравнению с клетками зоны покоя. Выявлено, что в процессе 

роста сфероида метаболизм клеток центральной зоны меняется в сторону 

окисления (снижается а1 НАД(Ф)Н), тогда как метаболизм периферических 

слоев остается стабильным. В отличие от сфероидов, монослойные культуры 

библиотечных линий метаболической гетерогенностью не обладают [A49]. 

Для подтверждения связи процессов клеточного дыхания и пролиферативной 

активности, нами были проведены эксперименты по наблюдению 

флуоресценции НАД(Ф)Н в клетках, экспрессирующих сенсор фаз 

клеточного цикла FUCCI-Red (рис. 3).  

 

Рисунок 3. Одновременная визуализация флуоресцентного сигнала 

НАД(Ф)Н и сенсора фаз клеточного цикла FUCCI-Red в опухолевых сфероидах из 

клеток колоректального рака мыши CT26 с помощью FLIM-микроскопии. А – 

Микроскопическое изображение сфероида в проходящем свете на 7-й день роста. Б 

– FLIM-изображение в канале сенсора FUCCI-Red (возб. 1040 нм, рег. 598-660 нм). 

В - FLIM-изображение в канале НАД(Ф)Н (возб. 750 нм, рег. 450-500 нм). Показана 

часть сфероида, выделенная пунктирным квадратом на Б. Г - Схематичное 

изображение сфероида на дне культуральной чашки для конфокальной 

микроскопии. Д – Относительный вклад свободной формы НАД(Ф)Н а1 в клетках 

периферической и центральной зон сфероида. 

Результаты показали, что наружные слои клеток сфероидов с 

повышенными значениями а1 НАД(Ф)Н находятся в фазе деления S/G2/M, а 

клетки центральной части - в фазе роста или покоя G1/G0 [A27].  
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Логично было бы предположить, что клетки внутреннего слоя должны 

использовать гликолиз в большей степени, чем клетки наружного слоя, в 

связи с меньшим содержанием кислорода. Однако полученные результаты 

свидетельствуют об обратном. Клетки наружных слоев активно 

пролиферируют и имеют в свободном доступе питательные вещества и 

кислород, поэтому источником энергии в них является преимущественно 

аэробный гликолиз («эффект Варбурга»). Тогда как клетки зоны покоя 

находятся в менее благопрятных условиях, имеют сниженную 

пролиферацию, но при достаточном количестве кислорода демонстрируют 

окислительный метаболизм.  

Аналогичные эксперименты были проведены на сфероидах из клеток 

библиотечной линии глиобластомы U373 MG и клеток глиобластом 

пациентов. Было установлено, что сфероиды глиобластом имеют меньшие 

размеры – максимум до 130 мкм на 7-й день роста и не демонстрируют 

морфологической и метаболической зональности, что вероятно обусловлено 

иными закономерностями их роста (например, умеренной скоростью роста 

или диффузным распределением пролиферирующих клеток). Однако 

межклеточная гетерогенность метаболизма в индивидуальных сфероидах из 

первичных культур была выше, чем в сфероидах из библиотечной линии, что 

выражалось в большом разбросе значений а1/а2 НАД(Ф)Н [А47]. Этот 

результат можно объяснить тем, что клетки, выделенные из опухолей 

пациентов, при краткосрочном культивировании, вероятно, сохранили 

фенотипическую гетерогенность, присущую исходной опухоли. При росте в 

условиях гипоксии (3.5% О2) клетки сфероидов показывали ожидаемый 

переход на анаэробный гликолиз – снижение τm, увеличение а1/а2 НАД(Ф)Н, 

при этом различия становились более выраженными при длительном (7 дней) 

влиянии гипоксии [А47, А55]. 

Метаболическая гетерогенность в модели опухолевого сфероида на 

клеточном уровне была нами продемонстрирована впервые. 

В опухолях животных на биоэнергетику клеток влияют не только 

гистогенетические и пролиферативные особенности, но и факторы 

опухолевого микроокружения. В in vivo исследованиях методом FLIM-

микроскопии нами показано, что опухоли у мышей, включая ксенографты 

опухолей человека, метаболически гетерогенны [A17, A40, А49, 78]. В 

большинстве случаев, они демонстрируют более высокий разброс значений 

вкладов свободной и связанной форм НАД(Ф)Н по сравнению с клеточными 

линиями, из которых они получены. Также на ксенографтах рака шейки 

матки человека HeLa in vivo нами было замечено, что в пределах одной 

опухоли клетки, находящиеся в окружении плотной коллагеновой стромы, 

более гликолитичны по сравнению с клетками из зон с низкой 

представленностью стромального компонента – вклад свободной  формы a1 

НАД(Ф)Н в них составлял 75.5 ± 2.4 % vs. 80.8 ± 2.7% (p = 0.00001), среднее 

время жизни τm – 1.05±0.11 % vs. 1.8 ± 0.25% (p = 0.00001) (рис. 4). 



32 

 

Характерно, что в клеточной культуре HeLa значения вклада a1 НАД(Ф)Н 

были близки к значениям, полученным в «клеточной» зоне опухоли, 76.01 ± 

1.14 %. 

 

Рисунок 4. In vivo FLIM-микроскопия кофактора НАД(Ф)Н в опухоли HeLa, 

демонстрирующая отличия метаболизма в клеточной и стромальной зонах. А –  

Фотография мыши nude c опухолью HeLa на бедре на 17 день роста. Стрелками 

показаны области исследования. Б – Двухфотонная флуоресцентная микроскопия 

на многофотонном томографе MPTflex. Репрезентативные изображения 

интенсивности автофлуоресценции НАД(Ф)Н (зеленый цвет) с наложением 

сигнала генерации второй гармоники от коллагена (красный цвет) из клеточной и 

стромальной зон опухоли. FLIM-микроскопия НАД(Ф)Н с тех же полей зрения. 

Гистологические изображения клеточной и стромальной зон опухоли. Окраска 

гематоксилином и эозином. В – Оценка среднего время жизни τm НАД(Ф)Н в 

клеточной и стромальной зонах опухоли. Среднее±SD (n=3 опухоли по 30-40 

клеток в каждой). 

Подтверждением влияния опухолевой стромы, включая коллаген и 

опухоль-ассоциированные фибробласты, на энергетический метаболизм 

опухолевых клеток являются результаты наших in vitro экспериментов, в 

которых опухолевые клетки культивировались совместно с фибробластами 

и/или в присутствии коллагенового матрикса [A22]. Было установлено, что 

при кокультивировании опухолевых клеток HeLa с нормальными 

фибробластами наблюдается увеличение вкладов a1 НАД(Ф)Н и a1 ФАД и 

снижения редокс-отношения ФАД/НАД(Ф)Н, что говорит о переключении  

опухолевых клеткок на гликолиз [A6]. Активация гликолиза по данным 

FLIM-микроскопии НАД(Ф)Н зарегистрирована и в клетках колоректального 

рака человека НСТ116 и НТ29 в присутствии нормальных фибробластов, что 

позволяет сделать вывод об универсальном влиянии фибробластов на 
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биоэнергетику  опухолевых клеток (рис. 5). В самих фибробластах при этом 

энергетический метаболизм мог оставаться неизменным (в случае НТ29), 

либо меняться в сторону окислительного фосфорилирования (в случае HeLa) 

или гликолиза (в случае НСТ116) [А19]. В любом случае, изменения в 

опухолевых клетках были более выражены, что говорит об их большей 

метаболической пластичности. В опухолевых клетках T24, растущих в 

коллагене без фибробластов, также отмечен сдвиг в сторону гликолиза [A42]. 

 

Рисунок 5. Изменения в энергетическом метаболизме клеток 

колоректального рака человека НТ29 и НСТ116 и нормальных фибробластов (ФБ) 

в процессе кокультивирования. А – FLIM-изображения НАД(Ф)Н в кокультуре 

НСТ116 и фибробластов; гистограммы отношения свободного/связанного a1/a2 

НАД(Ф)Н. Б – FLIM-изображения НАД(Ф)Н в кокультуре НТ29 и фибробластов; 

гистограммы отношения свободного/связанного a1/a2 НАД(Ф)Н. Среднее±SD. *- р 

< 0.05 в сравнении с 1-м днем. 

При оценке вкладов свободной и связанной форм НАД(Ф)Н в опухолях 

мышей in vivo в процессе роста было обнаружено, что энергетический 

метаболизм опухоли не остается постоянным. Повышение уровня гликолиза 

(больший вклад a1 НАД(Ф)Н) отмечалось в крупных опухолях на поздних 
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стадиях роста по сравнению с опухолями более ранних сроков [A17], что 

вероятно обусловлено развитием в них гипоксии. При этом согласно данным  

FLIM с FUCCI-Red, доля клеток в S/G2/M фазе в них снижалась [A27]. Что 

характерно, межопухолевые отличия в кинетике флуоресценции НАД(Ф)Н 

по данным FLIM были слабо выражены для опухолей одного срока роста 

(размера), полученных из библиотечных линий. Однако в ксенографтах, 

полученных из опухолевого материала пациентов, параметры затухания 

флуоресценции отличались существенно, что было показано нами на 

ортотопической модели глиобластомы [A39]. 

Эти исследования на модельных опухолях in vivo продемонстрировали 

возможности метода FLIM для визуализации внутри- и межопухолевой 

гетерогенности энергетического метаболизма и подтвердили имеющиеся 

представления о его пластичности. 

Для понимания особенностей энергетического метаболизма опухолей 

важным этапом была работа на операционных образцах опухолей пациентов. 

С помощью FLIM-микроскопии было охарактеризовано метаболическое 

состояние клеток колоректального рака ex vivo (рис. 6). Сравнение 

метаболизма опухолевых клеток с нормальной тканью кишечника, взятого на 

удалении от опухоли, показало, что клетки эпителия кишечника более 

гликолитичны (имеют более высокий а1 НАД(Ф)Н), чем первичные 

умеренно-дифференцированные опухоли Т3 стадии (р=0.0034). 

Статистически значимых отличий между опухолями T3 и T4 стадий не 

выявлено ввиду высокой межопухолевой гетерогенности и малого размера 

выборки. Существенные отличия опухолей от нормы были отмечены в их 

межклеточной метаболической гетерогенности – разброс значений вкладов 

свободного и связанного НАД(Ф)Н в опухоли был как минимум в 2 раза 

выше, чем в образцах нормальной ткани [A18].  

В недавнем исследовании мы впервые количественно 

охарактеризовали степень внутриопухолевой метаболической гетерогенности 

на клеточном уровне, используя индекс бимодальности (Bimodality Index, BI) 

и дисперсию параметра а1 НАД(Ф)Н. Индекс бимодальности описывает 

соответствие распределения параметра двум Гауссовым кривым (т.е. двум 

модам). В случае данных FLIM НАД(Ф)Н BI≥1.1 означает, что в клеточной 

популяции присутствуют два кластера клеток с различной интенсивностью 

гликолиза и митохондриального дыхания. Дисперсия характеризует разброс 

значений параметра относительно его математического ожидания. 

Установлено, что рак толстой кишки пациентов обладает высокой 

межклеточной гетерогенностью энергетического метаболизма (рис. 6). Это 

существенно отличало опухоли пациентов от клеточных линий и опухолевых 

ксенографтов у мышей, которые считаются генетически однородными и 

стабильными. Все опухолевые образцы демонстрировали высокий разброс 

значений а1 НАД(Ф)Н, а половина исследованных образцов (10 из 21) - 

высокий коэффициент бимодальности (>1.1), указывающий на присутствие в 
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опухоли двух субпопуляций клеток с различным метаболическим профилем. 

Оценена корреляция индекса бимодальности и дисперсии а1 НАД(Ф)Н и 

клинико-патологических характеристик опухолей (TNM стадия, грейд). 

Дисперсия а1 статистически значимо (р=0.01) была выше в опухолях высокой 

степени злокачественности G3. 

 

Рисунок 6. Гетерогенность энергетического метаболизма клеток 

колоректального рака пациентов по данным FLIM-микроскопии НАД(Ф)Н. А – 

Репрезентативные FLIM-изображения трех послеоперационных образцов 

опухолей. Р16 - аденокарцинома прямой кишки умеренно-дифференцированная 

Т3N1M0 (стадия IIIB), Р15 - аденокарцинома слепой кишки 

низкодифференцированная T3N1М0 (стадия IIIB), Р13 - аденокарцинома слепой 

кишки умеренно-дифференцированная Т3N1M0 (стадия IIIB). Б – Гистологические 

изображения опухолей. Окраска гематоксилином и эозином. В – Значения 

относительного вклада свободной формы а1 НАД(Ф)Н в индивидуальных 

опухолях. Точки – измерения в отдельных клетках. Показаны медианы, 25-й и 75-й 

процентили, минимумы и максимумы. Над диаграммами приведены значения 

индекса бимодальности BI-a1. Г - Репрезентативное FLIM-изображение 

нормального эпителия кишечника на отдалении от опухоли. Д - Гистологическое 

изображение нормальной ткани кишечника. Е – Сравнение параметра а1 НАД(Ф)Н 

в колоректальном раке Т3 стадии и нормальном эпителии кишеника. Точки – 

измерения в отдельных образцах тканей.  

Таким образом, данные FLIM-микроскопии подтвердили 

существующие представления о вариабельности процессов клеточного 
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дыхания в опухолях [А49]. Продемонстрировано влияние на энергетический 

метаболизм опухолевых клеток различных факторов – пролиферативной 

активности, стромального компонента, гипоксии, генетической 

разнородности, степени злокачественности новообразований. Несмотря на 

очевидность нашего наблюдения высокой межклеточной метаболической 

гетерогенности опухолей пациентов, ранее она не была визуализирована и 

количественно оценена в опухолевой ткани.  

2.4.2 Возможности макро-FLIM для дифференцирования опухоли от 

нормальной ткани 

В своих исследованиях мы впервые показали, что конфокальный 

макро-FLIM обладает достаточной чувствительностью для регистрации 

автофлуоресценции НАД(Ф)Н в тканях животных. На подкожных опухолях 

мышей CT26 было показано, что регистрируемые времена жизни НАД(Ф)Н 

соответствуют типичным значениям и составляют τ1 ~0.5 нс и τ2 ~2.9 нс. 

Относительный вклад свободной (a1) формы составлял 85±5%. Для 

сравнения, в окружающей опухоль мышечной ткани этот вклад составлял 

77±4% [А15]. Полученные результаты указывали на более высокую 

интенсивность гликолиза в опухоли по сравнению с мышцей. В том же 

исследовании мы показали, что НАД(Ф)Н может регистрироваться в опухоли 

одновременно с эмиссией красного флуоресцентного белка mKate2. 

Экспрессия флуоресцентного белка опухолью помогает точно 

идентифицировать ее на FLIM-изображениях (рис. 7). 

 

Рисунок 7. Макро-FLIM опухоли мыши CT26 in vivo с одновременной 

визуализацией НАД(Ф)Н и красного флуоресцентного белка mKate2. А – 

Фотография конфокального FLIM/PLIM-макросканера во время эксперимента. Б – 

Фотография мыши с подкожной опухолью CT26 с открытым кожным лоскутом; 
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увеличенная фотография опухоли (область сканирования показана пунктиром). В –

FLIM-изображение опухоли в канале НАД(Ф)Н (возб. 375 нм, рег. 435-485 нм). Г - 

FLIM-изображение опухоли в канале mKate2 (возб. 375 нм, рег. 608-682 нм). Д – 

Кривая затухания НАД(Ф)Н в опухоли. Синие точки – экспериментальные данные, 

красная кривая – аппрокримация, зеленая кривая – аппаратная функция.  

В дальнейшем макро-FLIM был апробирован для дифференцирования 

глиом от нормальных тканей мозга. Эксперименты проводились на 

интракраниальных опухолевых моделях крыс и мышей. Изображения 

получали со свежеизвлеченных образцов мозга ex vivo. На глиобластоме 

крыс 101.8 было выявлено, что среднее время жизни флуоресценции τm 

НАД(Ф)Н более длинное по сравнению с корой интактного мозга и более 

короткое по сравнению с белым веществом. В случае глиомы С6 и 

астроцитомы 101.8 у крыс время жизни флуоресценции τm в опухоли было 

более коротким по сравнению с белым веществом и не отличалось от коры 

[A28]. В ксенографтах глиобластомы человека U87 у мышей nude так же τm 

НАД(Ф)Н имело более короткие значения (1.24 ± 0.01 нс) по сравнению с 

белым веществом у тех же животных (1.449 ± 0.009 нс, р=0.01) и животных 

без опухоли (1.54 ± 0.03 нс, р=0.002) (рис. 8) [А39].  

 

Рисунок 8. Макроскопический FLIM мозга мыши nude с глиомой человека 

U87 в спектральном канале НАД(Ф)Н. А – Репрезентативное FLIM-изображение 

свежего среза мозга. Область опухоли показана пунктиром. Б – Значения среднего 

времени жизни τm НАД(Ф)Н в опухоли и нормальных тканях мозга (БВ – белое 

вещество, К – кора). Точки – значения τm у индивидуальных животных. В – 

Гистологические изображения границы опухоли и белого вещества мозга мышей. 

Окраска гематоксилином и эозином. 

Поскольку опухолевые модели из библиотечных линий не отражают в 

полной мере свойств опухолей человека, а именно, имеют ограниченную 

инвазию, морфологически и генетически однородны, большой интерес 

вызывают модели PDX (пациент-специфичные ксенографты). На 

оригинальной интракраниальной PDX модели, полученной из глиобластомы 

пациента и меченой флуоресцентным белком mKate2, было обнаружено, что 

все опухоли в группе (n=10) отличались более короткими значениями τm 
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НАД(Ф)Н от белого вещества (р<0.0001), а часть из них (4 из 10) отличались 

более длинным временем жизни τm НАД(Ф)Н от коры мозга [А39]. Было 

замечено, что опухоли PDX, полученные из материала одной и той же 

опухоли пациента, были метаболически гетерогенны между собой в отличие 

от опухолей из библиотечных клеточных линий, что предполагает 

сохранение в них клонального разнообразия клеток. 

Предварительные данные, полученные нами на операционных 

образцах глиобластом пациентов, показали возможность дифференцирования 

опухолей от белого вещества, не инфильтрированного опухолевыми 

клетками, с помощью макро-FLIM, измеряя соотношение короткой и 

длинной компонент затухания эмиссии НАД(Ф)Н a1/a2 [A28, А43]. Данное 

соотношение в опухолевых образцах было статистически выше - 2.02 vs 1.34, 

p = 0.0413. 

Необходимо отметить, что зарегистрированные времена жизни 

НАД(Ф)Н τm и τ2 в глиомах и белом веществе принимают более длинные 

значения, чем те, что детектируются в опухолевых клетках в культуре и 

опухолях in vivo другого происхождения. Это может быть обусловлено 

особенностями состава НАД(Ф)Н-связывающих белков в тканях мозга или 

вкладом иных флуорофоров (липофусцин, продукты окисления липидов) в 

регистрируемый сигнал, в чем еще предстоит разобраться.  

Таким образом, макро-FLIM НАД(Ф)Н представляет собой 

перспективный инструмент для клинической интраоперационной 

диагностики опухолей, например, глиом, поскольку позволяет в реальном 

времени получать изображения достаточно крупных образцов тканей в 

макро-масштабе и обладает высокой чувствительностью в регистрации 

метаболических отличий опухоли от нормальной ткани. 

2.5 Исследование метаболических изменений при апоптозе опухолевых 

клеток с использованием FLIM НАД(Ф)Н и генетически кодируемого 

сенсора активности каспазы-3 

Апоптоз – сложный,  эволюционно консервативный процесс 

программированной клеточной гибели – имеет существенное значение для 

опухолевой прогрессии, которая отчасти обусловлена его ингибированием, и 

для ответа опухолей на терапию. Важная роль в регуляции апоптоза 

отводится митохондриям, редокс-статусу клетки и АФК [79, 80]. Однако до 

сих пор не установлены взаимосвязи между различными метаболическими 

путями, рН и активацией каспаз. Спорным вопросом остается источник АФК 

при апоптозе – митохондриальная дыхательная цепь или НАДФН-оксидазы.  

Многофотонная флуоресцентная микроскопия, в том числе с 

временным разрешением FLIM, в комбинации с генетически кодируемыми 

сенсорами позволяет проводить динамические, мультипараметрические 

исследования апоптоза как на клеточных культурах, так и моделях опухолей 

in vivo [А4]. Большинство генетически кодируемых сенсоров для анализа 
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апоптоза нацелены на регистрацию активности каспазы-3 – ключевой 

эффекторной каспазы апоптотического каскада реакций [А16]. 

С использованием нового генетически кодируемого FRET сенсора 

каспазы-3 mKate2-DEVD-iRFP нами был проведен мониторинг 

апоптотического процесса с одновременной регистрацией редокс-отношения 

ФАД/НАД(Ф)Н и времени жизни флуоресценции НАД(Ф)Н в одних и тех же 

клетках в динамике [А9]. Сенсор mKate2-DEVD-iRFP сконструирован на 

основе двух флуоресцентных белков mKate2 и iRFP, соединенных 

узнаваемым каспазой-3 линкером [А7]. В соединенном состоянии, т.е. в 

отсутствии активной каспазы-3, между этими белками происходит 

Ферстеровская резонансная передача энергии (FRET), в результате чего 

белок-донор mKate2 имеет сниженные значения времени жизни 

флуоресценции по сравнению с нативной формой (1.4 vs 2.05 нс). При 

индукции апоптоза стауроспорином (5 мкМ) активация каспазы-3 в 

опухолевых клетках СТ26 наблюдалась, начиная с 2 ч инкубации, что было 

зарегистрировано по увеличению времени жизни флуоресценции донора с 

1.58 ± 0.11 нс до 2.32 ± 0.25 нс. В тех же клетках редокс-отношение 

ФАД/НАД(Ф)Н начинало значимо расти, а вклад свободной формы 

НАД(Ф)Н а1 начинал снижаться гораздо раньше – с 15 мин инкубации, 

указывая на активацию митохондриального дыхания.  

Параллельно был выполнен эксперимент на клетках СТ26, 

экспрессирующих два сенсора – сенсор каспазы-3 mKate2-DEVD-iRFP и рНi-

сенсор SypHer1 [А9]. Было зарегистрировано снижение рН цитозоля с 7.19 ± 

0.14 до 6.97 ± 0.13 (р<0.05) на фоне воздействия стауроспорином через 15 

мин у ~60% клеток и через 1 ч  во всей популяции; сниженный рН 

сохранялся до 24 ч. Известно, что энергетический метаболизм клетки зависит 

от рН цитозоля, а его закисление способствует активации 

митохондриального дыхания [81]. Так что на основе этих данных можно 

утверждать, что активации каспазы-3 при апоптозе предшествуют 

скоординированные изменения метаболизма и рНi. 

В этом же исследовании было замечено, что при добавлении 

стауроспорина к клеткам наблюдается увеличение времени жизни 

флуоресценции НАД(Ф)Н τ2 вплоть до 4 нс при типичных значениях 1.8-2.4 

нс. Этот параметр определяется составом и пропорцией НАД(Ф)Н-

связывающих ферментов. Согласно Blacker et al., выраженное увеличение τ2 

ассоциируется с увеличением вклада связанной с белками 

фосфорилированной формы НАДФН (τ 4.4 нс) в общий пул кофактора [56]. 

Этот вклад может быть определен путем 3-экспоненциальной аппроксимации 

кривых затухания НАД(Ф)Н, где вторая компонента (τ2, а2) соответствует 

связанному НАДН, а третья  (τ3, а3) - связанному НАДФН [82]. 

В дальнейшей работе мы c помощью FLIM более детально изучили 

образование НАДФН в процессе апоптоза и оценили взаимосвязь между 

метаболическими перестройками и генерацией АФК в опухолевых клетках 
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[A36]. Была поставлена серия экспериментов по индукции апоптоза тремя 

агентами – стауроспорином, цисплатином и пероксидом водорода – в 

опухолевых клетках CT26, экспрессирующих сенсор каспазы-3 mKate2-

DEVD-iRFP. В тех же клетках проводился анализ кинетики флуоресценции 

НАД(Ф)Н с последующей окраской на внутриклеточные АФК стандартным 

красителем H2DCFDA. В случае повышения τ2 НАД(Ф)Н при классической 

би-экспоненциальной аппроксимации, кривые затухания 

аппроксимировались 3-экпоненциальной моделью. Было обнаружено, что 

третья компонента, соответствующая НАДФН, возникает только в случае 

стауроспорин-индуцированного апоптоза, при этом ее относительный вклад 

увеличивается с увеличением дозы препарата. Динамическое наблюдение 

показало раннее (через 30 мин инкубации) увеличение редокс-отношения 

ФАД/НАД(Ф)Н и увеличение фракции связанного НАДН а2 при воздействии 

любым из агентов, предполагая сдвиг баланса в сторону окислительного 

фосфорилирования. Эти изменения предшествовали или наблюдались 

одновременно с активацией каспазы-3 и хорошо коррелировали с 

продукцией АФК (r=0.55-0.69) (рис. 9). Стоит отметить, что при воздействии 

цисплатином, в отличие от других агентов, увеличение вклада а2 НАДН 

наблюдалось в одинаковой степени в апоптотических и неапоптотических 

клетках, а значит, было неспецифическим ответом, не связанным с запуском 

апоптоза. В случае стауроспорина появление фракции НАДФН следовало за 

продукцией АФК, что позволяет предположить участие НАДФН в процессах 

детоксикации АФК скорее, чем в их продукции. 

Нами была предпринята попытка оценить, индуцируются ли подобные 

метаболические изменения при апоптозе в условиях опухоли in vivo. После 

локальной инъекции стауроспорина были обнаружены обширные поля 

апоптотических клеток в опухоли по данным FLIM/FRET микроскопии с 

сенсором mKate2-DEVD-iRFP, что подтверждалось последующим 

гистологическим исследованием. Мы наблюдали статистически значимое 

увеличение τ2 НАД(Ф)Н с ~2.47 нс до ~2.74 нс как в апоптотических, так и в 

неапототических клетках, без каких либо изменений в соотношении 

свободной и связанной фракций [A36]. Таким образом, in vivo исследование 

выявило схожую тенденцию с результатами in vitro, однако метаболические 

изменения в опухолях были менее выраженными, что вероятно связано с 

более сильными компенсаторными механизмами, направленными на 

поддержание редокс-баланса клеток. 

Итак, нам впервые с помощью мультипараметрического имиджинга 

удалось установить последовательность метаболических событий при 

индукции апоптоза в опухолевых клетках и показать их взаимосвязи с рНi и 

образованием АФК. 
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Рисунок 9. Мультипараметрический имиджинг апоптоза клеток 

колоректального рака мыши СТ26 с помощью FLIM-микроскопии. А – 

Мониторинг активации каспазы-3 с применением генетически кодируемого 

сенсора mKate2-DEVD-iRFP: FLIM изображения флуоресценции белка-донора 

mKate2 с одного и того же поля зрения. FLIM изображения НАДН и НАДФН в 

динамике. Оценка внутриклеточного уровня АФК. Б – Изменение времени жизни 

флуоресценции mKate2 в индивидуальных клетках (1-5), обозначенных на 

контрольном FLIM-изображении. В - Относительные вклады связанной с белком 

формы НАДН а2 и связанной с белком формы НАДФН а3. Среднее±SD. *- р < 0.05 

в сравнении с контролем (0 ч). Г – Корреляции НАДН а2 с активацией каспазы-3 и 

уровнем АФК. Точки – измерения в индивидуальных клетках. 

2.6 Оценка ответа опухолей на химиотерапию с помощью оптического 

метаболического имиджинга 

Химиотерапия остается стандартом в лечении онкологических 

заболеваний и назначается почти 80% пациентов с диагностированным 

онкозаболеванием. Между тем, в среднем 40% из них не отвечают на 

лечение. При этом частота ответа сильно варьирует для разных типов 

опухолей и составляет, например, в случае колоректального рака около 46%, 
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а в случае опухолей центральной нервной системы лишь около 9% [83]. На 

сегодняшний день при назначении химиотерапии не учитываются 

индивидуальные биологические особенности опухоли пациента, а выбор 

схемы лечения определяется гистологическим диагнозом и в некоторых 

случаях – молекулярно-генетическими маркерами. При этом используемые 

химиопрепараты высокотоксичны и вызывают массу побочных эффектов, 

которые снижают качество жизни пациентов. Поэтому разработка подходов к 

персонализации химиотерапии и мониторингу раннего ответа на 

химиотерапию является актуальной. 

2.6.1 Изменение энергетического метаболизма опухолевых клеток при 

химиотерапии в экспериментах in vitro и in vivo 

Чтобы оценить возможности FLIM-микроскопии кофакторов для 

наблюдения ответа опухолевых клеток на химиотерапию, нами проведены 

исследования на клеточных культурах, опухолевых сфероидах и модельных 

опухолях мышей с применением химиопрепаратов различных классов.  

При воздействии цисплатином (IC50 2.6 мкM) – препаратом 

алкилирующего действия - на опухолевые клетки HeLa наблюдалось 

увеличение редокс-отношения ФАД/НАД(Ф)Н с 0.52 ± 0.14 до 0.86 ± 0.16 

(p<0.0001), начиная с 6 ч инкубации с препаратом, за счет снижения 

интенсивности флуоресценции НАД(Ф)Н и увеличения интенсивности 

флуоресценции ФАД в клетках [A12]. Наиболее выраженный рост этого 

показателя (до 1.8 и выше) зарегистрирован через 24 ч и 48 ч. Анализ 

затухания флуоресценции НАД(Ф)Н в динамике после воздействия показал, 

что времена жизни короткой и длинной компонент принимают типичные 

значения – τ1 0.44 нс и τ2 2.58 нс, соответственно. Относительный вклад 

свободной формы НАД(Ф)Н а1 снижался с 80.02 ± 2.04% до 77.82 ± 1.69% (p 

= 0.00017) через 6 ч и далее до 66.34 ± 1.71% (p<0.0001) через 24 ч, 

сохраняясь на сниженном уровне через 48 ч. Оба показателя – увеличение 

редокс-отношения и снижение вклада свободной формы указывают на 

ингибирование гликолиза и переход на аэробное окисление для получения 

энергии. Обнаружена высокая корреляция редокс-отношения и вклада а1 со 

снижением клеточной пролиферации (r = −0.986 и r = 0.924, соответственно).  

В экспериментах in vivo на мышах с опухолями HeLa и СT26 

(колоректальный рак мыши) лечение цисплатином приводило к снижению 

вклада свободной формы НАД(Ф)Н а1 относительно контрольных нелеченых 

опухолей, что согласуется с данными in vitro. В случае опухолевых 

ксенографтов HeLa FLIM микроскопия была проведена однократно на 

конечной точке эксперимента – 35-й день роста опухолей, 3 дня после 

последней инъекции цисплатина, когда опухоли имели признаки 

терапевтического ответа в виде торможения роста и патоморфологических 

изменений [A12]. Значения a1 cоставляли 71.22 ± 3.86% в контроле и 79.48 ± 

2.87% в леченых опухолях, p<0.0001 (рис. 10). Для установления 

возможности оценки раннего ответа на терапию по данным FLIM в случае 
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опухолей СТ26 был проведен мониторинг флуоресценции НАД(Ф)Н в 

динамике на 7, 14 и 21-й дни роста. Показано, что соотношение вкладов 

свободной и связанной форм меняется на ранних сроках лечения (на 7-й 

день), до появления морфологических нарушений в опухолевой ткани и 

уменьшения объема новообразований [A17]. 

 

Рисунок 10. In vivo анализ энергетического метаболизма опухолевых 

ксенографтов HeLa с помощью FLIM НАД(Ф)Н после лечения цисплатином. А – 

Изображения интенсивности автофлуоресценции НАД(Ф)Н (зеленым) и сигнала 

генерации второй гармоники от коллагена (красным) в опухоли. Б – Фотография 

мыши nude во время эксперимента на многофотонном томографе MPTflex. В – 

FLIM-изображения НАД(Ф)Н в опухоли. Г – Относительный вклад свободной 

формы a1 НАД(Ф)Н в контрольных и леченых опухолях. Среднее±SD. Д - 

Гистологические изображения контрольной и леченой опухолей. Окраска 

гематоксилином и эозином. Е – Графики роста опухолей в контрольной и леченой 

группах. 

Метаболические изменения при химиотерапии таксолом, относящимся 

в классу антимитотических агентов, были исследованы на монослойных 

культурах, сфероидах и опухолях животных. Инкубация клеточной культуры 

HeLa с таксолом (IC50 3.2 nM) приводила к увеличению редокс-отношения 

ФАД/НАД(Ф)Н, увеличению среднего времени жизни τm и снижению вклада 

свободной формы НАД(Ф)Н a1 [A13]. Характерно, что в погибающих клетках 

изменения параметров затухания появлялись раньше и были более 

выражены, чем в клетках, сохраняющих жизнеспособность, таким образом, 
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указывая на гетерогенность метаболического ответа в клеточной популяции. 

В модели многоклеточных опухолевых сфероидах HeLa воздействие 

таксолом привело, в целом, к схожим эффектам с монослойной культурой 

(рис. 11). Однако в клетках наружного слоя, которые исходно более активно 

пролиферируют и более гликоличны, изменения редокс-отношения 

ФАД/НАД(Ф)Н, τm и a1 НАД(Ф)Н были более выражены по сравнению с 

клетками внутреннего слоя. В опухолях мышей СТ26 снижение вклада 

свободной формы НАД(Ф)Н a1 было зарегистрировано уже на 7-й день роста 

(3-й день после начала лечения), тогда как увеличение среднего времени 

жизни τm – с 14-го дня роста [A17]. Как и в случае цисплатина, изменения в 

кинетике флуоресценции НАД(Ф)Н в опухолях предшествовали 

морфологическим и размерным проявлениям терапевтического ответа. 

Воздействие на клетки двух линий колоректального рака человека 

НСТ116 и HT29 препаратом 5-фторурацил из группы антиметаболитов также 

приводило к увеличению фракции свободного НАД(Ф)Н a1 и увеличению 

среднего времени жизни τm НАД(Ф)Н, что является индикатором сдвига 

баланса в сторону окислительного фосфорилирования [A37]. Интересно, что 

с увеличением дозы препарата с 2 до 25 мкМ (при IC50 4 мкМ для НСТ116 и 

8 мкМ для НСТ116) изменения параметров затухания флуоресценции 

становились более выраженными, таким образом, указывая на соответствие 

степени метаболического отклика клеточному ответу. 

Эффекты доксорубицина – химиопрепарата из класса антрациклиновых 

антибиотиков – на метаболизм опухолевых клеток T24 (рак мочевого пузыря 

человека) в культуре отличались от других препаратов на ранних временах 

инкубации. Начиная с 1.5 ч, τm НАД(Ф)Н снижалось с 0.89 нс до 0.75 нс, а а1 

НАД(Ф)Н возрастало с 77.5% до 82.2% (p<0.0001), что указывало на 

усиление гликолиза [A42]. Однако через 48 ч оставшиеся жизнеспособные 

клетки демонстрировали пониженные значения а1 (76%, p=0.01) по 

сравнению с контролем без воздействия, т.е. сдвиг на митохондриальное 

дыхание (рис. 12). Отличия эффектов доксорубицина от других 

химиопрепаратов, которые не демонстрировали ранних изменений 

показателей затухания НАД(Ф)Н, по всей видимости, обусловлены 

нарушением митохондриальной функции под действием доксорубицина. 

Подобные эффекты в виде быстрого снижения τm НАД(Ф)Н наблюдались 

нами [A38] и другими авторами [56, 87] при воздействии на опухолевые 

клетки ингибиторами клеточного дыхания. 

Оценка метаболических изменений, индуцированных препаратом 

иринотекан (ингибитор топоизомеразы I), в клеточных культурах была 

невозможна, поскольку данный препарат обладает флуоресценцией 

спектрально пересекающейся с флуоресценцией НАД(Ф)Н. Однако это не 

было проблемой в исследовании на мышах in vivo, т. к. в условиях организма 

иринотекан метаболизируется в печени с образованием цитотоксичного 

продукта SN-38. In vivo в опухолях СТ26 при терапии иринотеканом 



45 

 

наблюдалось увеличение τm с 7-го дня роста и снижение a1 НАД(Ф)Н с 14-го 

дня роста опухолей [A17]. Выраженные дистрофические нарушения в 

клетках опухолей и торможение роста отмечались также с 14-го дня. 

 

 

Рисунок 11. Эффекты таксола на редокс-отношение ФАД/НАД(Ф)Н и 

кинетику флуоресценции НАД(Ф)Н в опухолевых клетках рака шейки матки 

человека HeLa в монослойной культуре и сфероидах. А – Микроскопические 

изображения редокс-отношения ФАД/НАД(Ф)Н и среднего времени жизни τm 

НАД(Ф)Н в клетках монослойной культуры в динамике до 24 ч инкубации с 

таксолом (IC50). Б – Значения редокс-отношения ФАД/НАД(Ф)Н и τm НАД(Ф)Н в 

различных субпопуляциях клеток. В – Изображения редокс-отношения 

ФАД/НАД(Ф)Н в опухолевых сфероидах в контроле без воздействия и в течение 48 

ч инкубации с таксолом. Г - Значения редокс-отношения ФАД/НАД(Ф)Н в клетках 

центральной и периферической зон сфероидов. Д – FLIM-изображения среднего 

времени жизни τm НАД(Ф)Н в контроле без воздействия и в течение 48 ч 

инкубации с таксолом. Е - Значения τm НАД(Ф)Н в клетках центральной и 

периферической зон сфероидов. Среднее±SD. *- р < 0.05 в сравнении с контролем 

на тот же день. Граница периферической и центральной зоны показана пунктирной 

линией на В. 
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Рисунок 12. Изменение относительной фракции свободного НАД(Ф)Н в 

клетках монослойной культуры рака мочевого пузыря человека T24 под действием 

доксорубицина. А – Микроскопические FLIM-изображения НАД(Ф)Н в клетках 

Т24 при инкубации с доксорубицином (IC50). Б – Относительный вклад свободной 

формы НАД(Ф)Н а1 в клетках. Среднее±SD. *- р < 0.05 в сравнении с контролем (0 

ч). В – Анализ экспрессии отдельных «метаболических» генов с помощью ПЦР в 

реальном времени в контроле, через 24 и 48 ч после добавления доксорубицина. 

Уровень экспрессии нормирован на контроль. 

Поскольку разные типы химиопрепаратов вызывают 

однонаправленные изменения в параметрах затухания флуоресценции 

НАД(Ф)Н, применение комбинации препаратов, соответствующих 

стандартному клиническому режиму FOLFOX (оксалиплатин, 5-фторурацил, 

лейковорин), на культуре опухолевых клеток HCT116 так же приводило к  

увеличению значений τm НАД(Ф)Н и снижению a1 по сравнению с 

контрольными клетками без воздействия [А52]. 

Таким образом, in vitro и in vivo исследования на различных 

опухолевых моделях, полученных из опухолевых клеток различного 

гистогенеза, позволили установить, что изменения параметров затухания 

флуоресценции НАД(Ф)Н (снижение среднего времени жизни τm за счет 

увеличения относительной фракции свободного НАД(Ф)Н а1), имеют схожий 

характер для химиопрепаратов с разными механизмами действия, не 

связанными с повреждением митохондрий. Эти изменения регистрируются 

методом FLIM-микроскопии в цитоплазме жизнеспособных клеток со 

сниженной в результате воздействия пролиферацией и указывают на 

активацию аэробного дыхания. 

2.6.2 Химиотерапия первичных культур опухолевых клеток 
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Перспективным подходом к персонализированной химиотерапии 

считается прямое определение эффективности тестируемых препаратов на 

выделенном из опухоли пациента материале в условиях in vitro [A23, А53]. 

Однако в задаче по оценке лекарственной чувствительности опухолевых 

клеток сложным вопросом остается выбор метода анализа клеточного ответа 

на воздействие. Принимая во внимание высокую чувствительность, 

(суб)клеточное разрешение и возможность визуализации клеточной 

гетерогенности с помощью FLIM-микроскопии, данный метод  

рассматривается как хорошая альтернатива традиционным клеточным тестам 

на жизнеспособность. 

Описанные выше результаты экспериментов на библиотечных 

клеточных линиях и опухолях животных убедительно доказали, что 

укорочение времени жизни флуоресценции τm кофактора НАД(Ф)Н, равно 

как и увеличение вклада короткой компоненты а1 в затухание может 

выступать индикатором ответа на химиотерапию.  

Следующим шагом в работе была апробация FLIM как метода оценки 

терапевтического ответа в первичных клеточных культурах, полученных из 

операционных образцов опухолей пациентов, что имеет высокое прикладное 

значение. Данные исследования были проведены на краткосрочных 

культурах колоректального рака и глиом.  

В работе на культурах колоректального рака было показано, что 

воздействие 5-фторурацилом в дозе 2 мкМ приводит к статистически 

значимому увеличению τm НАД(Ф)Н у большинства культур, аналогично 

результатам на библиотечных линиях [A37]. Интересно, что эти культуры 

были исходно метаболически однородны по данным FLIM, тогда как 

культуры, не ответившие на воздействие даже удвоенной дозой (4 мкМ), 

были гетерогенны согласно значениям индекса бимодальности. Следует 

отметить, то ответ клеток пациентов на химиотерапию с помощью FLIM 

может быть оценен не только в первичных культурах, но и в переживающих 

срезах опухоли (опухолевых слайсах) [A44, A54]. Хотя этот способ 

предполагает более высокий выход пригодных для исследования образцов 

опухоли, сложная структура ткани и наличие стромальных клеток могут 

создавать трудности при анализе данных FLIM.  

Исследования, описанные в наших публикациях [A46, А45], посвящены 

in vitro оценке чувствительности клеток глиом пациентов к темодалу, 

препарату из класса алкилирующих агентов, который является стандартом в 

лечении глиальных опухолей. С помощью FLIM НАД(Ф)Н установлено, что 

первичные культуры глиом исходно отличаются по значениям среднего 

времени жизни флуоресценции НАД(Ф)Н τm, которое коррелирует с 

пролиферативным индексом клеток по Ki67 (r= -0.87). Вариации τm между 

культурами от разных опухолей составляли от 0.6 до 0.8 нс, τ2 от 1.9 дo 2.3 

нс, а1 от 75 до 78%. Воздействие темодалом в дозе 1500 мкM приводило к 

увеличению τm за счет снижения фракции свободного НАД(Ф)Н а1 и/или 
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увеличения времени жизни флуоресценции белок-связанной формы τ2. 

Степень выраженности изменений была различной в разных культурах, 

свидетельствуя о межопухолевой гетерогенности ответа (рис. 13). Из трех 

параметров затухания, демонстрирующих изменения (τ2, τm, а1), τm показал 

наиболее высокую корреляцию с выживаемостью клеток по данным МТТ-

теста (r= -0.93, p = 0.003) и пролиферацией (r= -0.92, p = 0.003) после 

воздействия. Интересно, что клеточные культуры, демонстрирующие слабый 

ответ или отсутствие ответа на темодал, характеризовались исходно более 

короткими значениями τm, т.е. предположительно, были более гликолитичны. 

 

Рисунок 13. Оценка чувствительности первичных культур глиом к темодалу 

с помощью FLIM-микроскопии НАД(Ф)Н. А - FLIM-изображения НАД(Ф)Н в 

клетках без воздействия (контроль) и после воздействия темодалом (1500 мкМ, 72 

ч инкубации), культура Р1, выделенная из рецидивной глиобластомы (Grade IV, 

IDH-mut) пациента. Б – Анализ среднего времени жизни флуоресценции τm 

НАД(Ф)Н в выборке из 7 клеточных культур (P1-P7). Точки – измерения в 

индивидуальных клетках. B – Корреляция τm НАД(Ф)Н с индексом пролиферации 

по Ki67 и выживаемостью клеток после воздействия темодалом. Точки – средние 

значения по каждой клеточной культуре.  

Результаты этих работ на опухолевых клетках, выделенных из 

опухолей пациентов, указывают на перспективу использования FLIM-

микроскопии НАД(Ф)Н как метода анализа клеточного ответа на 

химиотерапию при тестировании лекарственной чувствительности. 

2.7 Метаболический ответ опухолевых клеток на ФДТ по данным FLIM 

Фотодинамическая терапия (ФДТ) представляет собой современный 

метод лечения онкологических заболеваний, основанный на применении 
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фоточувствительных соединений – фотосенсибилизаторов, которые при 

взаимодействии со светом генерируют активные формы кислорода, 

токсичные для опухолевых клеток [88]. Актуальной проблемой в ФДТ, как и 

в других видах противоопухолевой терапии, является поиск предиктивных 

индикаторов, которые позволяли бы оценивать целесообразность назначения 

данного вида терапии, а также проводить мониторинг раннего ответа 

опухоли на лечение. Тем не менее, до конца не ясно, какие из биологических 

эффектов ФДТ или характеристик опухоли могут выступать в роли 

предиктивных показателей.  

Имеются данные о том, что гликолитические опухоли устойчивы к 

ФДТ, а фармакологическое ингибирование гликолиза повышает ее 

эффективность [89-91]. В некоторых случаях ФДТ снижает уровень АТФ в 

результате повреждения митохондрий, что имеет большое значение для 

индукции цитотоксических эффектов [92, 93]. Предполагается, что 

метаболический ответ опухоли зависит от механизмов ФДТ и отличается для 

клеточной и сосудистой разновидностей терапии [94]. Так, например, при 

ФДТ с преимущественно клеточным механизмом действия характерно 

быстрое снижение поглощения глюкозы с последующим быстрым 

восстановлением почти до исходного уровня по окончании облучения. При 

сосудистой ФДТ отмечалось отсроченное снижение уровня глюкозы и 

восстановление до значительно меньшего уровня после облучения. В то же 

время, гипоксичная среда в опухоли и окислительный стресс после ФДТ 

способствуют активации молекулярных путей, ведущих к выживанию более 

агрессивных опухолевых клеток [95]. В целом, значение состояния 

биоэнергетики клеток опухоли для ФДТ и ее изменения в процессе ФДТ 

мало изучены. 

2.7.1 FLIM НАД(Ф)Н при ФДТ с генетически кодируемым 

фотосенсибилизатором KillerRed 

Новым типом фотосенсибилизаторов являются генетически 

кодируемые фототоксичные белки. Идея генетически кодируемого 

фотосенсибилизатора состоит в том, что опухолевая клетка несет ген, 

отвечающий за синтез фотоактивного соединения. В результате, 

фотосенсибилизатор вырабатывается самой клеткой, что обеспечивает 

исключительную селективность и специфичность воздействия на клетку. При 

этом фотосенсибилизатор экспрессируется в заданной локализации, что 

исключает вероятность его перераспределения внутри клетки или ткани. На 

сегодняшний день наиболее изученным фотосенсибилизатором такого типа 

является KillerRed – красный белок семейства GFP (возб. 585 нм, эм. 610 нм), 

который при облучении желтым светом генерирует АФК в 

фотодинамической реакции I типа (электрон-трансферный процесс) [96].  

Нами впервые показано, что фототоксичный белок KillerRed способен 

стабильно экспрессироваться и проявлять противоопухолевую активность в 

модельных опухолях мышей [А3, 97-99]. Однако для достижения 
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терапевтического эффекта требовалось многократное (x7) и достаточно 

интенсивное облучение опухолей (150 мВт/см
2
, 270 Дж/см

2
), что говорило о 

необходимости оптимизации режимов воздействия. В работах [A1, A2] 

проводилось сравнение эффективности непрерывного и импульсно-

периодического режимов для ФДТ с белком KillerRed, экспрессирующемся 

во фьюзе с гистоновым белком H2B. На опухолевых сфероидах было 

установлено, что степень фотовыгорания белка напрямую зависит от дозы 

облучения в широком диапазоне световых доз. При этом импульсный режим 

вызывал преимущественно апоптотическую гибель клеток, тогда как 

непрерывный режим приводил к некрозу. Схожие результаты нами были 

получены в модели опухолевых сфероидов, экспрессирующих другой 

фототоксичный белок miniSOG [A30]. Эксперименты на опухолях CT26 

(колоректальный рак мыши), локализованных подкожно на бедре животного, 

показали более высокую эффективность импульсно-периодического режима 

(584 нм, 225 мВт/см
2
, 337 Дж/см

2
, x3) при ФДТ с KillerRed, что, скорее всего, 

было обусловлено более высокой световой энергией, доставляемой к 

опухолевым клеткам, без возникновения температурных эффектов [A1]. В 

другом эксперименте на опухолях СТ26, локализованных внутрикожно на 

ухе мыши, нам удалось добиться противоопухолевого эффекта при ФДТ в 

непрерывном режиме при более интенсивном воздействии (593 нм, 170 

мВт/см
2
, 306 Дж/см

2
, x5). Данный режим вызывал торможение роста 

опухолей на 44% к 5-му дню после ФДТ и выраженные 

патоморфологические изменения в виде обширного некроза и признаков 

дистрофии в живых клетках (нарушение целостности мембран, конденсации 

хроматина, клеточного отека, размытием клеточных границ). Принимая во 

внимание высокую интенсивность и кратность облучения, а также 

необходимость генетической модификации опухолевых клеток, генетически 

кодируемый фотосенсибилизатор KillerRed пока не может рассматриваться 

для клинических приложений ФДТ, но при этом может служить хорошим 

инструментом для изучения механизмов клеточной ФДТ в экспериментах. 

Разработанные методики ФДТ с KillerRed были использованы при 

изучении изменений в путях энергетического обмена. Благодаря тому, что 

пики возбуждения и эмиссии KillerRed лежат в желтой области спектра 

(возбуждение 585 нм, эмиссия 610 нм) и не пересекаются со спектральными 

характеристиками кофактора НАД(Ф)Н, мы могли проводить оценку 

кинетики флуоресценции НАД(Ф)Н в клетках, экспрессирующих KillerRed.  

Облучение сфероидов, экспрессирующих KillerRed-H2B, проводили 

непрерывным лазером в режиме: 593 нм, 50 мВт/см
2
, 25 мин, 75 кДж/см

2
 на 

7-й день роста (размер ~300 мкм). Обнаружено, что в клетках 

периферических слоев сфероида вклад свободного НАД(Ф)Н а1 

увеличивается спустя 24 ч после облучения по сравнению с необлученным 

контролем. В клетках центральной зоны а1 НАД(Ф)Н увеличивался раньше - 

спустя 6 ч после облучения, и сохранялся на повышенном уровне до 24 ч. 

Рост НАД(Ф)Н a1 в затухании флуоресценции свидетельствует о 
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переключении опухолевых клеток на гликолиз, что вполне ожидаемо после 

ФДТ в связи с расходованием кислорода на фотодинамические реакции. 

ФДТ опухолей СТ26, локализованных на ухе животных, проводили в 

непрерывном режиме лазера при следующих параметрах: 593 нм, 170 

мВт/см
2
, 306 Дж/см

2
, x5 (с 9 по 13 дни роста). Через 3 ч в после ФДТ 

обнаружены повышенные значения а1/а2 НАД(Ф)Н (4.38 ± 0.17 vs. 3.79 ± 

0.05, р = 0.011), которые не менялись в течение 24 ч. Через 48 ч и 5 дней 

после ФДТ значения а1/а2 были статистически значимо ниже контроля (рис. 

14). Наблюдаемые изменения указывают на то, что минимум до 6 ч после 

ФДТ опухолевые клетки имели более гликолитический метаболизм по 

сравнению с необлученным контролем. Начиная с 48 ч после ФДТ 

метаболизм леченых опухолей был сдвинут в сторону окисления, что 

коррелирует с замедлением опухолевого роста и обычно наблюдается в 

жизнеспособных клетках с пониженной пролиферацией.  

2.7.2 FLIM НАД(Ф)Н при ФДТ c фотодитазином 

Фотодитазин – широко применяемый в клинике фотосенсибилизатор 

хлоринового ряда (N-диметилглюкаминовая соль хлорина е6). Методики 

ФДТ с фотодитазином in vitro и in vivo отработаны нами в предварительных 

исследованиях и опубликованы [A14, A33, A56]. 

ФДТ проводили на мышиной модели опухоли CТ26. Препарат вводили 

мышам внутривенно в дозе 5 мг/кг, облучение проводили через 15 мин после 

введения в режиме: 658 нм, 100 мВт/см
2
, 16.6 мин, 100 Дж/см

2
. Лечение 

начинали на 7 день роста, когда размер опухолей составлял ~3-4 мм
3
. 

Регистрацию флуоресценции НАД(Ф)Н проводили через 3, 6, 24, 48 часов и 5 

дней после ФДТ.  

Анализ отношения относительных вкладов свободной к связанной с 

белком формам НАД(Ф)Н (а1/а2) показал, что в контрольных нелеченых 

опухолях значение а1/а2 НАД(Ф)Н увеличивалось в процессе их роста с 2.52 ± 

0.05 до 3.45 ± 0.13, что указывает на повышение интенсивности гликолиза. 

Все опухоли в группе лечения уже через 3 ч после ФДТ имели сниженные 

значения а1/а2 НАД(Ф)Н по сравнению с контролем (рис. 15). При 

дальнейшем наблюдении в течение 5 дней отличия от контроля в виде 

увеличения вклада связанной формы НАД(Ф)Н а2 становились более 

выраженными, что может быть связано как с повышением активности 

митохондриального дыхания (например, в условиях реоксигенации ткани), 

так и с блокировкой процесса переноса электронов по дыхательной цепи и 

увеличением пула восстановленного НАДН. 

Таким образом, с помощью метода FLIM НАД(Ф)Н нами впервые 

получены данные об изменениях в энергетическом метаболизме опухолей, 

вызванных ФДТ с высокоселективным клеточным (KillerRed) и с 

преимущественно сосудистым механизмами действия (фотодитазин) [А59]. 
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Рисунок 14. In vivo FLIM-микроскопия НАД(Ф)Н опухолей мышей СТ26 

после ФДТ с генетически кодируемым фотосенсибилизатором KillerRed. А – FLIM-

изображения опухоли в контроле без лечения и после ФДТ в динамике. Б – 

Графики роста опухолей в контрольной и леченой группах. Стрелками показаны 

сеансы ФДТ. В – Значения отношения свободной/связанной форм НАД(Ф)Н а1/а2 в 

опухолях контрольной и леченой групп. Среднее ± SEM, n = от 4 до 10 опухолей. * 

- р ≤ 0.05 в сравнении с контролем в той же временной точке. 

2.8 Взаимосвязь энергетического метаболизма и кислородного статуса 

опухолевых клеток по данным FLIM и PLIM 

Гипоксия – характерный признак многих солидных опухолей, 

развивается в результате дисбаланса между поступлением и потреблением 

кислорода в ткани. Считается, что уровень кислорода в гипоксичных 

опухолях ниже, чем в соответствующих нормальных тканях, и в среднем 

составляет 1-2% О2 (7.5-15 мм.рт.ст.) и ниже [100]. Основными факторами 

развития гипоксии в опухоли являются атипичная структура микрососудов, 

большие расстояния между кровеносными сосудами и опухолевыми 

клетками, что ограничивает поступление кислорода путем диффузии, а также 

пониженный транспорт кислорода кровью в связи с анемией. 

Многочисленные исследования последних двух десятилетий показали, что 

гипоксия играет существенную роль в опухолевой прогрессии и является 

неблагоприятным прогностическим фактором эффективности лечения, 

обеспечивая устойчивость к химио-, лучевой- и фотодинамической терапии. 
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Рисунок 15. In vivo FLIM-микроскопия НАД(Ф)Н в опухолях мышей СТ26 

после ФДТ с фотодитазином. А – FLIM-изображения опухоли в контроле без 

лечения и после ФДТ в динамике. Б – Графики роста опухолей в контрольной и 

леченой группах. Стрелкой показан сеанс ФДТ. В – Значения отношения 

свободной/связанной форм НАД(Ф)Н а1/а2 в опухолях контрольной и леченой 

групп. Среднее ± SEM, n = от 3 до 10 опухолей. * - р ≤ 0.05 в сравнении с 

контролем в той же временной точке. 

Содержание кислорода в опухоли является существенным фактором 

регуляции энергетического метаболизма [101]. В условиях гипоксии 

митохондриальное дыхание становится невозможным, что вынуждает клетки 

активировать гликолитический путь получения АТФ. В то же время 

известно, что в опухолевых клетках гликолиз может использоваться в 

качестве основного биоэнергетического пути даже при наличии нормального 

содержания кислорода (аэробный гликолиз, или эффект Варбурга). Хотя 

гликолиз, как анаэробный так и аэробный, считается ключевой 

метаболической особенностью опухолевых клеток, роль митохондриального 

дыхания в производстве АТФ остается значительной для некоторых типов 

рака [102]. Так что отношения между оксигенацией и метаболизмом опухоли 

имеют непростой характер. Ситуация осложняется тем, что распределение 

кровеносных сосудов и, соответственно, кислорода в опухоли гетерогенно, а 

на энергетический метаболизм опухолевых клеток, помимо кислорода, 

влияют многие факторы, относящиеся как к самим опухолевым клеткам, так 

и к опухолевому микроокружению. 
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 В целом, роль кислорода в регуляции биоэнергетики опухолевой 

клетки на сегодняшний день до конца не установлена. В числе основных 

направлений современных исследований в данной области остаются 

изучение молекулярных и метаболических механизмов ответа опухолей на 

изменение уровня оксигенации, а также развитие новых и 

совершенствование существующих методов оценки кислородного статуса 

опухолей. Работы по изучению оксигенации опухолей методами 

фосфоресцентного имиджинга с временным разрешением PLIM единичны, 

что обуславливает необходимость разработки соответствующих методик. 

2.8.1 Методики комбинированной оценки фосфоресценции кислородных 

сенсоров и автофлуоресценции НАД(Ф)Н в опухолях с помощью PLIM и 

FLIM 

При работе с животными был отработан способ локального 

внутритканевого введения кислород-чувствительных фосфоресцентных 

сенсоров NanO2, BTPDM1 и PIr3, поскольку NanO2 не пригоден для 

системного введения по данным производителя, а BTPDM1 и PIr3 слабо 

накапливаются в опухоли при системном введении. 

Для получения опухолей мышам подкожно в область бедра или ушной 

раковины вводили клетки CT26. Животное с развитой опухолью 

наркотизировали непосредственно перед исследованием смесью золетила и 

2% рометара.  

Оптоволоконная флуоресцентная/фосфоресцентная спектроскопия. 

Использована оригинальная установка для однофотонной флуоресцентной и 

фосфоресцентной спектроскопии с временным разрешением (Becker&Hickl, 

Германия). Работа проводилась на опухолях CT26, локализованных на бедре. 

Раствор сенсора BTPDM1 (12 мкМ, 84 мкг/мл физраствора, 1% ДМСО) 

вводился непосредственно в опухоль с помощью инсулинового шприца (250 

мкл раствора, 4-5 инъекцией в разные участки опухоли) за 20 мин до 

проведения измерений. Игольчатый зонд вводили в опухоль на глубину 

около 2 мм и регистрировали фосфоресценцию. Для регистрации 

фосфоресценции BTPDM1 в опухолях мышей были подобраны следующие 

настройки: сигнал возбуждали с помощью пикосекундного лазера BDL-488-

SMC (Becker&Hickl, Германия) на длине волны 488 нм, принимали в 

диапазоне 587-677 нм, время сбора фотонов составляло 30 с, мощность 

возбуждающего излучения составляла 10 мкВт. С каждой опухоли размером 

не менее 7 мм делали 5-7 измерений с разных участков. Аналогичные 

измерения проводили с мышцы на противоположном бедре для тестового 

сравнения с опухолью. Значения времени жизни фосфоресценции τ 

составили 4.07±0.22 мкс в опухолевой и 3.53±0.19 мкс (p=0.03) в нормальной 

ткани, что указывает на сниженное содержание кислорода в опухоли по 

сравнению с мышцей [A11], что было подтверждено ИГХ с пимонидазолом.  

Время-разрешенная спектроскопия предполагает введение игольчатого 

зонда в ткань для проведения измерений, а локальная инъекция сенсора 
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приводит к дополнительной травматизации опухоли. Поэтому нами был 

апробирован также способ введения сенсора путем нанесения раствора на 

торец волокна. Игольчатый зонд опускали в раствор сенсора NanO2 solution 

(100 мкг/мл) непосредственно перед введением зонда в ткань [A26]. 

Фосфоресценцию NanO2 возбуждали с помощью пикосекундного лазера на 

длине волны 405 нм, принимали в диапазоне 587-677 нм, время сбора 

фотонов 60 с. При использовании NanO2 времена жизни фосфоресценции 

составили 52.3±6.3  мкс для опухолевой ткани и 42.6±2.8 мкс (p=0.001) для 

мышцы. 

Иммуногистохимическое (ИГХ) окрашивание пимонидазолом 

продемонстрировало наличие гипоксичных зон, неравномерно 

распределенных по опухолевому образцу, и отсутствие гипоксии в 

мышечной ткани, что подтверждает корректность данных, полученных с 

помощью фосфоресцентной время-разрешенной спектроскопии. 

Наряду с фосфоресценцией NanO2 были проведены измерения времен 

жизни флуоресценции НАД(Ф)Н в опухолевой и мышечной ткани через тот 

же игольчатый зонд. Флуоресценцию кофактора возбуждали на длине волны 

375 нм пикосекундным лазером (Becker&Hickl, Германия) и регистрировали 

в диапазоне 420-500 нм. Мощность возбуждающего излучения составляла 25 

мкВт. Измерения показали, что среднее время жизни флуоресценции 

НАД(Ф)Н в опухоли было значительно короче, чем в мышечной ткани: 

1.019±0.72 нс и 1.82±0.72 нс, соответственно (p=0.0007). Относительный 

вклад свободного НАД(Ф)Н а1 составлял 84.3±1.5% в опухоли и 78.4±2.2% в 

мышце (p=0.03). Более короткие времена жизни НАД(Ф)Н и более высокий 

вклад его свободной формы в опухоли, как правило, обусловлены более 

гликолитическим метаболизмом по сравнению с большинством нормальных 

тканей. Таким образом, результаты оценки метаболического и кислородного 

статуса тканей согласуются между собой. 

FLIM/PLIM макроимиджинг. Для получения PLIM-изображений 

опухолей in vivo использован оригинальный двухканальный конфокальный 

FLIM/PLIM макросканер (Becker&Hickl, Германия). В качестве кислород-

чувствительного фосфоресцентного сенсора использован комплекс BTPDM1. 

Для имиджинга фосфоресценции BTPDM1 в опухолях мышей СT26 были 

подобраны следующие настройки: фосфоресценцию возбуждали в 

однофотонном режиме на длине волны 488 нм с помощью пикосекундного 

лазера BDL-488-SMC (Becker&Hickl, Германия), детектировали в диапазоне 

608-682 нм, мощность возбуждающего излучения была 10 мкВт. Время сбора 

фотонов порядка 90 с. Раствор сенсора BTPDM1 (12 мкМ) вводили в опухоль 

локально с помощью инсулинового шприца, имиджинг проводили через 20-

30 мин после инъекции сенсора. При работе с опухолями на ухе, имеющими 

поверхностный рост, имиджинг проводится чрезкожно, количество 

микроинъекций на 1 опухоль 2-3 по 30-50 мкл. С помощью данной методики 

неинвазивно были получены PLIM-изображения мышиных опухолей СТ26 in 
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vivo. Времена жизни фосфоресценции составляли в среднем ~3.9 мкс, что 

соответствует величинам, регистрируемым при гипоксии [76]. 

Макро-PLIM был использован нами для in vivo тестирования новых 

кислород-чувствительных красителей на основе полимерных 

(полинорборненовых) мицелл с Ir(III). Были подобраны условия регистрации 

фосфоресценции и оценены времена жизни в опухоли СТ26, локализованной 

на бедре животного, и в мышце после локального введения сенсора. 

Отметим, что для эффективной регистрации сигнала фосфоресценции в 

опухоли, растущей подкожно на бедре, требуется хирургическое открывание 

кожного лоскута над опухолью непосредственно перед имиджингом. 

Полученные времена жизни фосфоресценции лежали в диапазоне 0.84-1.45 

мкс и в опухолях были длиннее, чем в мышце (р=0.02) [A32]. Cниженный по 

сравнению с мышцей уровень оксигенации опухоли подтвержден данными 

ИГХ с пимонидазолом. С этими результатами согласуются результаты in vivo 

измерений времен жизни флуоресценции НАД(Ф)Н в опухоли мышей СТ26 и 

мышце, полученные на той же установке и указывающие на более 

интенсивный гликолиз в опухоли по сравнению с нормальной тканью [A15]. 

FLIM/PLIM-микроскопия. Эксперименты выполнены на лазерном 

сканирующем микроскопе LSM 880 (Carl Zeiss, Германия). Для кислородных 

измерений использован сенсор на основе полимерных мицелл с Ir(III) PIr3 

[A40]. Опухолевые клетки in vitro инкубировали в присутствии сенсора в 

концентрации 10 мкМ 3 ч. В опухоль мыши, локализованную на ухе, раствор 

сенсора (10 мкМ) вводили локально, 10-20 мкл за 3-4 инъекции в разные 

зоны опухоли. FLIM НАД(Ф)Н и PLIM PIr3 проводили через 20-30 мин после 

инъекции сенсора. Флуоресценция и фосфоресценцию возбуждали 

одновременно на длине волны 750 нм. Флуоресценцию регистрировали в 

диапазоне 450-490 нм, фосфоресценцию - 570-640 нм. Время сбора сигнала 

составляло 120 c в исследовании in vitro, 180 с - in vivo.  

Одновременный  имиджинг НАД(Ф)Н и PIr3 в клеточной культуре 

CT26 показал, что при моделировании гипоксии наложением покровного 

стекла на клеточный монослой наблюдается увеличение вклада свободной 

формы НАД(Ф)Н а1 в клетках – индикатор переключения на гликолиз, и 

времен жизни фосфоресценции кислородного сенсора τph – индикатор 

снижения концентрации кислорода [A40]. Времена жизни сенсора в клетках 

варьировали от 1.19±0.02 мкс в нормоксии (21% О2) до 2.14±0.02 мкс в 

гипоксии (~0.1% О2) (рис. 16). При этом изменения метаболизма и 

содержания кислорода на уровне индивидуальных клеток хорошо 

коррелировали между собой (r=0.73). В опухолях животных in vivo 

отмечалась внутриопухолевая гетерогенность в распределении кислорода, а 

корреляция НАД(Ф)Н а1 и τph была ниже (r=0.56), что говорит о влиянии 

иных, помимо кислорода, факторов на энергетический метаболизм 

опухолевых клеток in vivo. При этом метаболическая гетерогенность была 

наиболее выражена в опухолях более крупного размера, где одновременно 
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присутствовали участки нормоксии и гипоксии. Гетерогенное распределение 

кислорода в опухолях было нами также показано в другом эксперименте in 

vivo на опухолях СT26 c новым сенсором Ir1 [A50]. 

 

Рисунок 16. Одновременный имиджинг флуоресценции НАД(Ф)Н и 

фосфоресценции кислородного сенсора PIr3 в клетках колоректального рака мыши 

СТ26 in vitro и in vivo методом FLIM/PLIM-микроскопии. А – Репрезентативные 

FLIM и PLIM изображения клеточной культуры СТ26 в условиях нормоксии и 

гипоксии. Б - Репрезентативные FLIM и PLIM изображения in vivo опухоли мышей 

СТ26 в участках нормоксии и гипоксии. В – Корреляция вклада свободной формы 

НАД(Ф)Н а1 с временем жизни фосфоресценции кислородного сенсора PIr3 τph в 

клеточной культуре. Г - Корреляция НАД(Ф)Н а1 и PIr3 τph в клетках опухоли. 

Точки – значения параметров в отдельных клетках. 

Таким образом, нами продемонстрированы возможности время-

разрешенной фосфоресцентной спектроскопии, макро-имиджинга и 

микроскопии для оценки содержания кислорода в тканях экспериментальных 

животных in vivo. Разработаны подходы к одновременному прижизненному 

изучению энергетического метаболизма и кислородного статуса опухолей in 

vivo на основе регистрации автофлуоресценции НАД(Ф)Н и фосфоресценции 

кислород-чувствительных красителей.  

2.8.2 PLIM и FLIM при химиотерапии и ФДТ 

Время-разрешенная спектроскопия опухолей при химиотерапии. 

Методом время-разрешенной спектроскопии нами было выполнено 

одновременное in vivo исследование кислородного статуса и энергетического 

метаболизма опухолей мышей при химиотерапии иринотеканом. Была 
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использована схема лечения 20 мг/кг, внутрибрюшинно, 5 дней, со 2-го дня 

после прививки опухоли. Спектроскопическое исследование проводилось на 

ранних сроках - через 1, 4, 8 дней - после окончания сеанса терапии с целью 

идентификации раннего ответа опухоли на лечение.  

C применением сенсора NanO2 было обнаружено, что времена жизни 

фосфоресценции сенсора в леченых опухолях статистически значимо выше 

по сравнению с нелечеными опухолями (29.6 vs. 38.5, p=0.05) уже через 1 

день после окончания терапии (7-й день роста опухоли) (рис. 17). На этом 

сроке леченые опухоли не отличались по размерам от нелеченых, но по 

данным патоморфологического анализа имели дистрофические клеточные 

изменения. Повышенное время жизни свидетельствует в пользу вызванной 

терапией гипоксии в ткани новообразования, что было подтверждено ИГХ с 

пимонидазолом. Гипоксический статус леченых опухолей сохранялся на 

протяжении всего срока наблюдения, однако к 14 дню роста был менее 

выражен. Развитие гипоксии под действием иринотекана было вызвано его 

антиангиогенным  эффектом, что было показано ИГХ окрашиванием на 

маркер сосудов CD31 [A26]. Снижение оксигенации опухоли за счет 

антиангиогенного действия иринотекана установлено впервые. 

По данным время-разрешенной спектроскопии НАД(Ф)Н отмечалось 

снижение вклада свободной формы a1 в леченых опухолях по сравнению с 

нелечеными опухолями (85.3±2.4% vs. 81.8±3.8%, р=0.002) и увеличение 

среднего времени жизни τm (0.71±0.04 vs. 0.80±0.07, p<0.0001) через 8 дней 

после окончания терапии (14-й день роста опухоли), что указывает на 

переход с более гликолитичного на более окислительный метаболизм. Эти 

результаты согласуются с данными FLIM-микроскопии [A17]. 

Таким образом, было показано, что на ранних срока лечения 

иринотеканом энергетический метаболизм опухолей не изменяется, несмотря 

на снижение оксигенации. Дальнейший переход на окислительное 

фосфорилирование наблюдается на фоне компенсации гипоксичного 

состояния и, вероятно, связан с ингибированием опухолевого роста. 

Макро-PLIM и FLIM-микроскопия при ФДТ. С помощью макро-PLIM и 

кислородного сенсора BPTDM1 выполнено исследование содержания 

кислорода в опухолевой ткани животных in vivo после ФДТ с двумя типами 

фотосенсибилизаторов – генетически кодируемым белком KillerRed и 

химическим фотосенсибилизатором фотодитазин [А59].  
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Рисунок 17. Одновременная оценка фосфоресценции кислородного сенсора 

NanO2 и флуоресценции НАД(Ф)Н в опухолях мышей CT26 in vivo при 

химиотерапии иринотеканом с помощью PLIM/FLIM спектроскопии. А – 

Фотография мыши с подкожной опухолью CT26 c введенным в опухоль 

волоконным зондом (слева). Фотография торцевого конца волокна и игольчатого 

зонда (справа). Б – Кривые затухания фосфоресценции кислородного сенсора 

NanO2 в контрольной и леченой иринотеканом опухолях на 10-й день роста. В – 

Результаты измерения времени жизни фосфоресценции τph в динамике в группах 

контроля и лечения. Среднее±SD. Г - Кривые затухания флуоресценции НАД(Ф)Н 

в контрольной и леченой опухолях на 14-й день роста. Д – Значения среднего 

времени жизни флуоресценции τm НАД(Ф)Н в динамике в группах контроля и 

лечения. Среднее±SD. 

Установлено, что значение времени жизни фосфоресценции сенсора 

BPTDM1 в контрольных нелеченых опухолях CT26, экспрессирующих 

KillerRed, не изменялось в течение 5 дней наблюдения (с 15 по 19-й дни 

роста) и держалось на уровне ~3.9 мкс. В опухолях после облучения время 

жизни фосфоресценции было повышено, начиная с 3 ч (4.46 ± 0.02 мкс, р = 

0.001), что свидетельствует о сниженном содержании кислорода (рис. 18). 

Поскольку использование в качестве фотосенсибилизатора генетически 
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кодируемого белка, экспрессируемого самими опухолевыми клетками, 

исключает вероятность фотодинамического повреждения опухолевых 

сосудов, можно предположить, что изменения в содержании кислорода в 

опухоли на ранних временных точках (3-6 ч) после ФДТ обусловлены 

расходованием кислорода на фотодинамические реакции. Наибольшие 

отличия в кислородном статусе леченых и нелеченых опухолей 

зафиксированы через 48 ч после ФДТ (5.46±0.07 мкс, р=0.003), что, вероятно, 

обусловлено повышенным потреблением кислорода опухолевыми клетками в 

связи с окислительным стрессом, вызванным повреждением ДНК. Через 5 

дней после ФДТ значения времени жизни фосфоресценции были ниже по 

сравнению с контрольными опухолями (3.77±0.72, р=0.011), что говорит о 

реоксигенации леченых опухолей. 

В эксперименте по анализу кислородного статуса опухолей при ФДТ с 

фотодитазином было выявлено, что уже через 3 ч после облучения время 

жизни фосфоресценции BTPDM1 в опухолях возрастает с 4.96 ± 0.35 мкс до 

6.09 ± 0.21 мкс (р=0.001), что свидетельствует о резком снижении 

содержания кислорода в опухоли (рис. 18). Затем, через 24 ч и 48 ч после 

облучения зафиксировано значительное снижение времени жизни 

фосфоресценции BTPDM1, что может быть связано с реоксигенацией 

опухолевой ткани. Однако через 5 дней после облучения время жизни 

фосфоресценции по сравнению с контролем вновь увеличивалось. Таким 

образом, нами показано, что сосудистая ФДТ с фотодитазином вызывает 

эффекты немедленной (3-6 ч) и отсроченной (5 дней) гипоксии опухоли. 

Вероятно, немедленная гипоксия обусловлена прекращением поступления 

кислорода в ткань в связи с расходованием его на фотодинамические 

реакции, а отсроченная – необратимыми нарушениями кровотока в 

результате ФДТ. 
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Рисунок 18. In vivo оценка кислородного статуса опухолей мышей СТ26 in 

vivo после ФДТ методом макро-PLIM. А – Репрезентативные PLIM-изображения 

опухолей в контроле, через 6 ч и 5 дней после ФДТ с фотосенсибилизаторами 

KillerRed или фотодитазин. Б – Анализ времени жизни фосфоресценции τph 

кислородного сенсора BTPDM1 в динамике в группах контроля и лечения. 

Среднее±SEM (n = 3-4 опухоли). * - р ≤ 0.05 в сравнении с контролем в той же 

временной точке. B – Верификация гипоксии с помощью ИГХ с пимонидазолом 

(Hypoxyprobe™-1 с флуоресцентной меткой FITC) на 5-й день после ФДТ.  
 

В тех же опухолях был исследован метаболический ответ на ФДТ на 

клеточном уровне методом FLIM-микроскопии НАД(Ф)Н (см. раздел. 2.7). 

Сопоставление данных PLIM и FLIM позволило установить, что при 

снижении уровня кислорода в клетках в результате ФДТ метаболические 

реакции могут различаться. В случае клеточной ФДТ с KillerRed был 

зарегистрирован сдвиг на гликолиз (повышение вклада а1 НАД(Ф)Н) на фоне 

снижения уровня кислорода на ранних этапах после воздействия. При ФДТ с 

фотодитазином было выявлено повышение вклада белок-связанной фракции 

а2 НАД(Ф)Н, ассоциированной в первую очередь с митохондриальным 

дыханием. Причина разнонаправленных изменений в кинетике 

флуоресценции НАД(Ф)Н, индуцированных ФДТ, вероятно, кроется в 

различной степени гипоксии. В случае фотодитазина снижение содержания 

кислорода в опухолях было более выражено, что проявлялось в более 

высоких временах жизни фосфоресценции сенсора и подтверждалось 

окраской с пимонидазолом. Известно, что слабая или острая гипоксия 

приводит к метаболической адаптации клеток в виде снижения их 

дыхательной активности и активации гликолиза, тогда как в условиях 

тяжелой гипоксии при очень низких значениях рО2 или длительной гипоксии 
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имеет место подавление электрон-транспортной функции дыхательной цепи. 

При этом I комплекс претерпевает конформационные изменения, ведущие к 

его дезактивации, а степень восстановленности внутриклеточного НАДН 

увеличивается [101, 103, 104]. 

Впервые кислородный статус опухолей исследовался одновременно с 

энергетическим метаболизмом при ФДТ методами оптического 

биоимиджинга. 

2.9 Связь энергетического метаболизма с физико-химическими показателями 

опухолевых клеток - рН и микровязкостью 

Характерной чертой любой клетки является тесная взаимосвязь ее 

физико-химических свойств с биохимическими процессами и клеточными 

функциями. В числе основных физико-химических параметров клетки - рН и 

вязкость. И тот, и другой считаются показателями клеточного гомеостаза и 

жестко контролируются и регулируются клеткой.  

Известно, что в опухолевых клетках и тканях значения рН и 

микровязкости отдельных клеточных структур отличаются от нормальных 

клеток, и это имеет большое значение для опухолевой прогрессии и развития 

резистентности к химиотерапии. В частности, характерной чертой 

опухолевых клеток является «обратный» градиент внутри- (pHi) и 

внеклеточного рН (pHe), где pHе лежит в области с кислых значений, а рНi- в 

слабощелочной [105]. Гликолитический метаболизм опухолевых клеток 

имеет непосредственное отношение к формированию и поддержанию 

градиента рН. Связи рН и метаболизма в опухолевых клетках опосредованы, 

прежде всего, закислением внеклеточной среды продуктами гликолиза (в 

основном, лактатом) и рН-зависимостью ключевых ферментов 

метаболических путей [106]. 

Плазматическая мембрана опухолевых клеток имеет более высокую 

микровязкость (пониженную текучесть) по сравнению с нормальными 

клетками, однако, вязкость снижается при опухолевой миграции и инвазии 

[107]. Неотъемлемыми функциями мембраны являются поддержание 

целостности клетки и обеспечение обмена и взаимодействия с окружающей 

средой. Через мембрану в клетку поступают питательные вещества и 

кислород и выводятся продукты обмена, а ее микровязкость напрямую 

влияет на конформацию, и следовательно, активность мембранных белков, в 

том числе переносчиков глюкозы и ионных транспортеров. Однако 

микровязкость мембраны в опухолевых клетках и ее роль в регуляции 

энергетического обмена изучена крайне слабо. 

Между тем, комплексное исследование процессов клеточного дыхания, 

рН и вязкости представляет интерес, как для фундаментального понимания 

регуляторных механизмов клеточной биоэнергетики, так и для разработки 

новых подходов к идентификации химиорезистентных опухолевых клеток. 
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рНi цитозоля. В наших работах был исследован рНi цитозоля 

опухолевых клеток при действии метаболических ингибиторов и ряда 

химиопрепаратов и сопоставлен характер и динамика изменений рНi с 

метаболическим ответом клеток и опухолей in vivo. Для мониторинга рНi 

были использованы генетически кодируемые флуоресцентные белки-сенсоры 

SypHer2 [108] и SypHerRed [109], первый из которых работает по 

рациометрическому принципу, а второй - по измерению интенсивности и 

времени жизни флуоресценции. В работе [A38] впервые была установлена 

зависимость времени жизни флуоресценции SypHerRed от рН и разработаны 

методики измерения абсолютных значений рНi в клеточной культуре и 

опухолях животных in vivo с помощью FLIM-микроскопии и макро-FLIM, 

соответственно (рис. 19). Отметим, что определение абсолютных значений 

рНi в тканях опухоли in vivo с помощью рациометрического рН-сенсора 

было невозможно [A5, 110]. 

 

Рисунок 19. Оценка рНi в клетках рака шейки матки человека HeLa in vitro и 

ксенографте HeLa in vivo с помощью генетически-кодируемого сенсора SypHerRed. 

А – Калибровочная кривая для рН-сенсора SypHerRed (зависимость времени жизни 

флуоресценции от рН). Б – FLIM-микроскопия клеточной культуры HeLa, 

экспрессирующей SypHerRed и in vivo макро-FLIM опухоли HeLa, 

экспрессирующей SypHerRed. Область получения изображения выделена на 

фотографии мыши желтым квадратом. Средние значения рНi ±SD для клеток in 

vitro и опухолей in vivo приведены на изображениях. Стрелками показаны значения 

рНi в отдельных участках опухоли. 

Одновременная визуализация рНi и НАД(Ф)Н показала согласованные 

изменения рНi и энергетического метаболизма при воздействии 3-

бромпируватом (ингибитор гликолиза) и ротеноном (ингибитор 

митохондиального дыхания) в опухолевых клетках линии HeLa (рис. 20). В 

первом случае наблюдалось ингибирование гликолиза (повышение τm 

НАД(Ф)Н) и защелачивание цитозоля, во втором – активация гликолиза 

(понижение τm НАД(Ф)Н) и закисление внутриклеточной среды. Можно 

предположить, что закисление цитозоля является результатом накопления, а 

защелачивание, наоборот, снижением продукции кислых продуктов 

гликолиза (лактата). 
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Рисунок 20. Одновременный имиджинг НАД(Ф)Н и рНi в опухолевых 

клетках HeLa. А – FLIM-микроскопия НАД(Ф)Н в контроле и после воздействия 3-

бромпируватом или ротеноном. Б - FLIM-микроскопия генетически кодируемого 

рН-сенсора SypHerRed в тех же клетках. В, Г – Изменения среднего времени жизни 

τm НАД(Ф)Н и рНi при действии метаболических ингибиторов. Среднее±SD (n=25-

35 клеток). 

При кокультивировании опухолевых клеток и фибробластов 

параллельно с анализом энергетического метаболизма методом FLIM-

микроскопии проводился анализ рНi цитозоля с помощью сенсора SypHer2 

[A6, А19]. Было показано, что в процессе взаимодействия опухолевых клеток 

и фибробластов рНi в опухолевых клетках снижается. С учетом 

переключения этих клеток на гликолиз, изменения рНi, вероятно, являются 

следствием высокой продукции лактата. 

Взаимосвязь рНi и энергетического метаболизма отмечалась при 

изучении гетерогенности опухолевых сфероидов. В зоне пролиферации в 

наружных слоях зрелого сфероида рНi был более щелочной (~7.43), чем в 

зоне покоя (~7.23) [A5; 63]. В этой же зоне клетки демонстрировали более 

высокую интенсивность гликолиза (см. раздел 2.4.1). Данный результат 

хорошо соотносится с представлениями о том, что  щелочной рНi 

способствует активации аэробного гликолиза в опухолевых клетках [81].  
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Разобщенные изменения рНi и энергетического метаболизма 

наблюдались при действии химиопрепаратов цисплатин и таксол. Ответ на 

цисплатин сопровождался закислением цитозоля в жизнеспособных клетках 

со сниженной пролиферацией в клеточной культуре и в опухолях животных 

in vivo. При этом данные FLIM НАД(Ф)Н свидетельствовали об активизация 

митохондриального дыхания [A12]. Схожая тенденция была отмечена и при 

воздействии таксолом на клетки in vitro и опухоли животных in vivo [A29]. 

Динамическое наблюдение за рНi и кинетикой флуоресценции НАД(Ф)Н в 

опухолевых клетках in vitro позволило установить, что в обоих случаях 

флуктуации рНi происходят рано – в период 1-6 часов инкубации с 

препаратом, в отличие от метаболических изменений, которые 

регистрируются не ранее 6 ч. Эти результаты указывают на то, что ранние 

нарушения рНi при химиотерапевтическом воздействии не являются 

следствием перестройки биоэнергетических путей клетки, а вызваны, 

например, ингибированием рН-регуляторных систем клетки самими 

препаратами. 

Таким образом, нам удалось показать, что рНi и энергетический 

метаболизм взаимно детерминированы в условиях естественного роста. 

Изменение уровня гликолиза может вызывать изменения рНi, но с другой 

стороны, рНi способствует репрограммированию метаболизма опухолевых 

клеток. При химиотерапии, однако, эти связи разобщаются. 

Микровязкость плазматической мембраны. Нами разработаны 

методики картирования микровязкости мембран опухолевых клеток in vitro и 

in vivo с помощью FLIM-микроскопии и вязкостного сенсора на основе 

BODIPY, представляющего собой флуоресцентный молекулярный ротор 

[111]. Впервые были получены значения микровязкости мембран клеток в 

составе опухолевых сфероидов и в опухолевой ткани животных in vivo [A10]. 

Установлено, что в живых опухолевых клетках в монослойной культуре и 

опухоли in vivo микровязкость мембран имеет схожие значения в диапазоне 

340-490 cP, типичные для данного типа клеток [A10]. В случае сфероидов 

раздельный анализ микровязкости в наружных и внутренних слоях клеток, 

отличающихся по пролиферативной и метаболической активности, не выявил 

каких-либо отличий (рис. 21) [64]. Эти результаты позволяют рассматривать 

микровязкость как показатель клеточного гомеостаза. 

Разработан протокол последовательного микроскопического 

исследования энергетического метаболизма с помощью FLIM НАД(Ф)Н и 

ФАД и микровязкости мембран в культивируемых клетках с помощью FLIM 

с сенсором BODIPY2 [A31]. Поскольку флуоресценция BODIPY2 

спектрально перекрывается с НАД(Ф)Н и ФАД, а сам BODIPY2 очень 

быстро интернализуется клеткой, одновременный имиджинг микровязкости 

и кофакторов невозможен. При последовательном имиджинге сначала 

производится регистрация FLIM изображений кофакторов, затем клетки 

окрашиваются BODIPY2 и производится регистрация FLIM-изображений 



66 

 

BODIPY2 (рис. 21). Оценка микровязкости мембран и кинетики 

флуоресценции НАД(Ф)Н в одних и тех линиях опухолевых клеток не 

выявила связи между ними (как минимум, в условиях стандартного 

культивирования). 

 

Рисунок 21. Анализ микровязкости цитоплазматической мембраны  

опухолевых клеток различных линий in vitro с помощью FLIM. А – Схема 

эксперимента по последовательному исследованию метаболизма и микровязкости в 

опухолевых клетках. Б – FLIM-изображения монослойных клеточных культур в 

канале НАД(Ф)Н и сенсора вязкости BODIPY2. Значения вкладов свободной 

формы НАД(Ф)Н а1 и микровязкости для каждой линии клеток указаны на 

соответствующих изображениях. В – Оценка микровязкости в опухолевых 

сфероидах HeLa. Слева - изображение в проходящем свете (квадратом показана 

область, соответствующая FLIM-изображению) и FLIM-изображение сфероида на 

5-й день роста. Справа - диаграмма значений микровязкости в центральной и 

периферической зонах сфероидов в процессе роста. Среднее ±SD (n=4-5 сфероидов 

по 20-30 клеток в каждом). 
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В случае FLIM ФАД, обнаружена слабая положительная корреляция 

параметра затухания а2 ФАД (вклад открытой конформации) с 

микровязкостью (r = 0.436). Предположительно, это обусловлено участием 

ФАД в липидном обмене – биосинтезе липидов и ß-окислении жирных 

кислот и, как следствие, в поддержании липидного профиля мембраны. 

Качественный и количественный состав липидного бислоя является главным 

фактором, определяющим микровязкость мембраны. Уникальность 

липидного профиля мембраны в разных типах раковых клеток показана нами 

с помощью времяпролетной масс-спектрометрии ToF-SIMS [А58]. Однако 

интерпретация результатов FLIM ФАД требует осторожности, т.к. до сих пор 

нет понимания относительно вклада различных биохимических процессов, а 

также других флавинов (ФМН, рибофлавин) в его флуоресценцию.  

Мониторинг микровязкости мембран при воздействии на опухолевые 

клетки in vitro препаратами платинового ряда, 5-фторурацилом, таксолом, 

показал, что разные препараты вызывают разные по динамике и 

выраженности изменения микровязкости [A24, A34, A41, A48]. При 

использовании цислатина/оксалиплатина и 5-фторурацила изменения 

микровязкости отмечались в ранний период воздействия (10 мин – 6 ч), в 

случае таксола – на более поздних временах инкубации (24-48 ч) (рис. 22). Во 

всех случаях изменения микровязкости были обусловлены, по крайней мере, 

частично, нарушениями липидного состава мембраны. Наши наблюдения за 

кинетикой флуоресценции НАД(Ф)Н в клетках при действии тех же 

препаратов и обнаружение одинакового характера изменений для разных 

препаратов, указывающих на отсроченное (6-24 ч) переключение на 

окислительное фосфорилирование, позволяют говорить об отсутствии явной 

связи между микровязкостью липидного бислоя мембраны и клеточной 

биоэнергетикой. Изменения микровязкости, как правило, предшествуют 

метаболическому ответу на химиотерапию и являются следствием изменений 

липидного состава мембраны. 
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Рисунок 22. In vitro исследование энергетического метаболизма и 

микровязкости мембран клеток рака шейки матки человека HeLa c помощью 

FLIM-микроскопии при химиотерапии цисплатином. А – FLIM-изображения в 

канале НАД(Ф)Н (верхний ряд) и BODIPY2 (нижний ряд) до (контроль) и в 

процессе 24 ч инкубации с цисплатином (IC50 2.3 мкМ). FLIM-изображения 

НАД(Ф)Н до 6 ч сняты с одного и того же поля зрения. FLIM BODIPY2 выполнен в 

параллельном эксперименте. Б – Оценка относительного вклада свободной формы 

а1 НАД(Ф)Н. В – Оценка микровязкости мембран опухолевых клеток. Среднее ±SD 

(n= 50-60 клеток). * - р ≤ 0.05 в сравнении с контролем. 



69 

 

3. ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ВЫВОДЫ 

Методы флуоресцентного имиджинга с временным разрешением FLIM 

являются мощным инструментом для получения информации о 

молекулярном микроокружении флуорофора в условиях живой клетки и 

ткани. Благодаря развитию технической базы FLIM и созданию новых 

флуоресцентных сенсоров с временной чувствительностью, за последнее 

десятилетие интерес к методам FLIM значительно вырос в различных 

областях биологии и биомедицины. Одним из главных приложений FLIM 

является «метаболический» имиджинг на основе автофлуоресценции 

кофакторов НАД(Ф)Н и ФАД. Высокое пространственное разрешение и 

молекулярная специфичность, быстрота получения данных без применения 

экзогенных контрастных агентов делают этот метод уникальным для анализа 

процессов клеточного дыхания на новом уровне. 

В энергетическом метаболизме злокачественных опухолей многие 

вопросы остаются нераскрытыми. Эти вопросы касаются, прежде всего, его 

гетерогенности на клеточном уровне, роли различных физиологических и 

физико-химических факторов в регуляции путей получения энергии, 

перестроек биоэнергетики при прогрессии опухоли и ответе на 

противоопухолевую терапию и др. Между тем, их понимание критично для 

разработки новых подходов к диагностике и индивидуализации терапии 

опухолей. 

Предыдущие исследования групп Avraham Mayevsky (Бар-Иланский 

университет, Израиль) [112,113], Irene Georgakoudi (Университет Тафтса, 

США) [52, 114], Ahmed A. Heikal (Университет Миннесота Дулут, США) 

[115], Michael R. Duchen (Университетский Колледж Лондона, 

Великобритания) [56, 116], Melissa Skala (Висконсинский университет в 

Мадисоне, США) [28, 54, 62, 86], Angelika Rueck (Университет Ульма, 

Германия) [58, 84, 117] убедительно доказали применимость 

автофлуоресцентных измерений НАД(Ф)Н и ФАД, как в режиме 

интенсивности, так и времени жизни, для оценки энергетического 

метаболизма клеток in vitro и тканей in vivo, и  заложили методологические 

основы оптического метаболического имиджинга. Тем не менее, 

большинство исследований с применением FLIM до сих пор проводятся на 

клеточных культурах. Нами разработаны подходы для применения 

двухфотонной FLIM-микроскопии на сложных опухолевых моделях – 

сфероидах и опухолях мышей in vivo, и образцах опухолей пациентов, а 

также показаны возможности новых модальностей FLIM – конфокального 

макроимиджинга и оптоволоконной спектроскопии для оценки кинетики 

флуоресценции НАД(Ф)Н в опухолях.  

Разработаны методики мультипараметрического имиджинга путем 

комбинации FLIM НАД(Ф)Н c генетически кодируемыми флуоресцентными 

сенсорами и фосфоресцентными красителями. Одновременный имиджинг 

НАД(Ф)Н и кислорода в опухолевых клетках in vitro комбинацией 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Skala%20MC%5BAuthor%5D
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FLIM/PLIM впервые был проведен в работе Kalinina et al. в 2016 г. [117]. 

Авторы продемонстрировали согласованные изменения в энергетическом 

метаболизме и кислородном статусе при действии фармакологических 

ингибиторов метаболизма. Мы адаптировали предложенную ими методику 

под фосфоресцентный сенсор PIr3 и расширили эти исследования до 

измерений в опухолях in vivo. Мультипараметрических исследований путем 

одновременной визуализации НАД(Ф)Н и красных флуоресцентных белков-

сенсоров ранее не проводилось. Связано это, в том числе, с отсутствием до 

недавнего времени белков-сенсоров, работающих в красной области спектра. 

Большой вклад в создание таких инструментов внесли российские 

лаборатории под руководством К.А. Лукьянова, В.В. Белоусова, А.П. 

Савицкого. Задачи по изучению нескольких параметров, имеющих 

отношение к клеточному дыханию, отчасти решаются путем применения 

зеленых сенсорных белков или химических сенсоров в параллельных с 

наблюдением НАД(Ф)Н и/или ФАД экспериментах [A6]. Однако это 

исключает возможность мультипараметрического анализа в одних и тех же 

клетках, что в условиях высокой межклеточной гетерогенности 

представляется важным. 

Результаты наших мультипараметрических исследований раскрывают 

участие различных факторов в формировании метаболического «портрета» 

опухоли. Показано, что энергетический метаболизм клетки подвержен 

модификациям в условиях различного содержания кислорода, уровня 

пролиферации клеток, присутствия фибробластов и коллагена в 

непосредственном окружении. В свою очередь, изменения в энергетическом 

метаболизме влекут за собой изменения цитоплазматического рНi, что имеет 

самостоятельное значение для опухолевого роста. Эти исследования 

подкрепляют существующие представления о том, что биоэнергетика 

опухолевых клеток представляет собой сложную, динамичную и крайне 

пластичную систему [2-4, 6]. 

Гетерогенность энергетического метаболизма опухолей - широко 

признанный феномен. Работы в этой области направлены, в основном, на 

оценку прогностического значения внутриопухолевой гетерогенности или 

метаболических особенностей индивидуальных опухолей. Ряд работ 

демонстрирует связь внутриопухолевой гетерогенности метаболизма, 

визуализированной на «макро» уровне с помощью ПЭТ с 
18

F-

фтордезоксиглюкозой, с неблагоприятным прогнозом онкозаболеваний у 

пациентов [118-121]. Технологии секвенирования одиночных клеток (single-

cell sequencing) позволяют проводить исследования метаболической 

гетерогенности на геномном, транскриптомном и метаболомном уровнях 

[122]. Среди них, мощнейшим инструментом в изучении внутриопухолевой 

гетерогенности метаболизма являются методы пространственной 

транскриптомики (например, Visium ST, Stereo-seq, Slide-seq,), которые 

способны визуализировать отдельные кластеры клеток в опухоли, исходя из 

профилей пространственной экспрессии генов [123, 124]. В то же время, 
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сложность, трудоемкость и высокая стоимость данных методов 

ограничивают их широкое применение. Недоступные ранее наблюдения 

метаболической гетерогенности на клеточном уровне в живых клетках и 

тканях стали доступны благодаря FLIM-микроскопии на основе 

автофлуоресценции кофакторов дегидрогеназ. Пионером в этих 

исследованиях является группа Melissa Skala. С помощью FLIM авторы 

наблюдали и количественно оценили гетерогенность в опухолевых 

органоидах, полученных из операционного материала пациентов [125, 126]. 

Применение метода FLIM-микроскопии позволило нам впервые 

визуализировать межклеточную гетерогенность энергетического 

метаболизма в различных объектах: монослойных клеточных культурах, 

выделенных из опухолей пациентов, опухолевых сфероидах, модельных 

опухолях мышей и опухолях пациентов. Наши предварительные данные о 

связи высокой степени гетерогенности со злокачественным фенотипом 

опухоли и худшим ответом на химиотерапию согласуются с работами других 

авторов [118-121] и являются стимулом для продолжения исследований в 

этой области на расширенном клиническом материале. Мы уверены, что 

феномен внутриопухолевой метаболической гетерогенности заслуживает 

внимания и имеет большой потенциал в качестве прогностического критерия. 

В диссертации показано, что перестройки в биоэнергетике опухолевых 

клеток сопровождают ответ на химиотерапию и ФДТ, а также наблюдаются 

при индукции апоптоза. Интересно, что разные по природе и механизму 

действия химиопрепараты вызывают схожие изменения в клеточном 

дыхании, ассоциированные с остановкой пролиферации. Характерно, что эти 

изменения предшествуют морфологическим клеточным нарушениям и 

торможению роста опухоли. В случае ФДТ, характер изменений 

энергетического метаболизма был разным в зависимости от степени 

снижения внутриклеточного уровня кислорода. Наши результаты о влиянии 

химиотерапии и ФДТ на энергетический метаболизм опухолевых клеток, 

полученные с помощью FLIM, согласуются с многочисленными работами 

других групп, полученными как методами биохимии, метаболомики и 

молекулярного анализа, так и с помощью оптического метаболического 

имиджинга [94, 125, 127].  

Возможность ранней оценки терапевтического ответа с помощью FLIM 

открывает перспективу разработки нового подхода к индивидуализации 

лекарственной терапии путем анализа флуоресценции НАД(Ф)Н в клетках, 

выделенных из опухоли пациента. Индивидуальный подход к назначению 

таргетных и некоторых химиопрепаратов уже реализуется в клинике с 

помощью молекулярно-генетического анализа, который в случае таргетной 

терапии определяет наличие мишени для воздействия, а в случае 

химиотерапии – прогностические молекулярные маркеры [128, 129]. Но даже 

при использовании молекулярно-генетического анализа лечение бывает 

недостаточно эффективным. In vitro оценка лекарственной чувствительности 

опухолевых клеток путем прямого воздействия на них тестируемыми 
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препаратами признается перспективным подходом к решению задачи по 

индивидуализации противоопухолевой терапии, который может применяться 

как самостоятельно, так и в дополнение к молекулярно-генетическому 

анализу [A23, A53, 130, 131]. В отличие от традиционных клеточных тестов 

на выживаемость и тип гибели, FLIM-микроскопия требует меньшего объема 

материала, позволяет проводить измерения в динамике и дает уникальную 

информацию о вариациях энергетического обмена в клеточной популяции. 

Анализ ответа на терапию с помощью FLIM в клеточных моделях in vitro 

также представляет интерес для скрининга новых цитотоксичных 

соединений, прежде всего нацеленных на пути снабжения клеток энергией. 

Использование оптического метаболического имиджинга для 

прогнозирования эффективности химиотерапии и скрининга новых 

противоопухолевых препаратов показано в работах той же группы M. Skala 

на опухолевых органоидах различного гистогенеза [31, 125, 126], а также в 

недавней работе Morelli et al. на органоидах из глиальных опухолей [132]. 

Ключевое отличие предлагаемой нами методики от этих работ – 

использование монослойной первичной культуры опухолевых клеток, что 

позволяет более аккуратно оценивать флуоресценцию НАД(Ф)Н в 

цитоплазме отдельных клеток и получать воспроизводимые результаты. 

Мы продемонстрировали, что энергетический метаболизм опухолей 

может быть оценен с помощью FLIM НАД(Ф)Н не только на 

микроскопическом, но и на макро-уровне. Новые технологии конфокального 

макро-FLIM и оптоволоконной время-разрешенной спектроскопии дают 

возможность экспресс-оценки метаболического состояния ткани с 

поверхности образца ex vivo, в случае макро-FLIM, или с глубины опухоли in 

vivo, в случае спектроскопии. Наши результаты показывают, что 

чувствительности этих систем достаточно для обнаружения различий между 

опухолевой и нормальной тканью, а также детектирования изменений под 

действием терапии. Подобные технологии на основе регистрации 

автофлуоресценции тканей представляют интерес для клинических 

приложений, например, для интраоперационного определения границ 

опухолей, оптической экспресс-биопсии. Попытки использовать отличия 

автофлуоресцентных свойств опухолей от нормальной ткани для 

клинической диагностики предпринимаются с момента появления в 1990-х гг 

первых волоконных систем, позволяющих регистрировать спектры эмиссии 

лазерно-индуцированной автофлуоресценции тканей [133-135]. Однако такие 

измерения в биотканях осложнены влиянием многих факторов на 

интенсивность сигнала (поглощение, рассеяние, мощность возбуждающего 

излучения и др.) и значительным перекрыванием спектров эндогенных 

флуорофоров. Дополнение этих методов временным разрешением 

существенно повысило их специфичность, поскольку время жизни 

флуоресценции индивидуально для каждого флуорофора. Обширные 

исследования с применением FLIM для диагностики опухолей выполнены 

группой Laura Marcu (Калифорнийский университет в Дэвисе, США) [69, 70]. 
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Разработанные ею установки для оптоволоконной время-разрешенной 

спектроскопии по принципу временной селекции (time-gating) близки к 

внедрению в нейрохирургию для прижизненной интраоперационной оценки 

границ глиальных опухолей. Многофотонные томографы с опцией FLIM от 

компании JenLab (Германия) являются примером клинической реализации 

FLIM-микроскопии. С их использованием демонстрируются хорошие 

результаты в прижизненной дифференциальной диагностике меланом и рака 

кожи на основе регистрации эндогенной флуоресценции [136, 137]. 

Поскольку прижизненный доступ к опухолям большинства локализаций с 

помощью FLIM-микроскопии невозможен, многие исследования 

выполняются на свежих послеоперационных или биопсийных образцах или 

криосрезах тканей. Примеры таких работ включают оценку границ опухолей 

в случае рака мочевого пузыря [138, 139], рака легкого [140], глиом [141], 

метастазов рака поджелудочной железы [142] и др. Благодаря активной 

разработке эндоскопических FLIM-систем [143-145], велика вероятность 

прижизненного исследования широкого спектра онкозаболеваний уже в 

ближайшем будущем. В то же время малый размер поля зрения и отсутствие 

стандартизированных алгоритмов обработки микроскопических данных с 

автоматической сегментацией изображений ткани являются ограничениями 

FLIM-микроскопии. Большой интерес для клиники представляют системы 

для получения макро-изображений. В основном, подобные FLIM-системы 

основаны на широкопольном (wide-field) имиджинге с помощью камеры; они 

обеспечивают быстрое получение изображений, однако обладают меньшим 

пространственным и временным разрешением по сравнению с конфокальной 

системой, использованной в нашей работе. Хотя широкопольный FLIM 

НАД(Ф)Н был использован в нескольких клинических исследованиях на ex 

vivo образцах для дифференцирования опухолей от нормальных тканей [33, 

146], его развитие в последние годы притормозилось. В целом, все эти 

клинические работы и результаты наших исследований указывают на то, что 

базовые отличия энергетического метаболизма и биохимического состава 

опухолей от нормальных тканей могут стать основой для новых методов 

диагностики на основе эндогенной флуоресценции кофакторов НАД(Ф)Н и 

ФАД. Помимо нашей текущей работы по направлению интраоперационной 

диагностики глиом, со стороны клиницистов уже обозначен интерес в 

апробации метода макро-FLIM для определения чистоты резекции меланом и 

немеланомного рака кожи, а также для обнаружения метастазов рака 

молочной железы в лимфоузлах.  

Стоит отметить, что наши открытия побудили другие научные группы 

к разработкам в области FLIM. Так, например, группа Е.В. Ширшина (МГУ 

им. Ломоносова) разработала алгоритмы автоматической сегментации клеток 

на FLIM-изображениях на основе машинного обучения [A37], которые мы 

сейчас используем при обработке данных. Та же группа на основе наших 

данных о метаболической гетерогенности опухолевых клеток предложила 

новый количественный критерий ее оценки – индекс бимодальности. Наши 
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наработки в области оптоволоконной спектроскопии были взяты за основу 

для создания эндоскопической FLIM-системы группой под руководством 

Франческо Павоне (Европейская лаборатория нелинейной спектроскопии 

LENS, Италия) [147], а так же оптоволоконной системы для 

комбинированных измерений времен жизни флуоресценции и спектров 

диффузного рассеяния группой под руководством А.В. Дунаева (Орловский 

государственный университет) [148]. 

Мы уверены, что предложенные методики и полученные нами 

результаты об особенностях клеточного дыхания в опухолях станут базой 

для дальнейшего продвижения FLIM в клинику в качестве метода 

диагностики и прогнозирования эффективности противоопухолевой терапии. 

По результатам диссертационного исследования можно сделать 

следующие выводы: 

1. Разработаны методики исследования энергетического 

метаболизма опухолевых клеток в моделях опухолевых сфероидов и 

подкожных опухолей мышей in vivo, а также в операционных образцах 

опухолей пациентов ex vivo с помощью FLIM НАД(Ф)Н. Относительные 

вклады короткой а1 и длинной а2 компонент затухания флуоресценции 

НАД(Ф)Н в диапазоне 450-500 нм являются параметрами, отражающими 

изменения в балансе гликолиза и митохондриального дыхания. Разработаны 

подходы к мультипараметрическому имиджингу in vitro и in vivo путем 

визуализации автофлуоресценции НАД(Ф)Н и флуоресценции генетически 

кодируемых белков-сенсоров рН, апоптоза, фаз клеточного цикла с 

помощью FLIM или фосфоресценции кислородных сенсоров с помощью 

PLIM. 

2. С помощью FLIM-микроскопии НАД(Ф)Н выявлена 

межклеточная метаболическая гетерогенность в опухолевых сфероидах, 

опухолях мышей in vivo, образцах колоректального рака пациентов ex vivo и 

выделенных из них клетках. Наиболее высокая дисперсия вклада свободной 

формы НАД(Ф)Н а1, ассоциированной с гликолизом, характерна для 

опухолей пациентов и, среди них, для опухолей высокой степени 

злокачественности. В экспериментах in vitro обнаружено, что активное 

деление клеток (S/G2/M фазы клеточного цикла), взаимодействие с 

фибробластами, наличие коллагена и гипоксия независимо друг от друга 

вызывают увеличение фракции свободного НАД(Ф)Н а1, а значит, могут 

обуславливать гетерогенность энергетического метаболизма в опухолях. 

3. При колоректальном раке и глиомах пациентов методами FLIM 

НАД(Ф)Н показано, что кинетика флуоресценции кофактора в опухолях 

отличается от нормальных тканей. По данным FLIM-микроскопии 

колоректальный рак Т3 стадии имеет более низкие значения вклада 

свободной формы НАД(Ф)Н а1 по сравнению с нормальным эпителием 

кишечника, что указывает на более окислительный метаболизм опухоли. 

Показано, что макро-FLIM в спектральном канале НАД(Ф)Н позволяет 
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дифференцировать глиобластому от белого вещества мозга. Опухоль 

характеризуется более короткими значениями среднего времени жизни 

флуоресценции НАД(Ф)Н τm и более высоким вкладом свободной формы 

НАД(Ф)Н а1. 

4. Установлено, что химиотерапия препаратами из различных 

классов вызывает увеличение среднего времени жизни флуоресценции τm за 

счет снижения вклада свободной формы а1 НАД(Ф)Н в опухолевых клетках 

in vitro и in vivo, что указывает на активацию митохондриального дыхания и 

коррелирует со снижением пролиферации in vitro и торможением роста 

опухоли in vivo. ФДТ приводит к разнонаправленным изменениям 

метаболизма. На фоне выраженного снижения содержания кислорода, 

установленного по данным PLIM, в опухоли за счет сосудистых нарушений 

в случае ФДТ с фотодитазином наблюдается снижение вклада свободной 

формы а1 НАД(Ф)Н, тогда как умеренное снижение содержания кислорода 

при использовании генетически кодируемого фотосенсибилизатора 

KillerRed приводит к увеличению а1 НАД(Ф)Н.  

5. Путем одновременной визуализации флуоресценции НАД(Ф)Н и 

генетически кодируемого FRET сенсора активности каспазы-3 на клеточном 

уровне показано увеличение фракции связанного с белком НАДН, 

ассоциированного с аэробным этапом энергетического обмена, при 

апоптозе, вызванном различными агентами. Установлена корреляция 

активности каспазы-3 и фракции связанной формы НАДН а2 с уровнем АФК 

в клетках. Обнаружена фосфорилированная форма НАДН – НАДФН - в 

опухолевых клетках при апоптозе, индуцированном стауроспорином. 

6. Одновременный мониторинг рНi с помощью генетически 

кодируемых сенсоров из группы SypHer и автофлуоресценции НАД(Ф)Н 

показал, что переключение на гликолиз вызывает закисление цитозоля в 

опухолевых клетках. При воздействии химиопрепаратами эти связи 

разобщаются - флуктуации рНi предшествуют изменениям в энергетическом 

метаболизме, а закисление цитозоля наблюдается на фоне окислительного 

метаболизма.  
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