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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

5-АЛА – 5-аминолевулиновая кислота 

АФК – активные формы кислорода 

ИФ – интенсивность флуоресценции 

МРТ – магниторезонансная томография 

НАДФ – никотинамидадениндинуклеотид 

ТРО – коэффициент торможения роста опухолей 

ФАД – флавин-адениндинуклеотид 

ФДТ – фотодинамическая терапия 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 

DMEM – Dulbecco's Modified Eagle Medium, среда для культивирования клеток 

EGFP – Enhanced Green Fluorescent Protein, улучшенный зелёный 

флуоресцентный белок 

GFP – Green Fluorescent Protein зелёный флуоресцентный белок 

Gd – гадолиний  

H&E – Hematoxylin and Eosin Stain, окраска гематоксилином и эозином 

MiniSOG – mini Singlet Oxygen Generator, генератор синглетного кислорода 

OX40L – лиганд рецептора CD134 (OX40) 

OX40Lexo - лиганд рецептора CD134 (OX40), секретирующийся во 

внеклеточную среду 

Pz1 – тетра-4-фтор-фенилтетрацианопорфиразин 

Pz2 – тетрафенилтетрацианопорфиразин 

GdPz1 – тетра-4-фтор-фенилтетрацианопорфиразиновый комплекс гадолиния 

GdPz2 – тетрафенилтетрацианопорфиразиновый комплекс гадолиния 

KR – красный флуоресцентный белок KillerRed 

CT26 – колоректальная аденокарцинома мышей 

CT26-KR – колоректальная аденокарцинома мышей, экспрессирующая красный 

флуоресцентный белок KillerRed 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность проблемы 

Онкологические заболевания являются одной из основных причин 

смертности людей во всем мире. Чрезвычайно актуальной остаётся разработка 

новых препаратов для диагностики и терапии опухолей. Перспективным 

методом в области исследования новых противоопухолевых препаратов 

является in vivo флуоресцентный имиджинг. Бесспорными преимуществами 

данного метода являются возможность неинвазивного исследования, 

относительная простота и дешевизна использования в сочетании с достаточной 

чувствительностью и биологической безопасностью. Прижизненные 

исследования же на макроуровне дают уникальную возможность учитывать 

специфику взаимодействия опухоли и организма.  

Флуоресцентный имиджинг на уровне целого организма позволяет 

проводить широкий спектр биомедицинских исследований, обладая рядом 

преимуществ перед другими методами. Данный подход позволяет изучить 

биораспределение новых флуоресцирующих агентов, оценить их накопление в 

опухоли и нормальных тканях организма в динамике и пути выведения из 

организма без умерщвления животных в ходе эксперимента, в отличие от 

традиционных методов, таких как химическая экстракция (Kaijzel et al, 2007; 

Ding et al, 2012).  

Кроме того, актуальной задачей в разработке новых 

фотосенсибилизаторов для фотодинамической терапии (ФДТ) опухолей 

является отслеживание кинетики их флуоресценции и фотовыгорания в 

процессе облучения (Jarvi et al, 2012; Dysart et al, 2005). Известно, что 

флуоресцентный сигнал фотосенсибилизатора в опухоли снижается 

непосредственно после облучения, что свидетельствует о фотовыгорании 

флуорофора и, соответственно, о протекании реакции фотосенсибилизации. 

Дозиметрия на основе оценки фотовыгорания с помощью in vivo 

флуоресцентного имиджинга представляет собой чрезвычайно удобный, 
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простой и недорогой способ анализа эффективности фотодинамической 

терапии (ФДТ) по сравнению с классической дозиметрией на основе оценки 

уровня синглетного кислорода.  

Разработка новых способов иммунотерапии опухолей требует создания 

высокоиммуногенных опухолевых моделей. Особый интерес представляют 

модельные опухоли, меченные генетически-кодируемыми флуоресцентными 

белками. С одной стороны, флуоресцентные белки могут выступать в качестве 

дополнительных опухолевых антигенов, с другой стороны экспрессия 

флуоресцентных белков даёт возможность прижизненного мониторинга 

опухолевого роста и регрессии с помощью in vivo флуоресцентного имиджинга 

(Stripecke et al, 1999; Castano et al, 2006). Между тем, иммуногенные свойства 

красных флуоресцентных белков, спектры излучения которых попадают в 

«терапевтическое окно прозрачности» биологических тканей, на сегодня мало 

изучены. 

В связи с этим, разработка новых фотосенсибилизаторов и 

иммунопрепаратов с использованием флуоресцентного имиджинга на уровне 

целого организма является актуальной задачей в области биомедицины. 

 

Цели и задачи работы 

Цель настоящей работы заключалась в in vivo исследовании методом 

флуоресцентного имиджинга на уровне целого организма новых 

иммунопрепаратов и фотосенсибилизаторов для ФДТ. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Методом in vivo флуоресцентного имиджинга исследовать 

биораспределение двух новых флуоресцирующих металлорганических 

комплексов в опухоли и нормальных тканях и оценить эффективность ФДТ с 

использованием комплексов на основании данных об их фотовыгорании и 

торможении роста опухолей. 

2. Оценить прижизненную экспрессию в опухоли и противоопухолевую 

активность  нового иммуностимулирующего цитокина OX40Lexo путём 
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визуализации зелёного флуоресцентного белка EGFP, коэкспрессирующегося с 

OX40Lexo. 

3. С использованием in vivo флуоресцентного имиджинга исследовать 

иммуногенность красного флуоресцентного белка KillerRed в опухоли у 

мышей.  

4. Изучить фототоксические свойства красного флуоресцентного белка 

KillerRed при воздействии непрерывного и импульсного лазерного излучения. 

 

Научная новизна  

1. Впервые методом in vivo флуоресцентного имиджинга получены 

данные о биораспределении, динамике циркуляции в организме и накоплении в 

опухоли двух новых флуоресцирующих металлоорганических комплексов – 

порфиразиновых комплексов гадолиния путём оценки интенсивности сигнала 

флуоресценции комплексов в опухоли и нормальных тканях в динамике. 

2. Впервые проведена оценка эффективности ФДТ с использованием двух 

новых порфиразиновых комплексов гадолиния на основании данных об их 

фотовыгорании и скорости роста опухолей после ФДТ. Установлено, что 

металлокомплекс, в периферийное обрамление порфиразинового макроцикла 

которого введены арильные фрагменты, обладает выраженными 

фототоксическими свойствами. 

3. Впервые на флуоресцирующей опухолевой модели, 

коэкспрессирующей EGFP и новый иммуностимулирующий цитокин 

OX40Lexo, продемонстрированы противоопухолевые свойства OX40Lexo. 

4. Впервые с использованием in vivo флуоресцентного имиджинга 

показана иммуногенность красного флуоресцентного белка KillerRed. 

5. Впервые с помощью in vivo флуоресцентного имиджинга проведена 

сравнительная оценка фототоксических свойств красного флуоресцентного 

белка KillerRed в опухоли у мышей при воздействии непрерывного и 

импульсного лазерного излучения. Показано, что импульсный режим 

облучения опухолей способствует достижению максимума фотовыгорания 
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KillerRed при меньшей световой дозе и отсутствии температурных эффектов по 

сравнению с непрерывным режимом. Подобран эффективный режим ФДТ с 

KillerRed опухолей у мышей с использованием импульсного лазерного 

излучения.  

 

Научно-практическая значимость 

В работе показана возможность выполнения широкого спектра задач по 

прижизненному неинвазивному исследованию инновационных 

противоопухолевых препаратов на уровне целого организма с помощью 

эпилюминисцентного флуоресцентного имиджинга. Разработаны 

универсальные методики по изучению биораспределения новых 

флуоресцирующих агентов, оценки фотовыгорания как химически 

синтезируемых, так и генетически-кодируемых фотосенсибилизаторов. 

Разработана методика оценки эффективности иммунотерапии рака на 

опухолевой модели, меченной генетически-кодируемым флуоресцентным 

белком. 

Результаты диссертационного исследования представляют практический 

интерес в области доклинических испытаний новых препаратов с 

флуоресцентными свойствами для диагностики и терапии опухолей с 

использованием относительно простого, быстрого и недорогого метода 

флуоресцентного имиджинга в сочетании с достаточной чувствительностью и 

биологической безопасностью. Основные результаты работы могут быть 

включены в соответствующие разделы спецкурсов и лекций общего курса по 

биофизике, биомедицине и физиологии человека и животных. 

Научная новизна и практическая значимость исследования подтверждены 

патентом: Патент РФ № 2621710 от 26.08.2016 г. Порфиразин, порфиразиновый 

комплекс гадолиния и их применение. Клапшина Л.Г., Лермонтова С.А., 

Пескова Н.Н., Балалаева И.В., Шилягина Н.Ю., Ширманова М.В., Гаврина А.И., 

Южакова Д.В. 
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Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Два новых порфиразиновых комплекса гадолиния избирательно 

накапливаются в опухоли, что выражается в более высокой интенсивности 

сигнала флуоресценции комплекса в опухоли по сравнению с нормальными 

тканями. 

2. Порфиразиновые комплексы гадолиния позволяют осуществлять 

оценку эффективности ФДТ на основании данных об их фотовыгорании в 

опухоли в ходе облучения и скорости роста опухолей после ФДТ. 

Порфиразиновый комплекс гадолиния, в периферийное обрамление 

макроцикла которого введены арильные фрагменты, обладает выраженными 

фототоксическими свойствами, отражающимися в снижении интенсивности 

флуоресценции комплекса в опухоли после облучения и торможении роста 

опухолей после ФДТ. 

3. Флуоресцентный имиджинг позволяет прижизненно наблюдать 

экспрессию нового иммуностимулирующего цитокина OX40Lexo в опухоли 

путём зелёного флуоресцентного белка EGFP, коэкспрессирующегося с 

OX40Lexo. Экспрессия OX40Lexo приводит к регрессии опухолей и развитию 

иммунологической памяти. 

4. Красный флуоресцентный белок KillerRed обладает иммуногенностью, 

выражающейся в снижении прививаемости и замедленном росте опухолей, 

экспрессирующих KillerRed по сравнению с немодифицированными 

опухолями, в устойчивости к формированию повторно привитых KillerRed-

экспрессирующих опухолей и метастазов у мышей с ранее удалённой KillerRed-

экспрессирующей опухолью, а также в снижении интенсивности 

флуоресценции повторно привитых опухолей.  

5. Импульсный режим облучения KillerRed-экспрессирующих опухолей у 

мышей способствует достижению максимума фотовыгорания при меньшей 

световой дозе и отсутствии температурных эффектов,  вызывает индукцию 

выраженных дистрофических изменений в опухолевых клетках и 

ингибирование роста опухолей после ФДТ. 
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Достоверность полученных результатов 
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широкой апробацией и надежностью использованных экспериментальных 

методов, соответствием экспериментальных данных, полученных разными 

методами, а также качественной и количественной согласованностью с 

результатами других исследований.  

 

Апробация работы 

Основные материалы диссертационной работы доложены и обсуждены на 

Всероссийской научно-практической конференции с международным участием 

«Противоопухолевая терапия: от эксперимента к клинике» (Москва, 2014 г.); 

Российско-Германском симпозиуме «Иммунология и рак» (Нижний Новгород, 

2014 г.); VII Съезде Российского фотобиологического общества (пос. Шепси 

2014 г.); II Всероссийской XIII Межрегиональной с международным участием 

научной сессии молодых ученых и студентов «Современные решения 

актуальных научных проблем в медицине» (Нижний Новгород, 2015 г.); XX 

Нижегородской сессии молодых учёных (естественные, математические науки) 

(пансионат «Морозовский», 2015 г.); 7-ой Международной летней школе 

«Биофотоника'15» (Швеция, 2015 г.); V Международном симпозиуме 

«Актуальные проблемы биофотоники 2015» (Нижний Новгород – Елабуга – 

Нижний Новгород, 2015 г.); 4-й Фотобиологической школе Европейского 

Фотобиологического сообщества (Италия, 2016 г.); 3-й Зимней школе 

«Фотодинамическая терапия в онкодерматологии, дерматологии и 

косметологии» (Москва, 2017 г.); 70-я Всероссийская с международным 

участием школа-конференция молодых учёных «Биосистемы: организация, 
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поведение, управление» (Нижний Новгород, 2017); IV Петербургском 

Международном Онкологическом Форуме «Белые ночи» (Санкт-Петербург, 
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Европейского Фотобиологического сообщества (Италия, 2017 г); 71-ой 

Всероссийской с международным участием школе-конференции молодых 

ученых «Биосистемы: организация, поведение, управление», (Нижний 

Новгород, 17–20 апреля 2018 г). 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. In vivo флуоресцентный имиджинг в экспериментальной 

онкологии 

1.1.1. Основы in vivo флуоресцентного имиджинга 

Флуоресцентный имиджинг на уровне целого организма представляет 

собой мощный инструмент в области биомедицинских исследований, 

центральное место среди которых занимает экспериментальная онкология.  

В основе флуоресцентного имиджинга лежит способность некоторых 

молекул – флуорофоров при возбуждении светом определённой длины волны 

испускать флуоресценцию. Флуоресцентная визуализация тканей может 

основываться как на введении в организм экзогенных флуорофоров, так и на 

способности некоторых собственных молекул клетки флуоресцировать 

(автофлуоресценция) (Berezin et al., 2010; Ballou et al., 2005; Jablonski 1933). 

 

 

Рис. 1. Диаграмма Яблонского. Горизонтальные линии — энергетические уровни 
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электронов: S0 — основное, невозбужденное состояние; S1 — синглетное возбужденное 

состояние; 0 — 3 — квантованные подуровни; Т1, Т2 — квантованные уровни 

триплетного возбужденного состояния. Стрелками показаны переходы электронов в 

разные энергетические состояния. 

 

Поглощение молекулой флуорофора кванта электромагнитного 

излучения оптического диапазона приводит к переходу электрона из 

синглетного основного состояния (S0) в синглетное возбужденное (S1). 

Излучение, сопровождающее обратный переход молекулы из синглетного 

возбужденного состояния в основное называется флуоресценцией (Рис. 1).  

Флуоресценция флуорофора характеризуется следующими параметрами: 

спектром поглощения и флуоресценции, квантовым выходом и временем жизни 

флуоресценции (Leblond et al., 2010; Berezin et al., 2010).  

Спектром поглощения называют зависимость интенсивности 

поглощённого веществом излучения от длины волны (частоты), а спектром 

флуоресценции, соответственно, зависимость интенсивности излучения от 

длины волны (частоты) света. Основными параметрами спектра являются 

интенсивность флуоресценции, положение максимума и так полуширина 

(ширина спектра на уровне половины максимума. Спектр испускания 

флуоресценции обычно не зависит от длины волны возбуждения (правило 

Каши). Спектр флуоресценции сдвинут в длинноволновую область по 

сравнению с полосой поглощения (правило Стокса) и зеркально-симметричен 

ей (правило Левшина).  

Квантовый выход флуоресценции – это отношение числа испускаемых 

фотонов к числу поглощенных. Данный параметр характеризует 

эффективность, с которой поглощенная энергия трансформируется в излучение 

по сравнению с процессами безызлучательной релаксации. Чем больше 

квантовый выход, тем выше интенсивность флуоресценции флуорофора.  

Время жизни флуоресценции – среднее время, в течение которого 

молекула находится в возбужденном состоянии до того, как вернуться в 
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основное состояние с испусканием фотонов. Измеряют этот показатель по 

затуханию флуоресценции после кратковременного возбуждения. Обычно 

время затухания флуоресценции составляет около 10 нс. 

In vivo флуоресцентный имиджинг на уровне целого организма 

предполагает взаимодействие излучения с биологическими тканями 

объекта. Основными процессами, описывающими взаимодействие падающего 

света с биологической тканью, являются отражение, поглощение, рассеяние, 

обратное рассеяние и пропускание (Рис. 2) (Красников и др., 2013;Leblond et al., 

2010;Tuchin 2015; Wang et al., 2007). 

 

 

Рис. 2. Взаимодействие оптического излучения с биологическим объектом: 

отражение, поглощение, рассеяние, обратное рассеяние и пропускание. 

 

Отражение света биологическими тканями обусловлено разницей в 

показателях преломления воздуха и биообъекта. Кроме того, оно может быть 

также обусловлено обратным рассеянием от более глубинных слоёв ткани. В 
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зависимости от длины волны падающего излучения отражается до 60% 

излучения. Так, отражение светового луча от кожи складывается из 

непосредственного отражения от рогового слоя, а также из рассеяния 

эпидермисом и дермой. 

Другим эффектом, происходящим при прохождении света через 

биообъект, является поглощение. В биологических тканях основными 

поглощающими центрами (хромофорами) являются молекулы воды и 

биомолекулы, в частности, гемоглобин, липиды, меланин, миоглобин и 

цитохромы. Ультрафиолетовое излучение поглощается преимущественно 

молекулами нуклеиновых кислот, белков и липидов. Это ограничивает 

эффективное проникновение света до нескольких сотен микрон. Однако 

значительно более глубинные слои можно визуализировать с использованием 

света в дальнем красном или ближнем инфракрасном диапазоне длин волн, где 

основными поглощающими элементами ткани являются де-оксигемоглобин, 

оксигемоглобин, вода и липиды. В данной спектральной области поглощение 

света хромофорами по меньшей мере на один порядок ниже, чем в области 

видимого спектра, что даёт потенциальную возможность регистрировать сигнал 

флуоресценции с глубины нескольких сантиментов.  

Рассеяние света в биотканях возникает за счёт изменения показателя 

преломления среды. Макромолекулы, внутриклеточные органеллы и 

внеклеточные структуры обладают различными показателями преломления. 

Кроме того, на рассеяние также влияет размер частиц, составляющих клетки и 

ткани (от нм – белки – до мкм – клетки).  

Наконец, часть излучения может пройти сквозь биологическую ткань. 

Среди биологических тканей почти прозрачными для видимого света можно 

считать роговицу и хрусталик глаза (Тучин 2013; Красников и др., 2013; Wang et 

al., 2007; Leblond et al., 2010).  

 

1.1.2. Преимущества и области применения in vivo флуоресцентного 

имиджинга в экспериментальной онкологии  
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In vivo флуоресцентный имиджинг на уровне целого организма обладает 

рядом существенных преимуществ перед другими методами. Так, 

флуоресцентный имиджинг даёт возможность неинвазивного длительного 

исследования биологических объектов. Кроме того, относительная простота и 

дешевизна использования данного метода сочетаются с достаточной 

чувствительностью, пространственным разрешением и биологической 

безопасностью. Наконец, прижизненная флуоресцентная визуализация на 

макроуровне предоставляет уникальную возможность учитывать специфику 

взаимодействия опухоли и организма.  

In vivo флуоресцентный имиджинг на уровне целого организма позволяет 

проводить широкий спектр исследований в области экспериментальной 

онкологии, обладая рядом преимуществ перед другими методами. 

Данный подход позволяет изучить фармакокинетику новых 

флуоресцирующих агентов, оценить их накопление в опухоли и нормальных 

тканях организма в динамике и пути выведения из организма. В отличие от 

классических методов, таких как химическая экстракция, in vivo 

флуоресцентный имиджинг позволяет провести неинвазивный, быстрый и 

недорогой мониторинг накопления нового агента в опухоли и выведения его из 

организма без умерщвления животных в ходе эксперимента (Kaijzel et al., 2007; 

Ding et al., 2012). Существует широкий ряд флуоресцирующих агентов для 

различный биомедицинских задач, которые требуют исследования их 

биораспределения в организме. С одной стороны, это флуоресцентные 

красители и мультимодальные агенты для обнаружения опухоли или 

наблюдения за её функциональными параметрами (Jiang et al., 2010; Yang et al., 

2009; Vasquez et al., 2011; Shimolina et al., 2017).  

С другой стороны, in vivo флуоресцентный имиджинг позволяет 

наблюдать за биораспределением терапевтических агентов, в частности, 

химиопрепаратов для химиотерапии опухолей, на уровне целого организма. 

Некоторые химиопрепараты, такие как доксорубицин, паклитаксель и 

блеомицин, обладают флуоресцентными свойствами (Motlagh et al., 2016). 
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Например, в работе Kanno et al. проводили визуализацию флуоресценции 

доксорубицина в организме для оценки его накопления опухоли в рамках 

исследования влияния радиационного воздействия на множественную 

лекарственную устойчивость (Kanno et al., 2015). Однако большинство 

химиопрепаратов не обладают собственной флуоресценцией, и для оценки их 

распределения в организме с помощью in vivo флуоресцентного имиджинга 

требуется связать их с флуоресцентной меткой (Kim et al., 2009). Так, 

представляют интерес флуоресцентные наночастицы для доставки 

химиопрепарата цисплатина (Wolfbeis et al., 2015).  

Однако наибольший интерес представляет исследование распределения 

новых фотосенсибилизаторов для ФДТ опухолей, которые обладают 

собственной сильной флуоресценцией.  

Другой задачей в области экспериментальной онкологии, решаемой с 

помощью in vivo флуоресцентного имиджинга, является оценка 

фотовыгорания фотосенсибилизаторов в ходе ФДТ опухолей. Известно, что 

флуоресцентный сигнал фотосенсибилизатора в опухоли снижается 

непосредственно после облучения, что свидетельствует о фотовыгорании 

флуорофора и, соответственно, о протекании реакции фотосенсибилизации. 

Преимущественно выгорание связано с атакой молекул фотосенсибилизатора 

активными формами кислорода (АФК) (главным образом, синглетным 

кислородом 
1
О2), что сопровождается их фотохимической деструкцией и 

необратимой потерей флуоресценции. Дозиметрия на основе оценки 

фотовыгорания с помощью in vivo флуоресцентного имиджинга представляет 

собой чрезвычайно удобный, простой и недорогой способ анализа 

эффективности ФДТ по сравнению с классической дозиметрией на основе 

оценки уровня синглетного кислорода. (Jarvi et al., 2012; Dysart et al., 2005; 

Sheng et al., 2007; Anbil et al., 2012; Farrell et al., 1998). 

Широкое применение в области биомедицины приобрёл мониторинг 

роста опухоли и развития метастазов, а также оценка ответа опухоли на 

лечение с помощью in vivo флуоресцентного имиджинга на уровне целого 
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организма. Не требует дорогостоящего оборудования, проста в исполнении и 

достаточно чувствительна. Диагностика опухоли может осуществляться с 

помощью флуоресцентных красителей, накапливающихся в опухоли за счёт 

эффекта повышенной проницаемости, таких как флюоресцеин и индоцианин 

зелёный (Ewelt et al., 2015). Среди контрастных для флуоресцентной 

диагностики опухоли особое место занимают флуоресцирующие ближне-

инфракрасные красители (650–900 нм), за счёт значительно большей 

проникающей способности света в ткани животного, что обеспечивает 

визуализацию агентов на глубине порядка сантиметра (Jiang et al., 2010; Nam et 

al., 2010; Harrison et al., 2015; Fei-Peng et al., 2016). Подобная диагностика не 

требует дорогостоящего оборудования, проста в исполнении и обладает 

достаточной чувствительностью. 

Однако наибольшего расцвета данное направление достигло благодаря 

GFP-подобным флуоресцентным белкам, выступающим в роли генетически-

кодируемых меток опухолевых клеток. Основным преимуществом опухолевых 

моделей, экспрессирующих флуоресцентные белки, является то, что они не 

требуют введения дополнительного контрастного агента (Hoffman, 2002; Kaijzel 

et al., 2007) и позволяют проводить in vivo флуоресцентную визуализацию 

опухолевого узла в течение всего срока эксперимента. Зелёные 

флуоресцентные белки GFP и EGFP широко применялись в доклинических 

исследованиях для in vivo мониторинга роста солидных опухолей (Yamaoka et 

al., 2010; Castano et al., 2006; Hoffman, 2005) и метастазов (Hoffman, 2014; 

Hoffman, 2002; Yamamoto et al., 2011). Однако в дальнейшем предпочтение 

отдают опухолевым и метастатическим моделям, меченым красными и 

дальнекрасными флуоресцентными белками, более подходящими для 

визуализации биотканей (Winnard et al., 2006; Yamaoka et al., 2010), (Kleshnin et 

al., 2015; Christensen et al., 2015).  

Разнообразие флуоресцентных белков с различными спектральными 

характеристиками открывает возможности для двухцветного и многоцветного 

in vivo флуоресцентного имиджинга опухолей. (Hoffman, 2014; Yang et al., 2004; 
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Tran Cao et al., 2009), в частности, основанного на введении флуоресцентных 

опухолевых клеток трансгенным животным, чтобы наблюдать отношения 

опухоль-хозяин.  

Поскольку с использованием прижизненного флуоресцентного 

имиджинга на уровне целого организма можно проводить достоверную 

количественную оценку скорости роста опухоли, данный метод даёт 

возможность длительного неинвазивного мониторинга ответа опухоли на 

терапию в режиме реального времени. Подобные исследования 

продемонстрированы для химиотерапии (Katz et al., 2003), ФДТ (Castano et al., 

2006; Mallidi et al., 2015), таргетной терапии (Zdobnova et al., 2015; Kimura et 

al., 2010) и иммунотерапии (Leblond et al., 2010).  

Разработка высокочувствительных флуоресцентных методов 

визуализации и флуоресцентных сенсоров открывает уникальные возможности 

для изучения различных функциональных процессов в опухолевых клетках in 

vivo на уровне целого организма. Сенсор может представлять собой 

флуоресцентный белок, генетически закодированный в раковой клетке, либо 

химический флуоресцентный краситель, который вводится экзогенно. 

Продемонстрирована возможность обнаружения опухолеспецифических 

протеаз (ферментов с общей способностью к гидролизу пептидных связей), 

играющих ключевую роль в опухолевой прогрессии, с использованием 

прижизненного флуоресцентного имиджинга, что имеет большое значение для 

улучшения диагностики рака (Drake et al., 2011; Shimizu et al., 2014; 

Schellenberger et al., 2003; Goryashchenko et al., 2015).  

Кроме того, использование флуоресцентно меченных лигандов против 

опухолеспецифических рецепторов позволяет визуализировать in vivo 

флуоресценцию молекулярных процессов в опухолевых моделях (Fukumura et 

al., 1998; Ardeshirpour et al., 2012; Cai et al., 2006; Rudkouskaya et al., 2017). 

Также разработаны генетически-кодируемые флуоресцентные сенсоры на 

основе GFP-подобных белков для регистрации внутриклеточного pH, одного из 

ключевых показателей, который может служить в качестве индикатора 
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изменений клеточного метаболизма, клеточной пролиферации и уклонения от 

апоптоза, генетической нестабильности и множественной лекарственной 

устойчивости опухолевых клеток (Matlashov et al., 2015; Shirmanova et al., 2015; 

Shirmanova et al., 2017).  

Изменение метаболического статуса раковых клеток в сторону более 

гликолитического является одним из ключевых индикаторов опухолевой 

прогрессии. Исследование метаболизма опухолевых клеток может быть 

выполнено путем измерения флуоресценции от эндогенных метаболических 

кофакторов, никотинамидадениндинуклеотида (НАДФ) и флавин-

адениндинуклеотида (ФАД). Как правило, in vivo флуоресцентный имиджинг 

метаболического статуса опухолевых клеток реализуются на клеточном уровне 

с помощью двухфотонной флуоресцентной микроскопии (Skala et al., 2007; 

Shah et al., 2015; Shirmanova et al., 2017). Недавние исследования показали 

возможность макроскопической прижизненной флуоресцентной визуализации 

опухолевого метаболизма с использованием инновационной конфокальной 

макросканирующей системы для флуоресцентного времяразрешенного 

имиджинга (Shcheslavskiy et al., 2018). 

 

1.2.  In vivo флуоресцентный имиджинг в исследовании новых 

противоопухолевых агентов 

1.2.1. In vivo флуоресцентный имиджинг в исследовании новых 

фотосенсибилизаторов для фотодинамической терапии 

ФДТ представляет собой перспективный метод лечения рака, при 

котором фототоксичные препараты - фотосенсибилизаторы – избирательно 

накапливаются в опухолевых клетках и под действием света в присутствии 

кислорода разрушают их в результате генерации АФК (Mroz et al., 2011). 

Фотосенсибилизаторы под воздействием видимого либо ближнего 

инфракрасного излучения способны переходить в возбуждённое триплетное 

состояние и реагировать с другими молекулами двумя различными путями. 

Фотосенсибилизаторы I типа в триплетном состоянии реагируют с молекулами 
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субстрата с образованием промежуточных свободных радикалов, которые, в 

свою очередь, взаимодействуют с кислородом с образованием АФК, таких как 

супероксидный анион-радикал (O2−), пероксид водорода (Н2О2) и 

гидроксильный радикал (ОН°) (DeRosa et., 2002). Фотосенсибилизаторы, 

относящиеся ко II типу, непосредственно взаимодействует с молекулярным 

триплетным кислородом (
3
O2) с генерацией синглетного кислорода (

1
O2) 

(Mehraban et al., 2015). Большинство фотосенсибилизаторов, используемых в 

клинической практике, относятся ко II типу (DeRosa et., 2002; Mehraban et al., 

2015). Именно реакция фотосенсибилизации II типа считаются основным и 

наиболее эффективным механизмом ФДТ, так как синглетный кислород 

отличается значительно большей реакционной способностью по сравнению с 

другими АФК, образующимися в ходе фотохимической реакции I типа. 

 

 

Рис. 3. I и II типы фотохимических реакций с участием молекулы 

фотосенсибилизатора и кислорода с образованием АФК при облучении светом. 
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Большинство фотосенсибилизаторов для ФДТ опухолей представляют 

собой флуоресцентные молекулы, что дает возможность исследовать их с 

помощью флуоресцентного имиджинга на уровне целого организма. С одной 

стороны, in vivo флуоресцентный имиджинг позволяет оценить 

избирательность накопления новых фотосенсибилизаторов в опухоли, характер 

их распределения в организме в динамике, а также время максимального 

накопления в опухоли и наибольшего контраста по сравнению с нормальными 

тканями для проведения ФДТ. С другой стороны, с помощью in vivo 

флуоресцентного имиджинга можно оценить фотовыгорание 

фотосенсибилизаторов в ходе ФДТ, позволяющее предсказать потенциальную 

эффективность новых агентов и подобрать оптимальные параметры облучения 

опухолей.  

 Первые исследования динамики накопления фотосенсибилизаторов в 

опухоли у экспериментальных животных с использованием флуоресцентной 

визуализации относятся к концу 1990-х годов (Major et al., 1996; Harada et al., 

1998; Cubeddu et al., 1997; Ozturk et al., 2014; Mo et al., 2012). In vivo 

флуоресцентный имиджинг даёт возможность анализировать избирательность 

накопления комплексов в опухоли путём оценки соотношения интенсивности 

сигнала флуоресценции в опухоли к интенсивности сигнала в нормальных 

тканях. Также возможно оценить кинетику накопления комплексов в опухоли 

путём оценки интенсивности флуоресцентного сигнала в опухоли в различные 

временные точки и скорость выведения препарата из нормальных тканей путем 

оценки интенсивности флуоресценции агента в организме. 

На сегодняшний день с использованием флуоресцентного имиджинга на 

уровне целого организма исследованы как новые агенты для ФДТ, так и 

модифицированные формы классических фотосенсибилизаторов. Недавно 

разработанные инновационные препараты включают в себя аналоги 

бактериохлорина (Patel et al., 2016), феофорбид a (Ahn et al., 2017), комплекс 

цианопорфиразина иттербия (Klapshina et al., 2010; Shirmanova et al., 2011), а 

также связанный с бутадиеном конъюгированный димер порфирина (Khurana et 
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al., 2012). Модифицированные формы классических фотосенсибилизаторов, 

исследованные с помощью флуоресцентной визуализации, включают 

модифицированные фталоцианины (Li et al. 2015), комплексы хлорина e6 с 

амфифильными полимерами (Shirmanova et al., 2014; Gavrina et al., 2018) и ряд 

многофункциональных препаратов, состоящих из фотосенсибилизатора и 

контрастного агента для МРТ (Wolfbeis et al., 2015; Bechet et al., 2012).  

Пример in vivo флуоресцентного имиджинга распределения 

флуоресцентного сигнала фотосенсибилизатора в организме животного с 

опухолью представлен на Рис. 4. 

 

 

Рис. 4. In vivo флуоресцентные изображения мыши nude с HT-29 с опухолью после 

внутривенного введения свободного хлорина е6 и хлорин-е6-HSA наночастиц (5mg/kg). 

Адаптировано из Jeong et al., 2011.  

 

Перспективной стратегией в области диагностики и терапии рака стало 

создание многофункциональных агентов, сочетающих в себе возможности 

визуализации опухоли различными методами с терапевтическими свойствами. 

Активно проводятся исследования новых фототоксических агентов с 

возможностью мультимодальной визуализации (Liao et al., 2012). В частности, 

большой интерес представляет комбинация магниторезонансной томографии 

(МРТ) и флуоресцентного имиджинга. Данный подход был успешно 
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продемонстрирован в последних клинических исследованиях (Kaibori et al., 

2016) (Eljamel et al., 2013; Gessler et al., 2015). МРТ позволяет провести 

дооперационную диагностику крупных очагов опухоли, а флуоресцентный 

имиджинг – обнаружение небольших опухолевых узлов и оценку степени 

опухолевой инвазии непосредственно во время операции, что позволяет 

провести полное и безопасное удаление опухолевых очагов (Kaibori et al., 2016; 

Eljamel et al., 2013; Inoue et al., 2015). Однако в данных исследованиях для МРТ 

и флуоресцентного имиджинга используются два отдельных контрастных 

агента, что может вызвать ряд осложнений – с одной стороны, увеличивается 

лекарственная нагрузка на организм, а с другой, не всегда возможно провести 

прямое адекватное сравнение результатов, полученных двумя различными 

методами. Следовательно, развитие данного подхода требует разработки 

единого агента для мультимодального имиджинга, позволяющего в полной 

мере использовать потенциальные преимущества методов гибридной 

визуализации (Louie et al., 2010; Lim et al., 2015). 

Подавляющее большинство контрастирующих препаратов для МРТ, 

используемых в клинической диагностике, синтезированы на основе гадолиния 

(Luo et al., 2014; Bottrill et al., 2006; Kumar et al., 2015).  

На сегодняшний день в нескольких предклинических исследованиях in 

vivo продемонстрированы бимодальные агенты на основе гадолиния для МРТ и 

оптического имиджинга в ближнем инфракрасном диапазоне, где в роли 

флуоресцентного агента выступали органические красители (Nam et al., 2010; 

Harrison et al., 2015; Fei-Peng et al., 2016). Показано, что подобный подход 

позволяет достичь высокой чувствительности (флуоресцентный имиджинг) и 

превосходного пространственного разрешения (МРТ) изображений опухолевой 

ткани (Nam et al., 2010; Fei-Peng et al., 2016), а кроме того даёт возможность 

следить за биораспределением (флуоресцентный имиджинг) и выведением 

препарата из организма (МРТ) (Harrison et al., 2015).  

Фототоксические агенты с контрастными магниторезонансными и 

флуоресцентными свойствами представлены в ряде in vivo исследований, 
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посвящённых ФДТ опухолевых моделей с одновременной возможностью 

бимодальной визуализации. Однако большинство гибридных агентов имеют 

сложную структуру, которая обычно включает магнитное ядро, 

фотосенсибилизатор, полимерное покрытие, оптический компонент и, в 

дополнение, таргетные молекулы (Revia et al., 2016; Li et al., 2014), и их синтез 

весьма трудоёмок, затрачивает много времени и средств. Следовательно, 

развитие данной тенденции с применением многофункциональных агентов 

требует оптимизации структуры препарата и процесса синтеза.  

В Институте металлоорганической химии им. Г.А. Разуваева РАН были 

разработаны два инновационных агента GdPz1 и GdPz2 на основе катиона 

гадолиния (III) для возможности МРТ в соединении с красными 

флуоресцентными тетрапиррольными макроциклами – порфиразинами Pz1 и 

Pz2. 

Другим важным параметром в исследовании новых 

фотосенсибилизаторов является их фотовыгорание. Известно, что 

флуоресцентный сигнал фотосенсибилизатора в опухоли снижается 

непосредственно после облучения, что свидетельствует о фотовыгорании 

флуорофора и, соответственно, о протекании реакции фотосенсибилизации. 

Многим химическим фотосенсибилизаторам присущи сложные механизмы 

фотовыгорания в тканях, которые зависят от многих факторов, таких как 

концентрация фотосенсибилизатора, концентрация кислорода и световая доза 

(Huang et al., 2012; Vollet-Filho et al., 2009). Преимущественно выгорание 

связано с атакой молекул фотосенсибилизатора АФК (главным образом, 

синглетным кислородом 
1
О2), что сопровождается их фотохимической 

деструкцией и необратимой потерей флуоресценции (Jarvi et al., 2012; Dysart et 

al., 2005; Sheng et al., 2007; Anbil et al., 2012). С одной стороны, фотовыгорание 

снижает концентрацию фотоактивного фотосенсибилизатора в ходе облучения, 

но, с другой стороны, значительное выгорание указывает на интенсивную 

продукцию АФК и, следовательно, высокую эффективность фотодинамической 

реакции. 
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Дозиметрия на основе оценки фотовыгорания фотосенсибилизатора, 

которое детектируется путём измерения сигнала флуоресценции с помощью in 

vivo флуоресцентного имиджинга, представляет собой чрезвычайно удобный, 

простой и недорогой подход для контроля параметров облучения и оценки 

эффективности ФДТ. Для многих фотосенсибилизаторов проводили 

исследования взаимосвязи между фотовыгоранием фотосенсибилизатора и 

ответом на ФДТ, и некоторые работы демонстрируют корреляцию между ними. 

Так, в работе Vollet-Filho et al продемонстрирована взаимосвязь между 

выгоранием Фотогема в ходе ФДТ и глубиной некроза в печени крыс in vivo 

(Vollet-Filho et al., 2009). Кроме того, была обнаружена корреляция между 

интенсивностью флуоресценции Фотофрина in vivo в опухолевой модели с 

ответом на терапию (Wilson et al., 1997). В работе Sheng et al было показана 

взаимосвязь между кинетикой выгорания Протопорфирина IX, 

индуцированного введением 5-аминолевулиновой кислоты (5-АЛА), и 

возникновением отека вследствие ФДТ (Sheng et al., 2007). Кроме того, было 

установлено, что фотовыгорание Протопорфирина IX напрямую зависело от 

уровня кислорода и не происходило, когда кислорода становилось 

недостаточно. В исследовании Mallidi et al. была показана возможность 

предсказания клинического фототоксического ответа (эритемы) в результате 

ФДТ с использованием 5-АЛА с помощью дозиметрии на основе 

фотовыгорания (Mallidi et al., 2015). Ascencio et al. же показал, что in vivo 

оценка фотовыгорания Протопорфирина IX может использоваться для 

прогнозирования реакции опухоли на ФДТ с гексаминолевулинатом (Ascencio 

et al., 2008). 

Пример снижения интенсивности флуоресценции фотосенсибилизатора в 

ходе ФДТ вследствие фотовыгорания представлен на Рис. 5.  
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Рис. 5. Фотография (а) и in vivo флуоресцентные изображения опухоли на ухе до 

(b) и (с) непосредственно после ФДТ (c) у мыши после внутривеного введения 

фотосенсибилизатора Фотодитазина. Опухоль показана белой окружностью. 

Адаптировано из Sirotkina et al., 2017. 

 

Однако фотовыгорание не всегда даёт возможность предсказать 

эффективность ФДТ. Так, в работе Sirotkina et al. с использованием in vivo 

флуоресцентного имиджинга показана слабая корреляция между 

фотовыгоранием Фотодитазина и торможением роста опухолей (Sirotkina et al., 

2017). В работе же Rezzoug et al. на опухолевой модели у мышей показано, что 

фотодинамическая активность Фоксана зависела от плотности мощности 

облучения, в то время как его фотовыгорание оставалось неизменным (Rezzoug 

et al., 1998).  

Тем не менее, измерение фотовыгорания фотосенсибилизатора с 

помощью in vivo флуоресцентного имиджинга оказалось полезным в 

доклинических исследованиях, поскольку оно указывает, по крайней мере, на 

то, что произошла фотодинамическая реакция. Это помогает оценить 

фотодинамические свойства новых агентов и выбрать оптимальную световую 

дозу, необходимую для достижения максимального терапевтического эффекта. 

Известно, что химические фотосенсибилизаторы обладают рядом 

недостатков, таких как относительно медленное накопление в опухолевой 

ткани, гетерогенное распределение в опухоли, неспецифическое накопление в 
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коже и слизистых и, как следствие, кожная фоточувствительность. Появление 

нового класса фототоксичных флуоресцентных белков способствовало 

развитию принципиально новой концепции генетически-кодируемого 

фотосенсибилизатора с заданной внутриклеточной локализацией. На 

сегодняшний день описано всего несколько белков, обладающих 

фототоксичными свойствами.  

В 2006 г. в ИБХ РАН группой академика С.А. Лукьянова был создан 

первый в мире флуоресцентный фототоксичный белок KillerRed, 

представляющий собой GFP-подобный красный флуоресцентный белок, 

генерирующий АФК при облучении желтым светом (Рис. 6) (Bulina et al., 2006). 

Максимум его возбуждения находится на длине волны 585 нм, максимум 

эмиссии – на 610 нм. Квантовый выход флуоресценции KillerRed составляет 

0.25. Структурной основой его фототоксичности является заполненный 

молекулами воды канал, который идет от торцевого конца β-бочонка и 

достигает области хромофора, а также пóра в боковой стенке β-бочонка и 

наличие аминокислотных остатков Glu68 и Ser119 рядом с хромофором (Pletnev 

et al., 2009; Carpentier et al., 2009). Работает по первому механизму 

фотодинамической реакции. 

 

 

Рис. 6. Структура красного флуоресцентного фототоксичного белка KillerRed 

(Bulina et al., 2006; Pletnev et al., 2009; Carpentier et al., 2009). 
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Способность KillerRed подавлять митоз и инициировать гибель клеток 

под воздействием излучения была широко продемонстрирована в 

исследованиях in vitro на культурах бактериальных и опухолевых клеток 

(Bulina et al., 2006, Serebrovskaya et al., 2011, Waldeck et al., 2011). Более того, 

патоморфологические эффекты ФДТ с KillerRed в качестве первого 

генетически-кодируемого фотосенсибилизатора были продемонстрированы in 

vivo в опухолях HeLa у иммунодефицитных мышей. Установлено, что 

облучение опухолей, экспрессирующих KillerRed, приводит к снижению 

интенсивности флуоресцентного сигнала и значительному разрушению 

опухолевых клеток. Однако, чтобы добиться такого эффекта, использовался 

достаточно интенсивный режим облучения (150 мВт/см
2
, 270 Дж/см

2
, раз в 

сутки в течение 7-ми дней). Следовательно, дальнейшие in vivo исследования 

KillerRed в роли генетически-кодируемого фотосенсибилизатора для ФДТ 

опухолей требуют оптимизации режима облучения. Так, в работе Kuznetsova et 

al. in vitro на опухолевых сфероидах продемонтрирована бóльшая 

эффективность импульсного лазерного излучения по сравнению с 

непрерывным излучением при активации апоптоза (Kuznetsova et al., 2015). 

В 2015 году путём мутагенеза белка KillerRed был создан оранжевый 

флуоресцентный фототоксичный белок KillerOrange, несущий хромофор на 

основе триптофана, что является новым для фотосенсибилизаторов (Sarkisyan et 

al., 2015; Pletneva et al., 2015). 

В 2011 году в работе Shu et al. был впервые описан зелёный 

флавопротеин miniSOG (mini Singlet Oxygen Generator), продуцирующий 

синглетный кислород при облучении голубым светом. MiniSOG представляет 

собой белок фототропин 2, связывающийся с флавин-мононуклеотидом (ФМН), 

выступающим в роли хромофора, участвующего в переносе электрона на 

молекулярный кислород с генерацией синглетного кислорода (Shu et al., 2011). 

Изначально miniSOG был разработан как генетически-кодируемый 

высококонтрастный агент для электронной микроскопии. Позже miniSOG был 

успешно применён для индукции апоптоза и повреждений ДНК в опухолевых 
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клетках in vitro (Ryumina et al., 2013), хромофор-ассоциированной световой 

инактивации белков (Wojtovich et al., 2016), а также для фотоиндуцированной 

абляции клеток в исследованиях на культурах тканей (Shu et al., 2011) и червях 

Caenorhabditis elegans ( Qi et al., 2012; Xu et al., 2016). Наконец, miniSOG был 

использован в новом терапевтическом подходе в качестве 

иммунофотосенсибилизатора для прицельного уничтожения опухолевых 

клеток in vitro (Mironova et al., 2016; Souslova et al., 2016). Однако подходы к in 

vivo применению белка miniSOG в качестве фотосенсибилизатора на сегодня не 

развиты. Предварительные исследования по ФДТ опухолей HeLa (рак шейки 

матки человека), экспрессирующих белок miniSOG, у мышей при непрерывном 

режиме лазерного облучения не продемонстрировали терапевтического 

эффекта, несмотря на высокую фототоксичность в экспериментах на клеточной 

культуре (Ryumina et al., 2013).  

 

1.2.2. Флуоресцентные белки в качестве опухолевых антигенов 

Флуоресцентные белки семейства GFP широко используются в 

биомедицинских исследованиях в качестве генетически-кодируемых 

флуоресцентных маркеров опухолевых клеток для неинвазивного мониторинга 

роста опухоли у животных и оценки терапевтического эффекта в ходе 

эксперимента (Chudakov et al., 2010; Hoffman et al., 2005). GFP-подобные белки 

охватывают весь видимый спектр от синего до дальне-красного и представляют 

собой мощный инструмент для визуализации живых структур клеток (Hoffman 

et al., 2015). Раковые клетки могут быть легко трансфецированы in vitro геном, 

кодирующим флуоресцентный белок, с использованием современных 

трансгенных технологий. После трансплантации модифицированных 

опухолевых клеток экспериментальным животным, опухоли стабильно 

экспрессируют флуоресцентный белок в течение неопределенного периода 

времени, и появляется возможность визуализировать их с помощью in vivo 

флуоресцентного имиджинга. Основным преимуществом опухолевых моделей, 

экспрессирующих флуоресцентные белки, является то, что они не требуют 



31 

 

введения дополнительного контрастного агента (Hoffman et al., 2002; Kaijzel et 

al., 2007). 

Впервые белок GFP был использован для in vivo флуоресцентной 

визуализации опухоли у мышей на уровне целого организма в 2000 году в 

работе Yang et al. (Yang et al., 2000). Была разработана стабильная GFP-

экспрессирующая модель мышиной меланомы и колоректального рака 

человека, и продемонстрирована возможность флуоресцентной визуализации 

первичных опухолей и метастатических очагов параллельно с оценкой 

скорости роста опухолей в реальном времени. Впоследствии зелёные 

флуоресцентные белки GFP и EGFP широко применялись в доклинических 

исследованиях для in vivo мониторинга солидных опухолей (Yamaoka et al., 

2010; Castano et al., 2006; Hoffman et al., 2005) и метастазов (Hoffman et al., 

2014; Hoffman et al., 2002; Yamamoto et al., 2011) 

На сегодняшний день существует широкий ряд GFP-подобных белков, 

спектр флуоресценции которых в целом покрывает весь видимый диапазон. 

Тем не менее, для работы с биотканями наиболее предпочтительны белки с 

флуоресценцией в области ближнего и дальнего ИК, поскольку тканевая 

автофлуоресценция и поглощение света в этих диапазонах ниже, чем в сине-

зеленой области, и красный свет может проникать глубже в ткани (Chudakov et 

al., 2010; Luker et al., 2015). Глубина, с которой возможно детектировать сигнал 

флуоресценции, является важным фактором при визуализации опухоли. 

Благодаря этому дальнекрасные белки широко используются для 

неинвазивного флуоресцентного имиджинга глубоко расположенных опухолей 

у животных. На Рис. 7. Представлены примеры мониторинга роста опухоли и 

метастазов с помощью in vivo флуоресцентного имиджинга на уровне целого 

организма.  
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Рис. 7. (А) In vivo флуоресцентный имиджинг на уровне целого организма модели 

U87-GFP глиомы человека в головном мозге мыши nude спустя 1, 2 и 5 недель после 

хирургической ортотропической трансплантации. Адаптировано из Hoffman et al., 2006.  

(Б) In vivo флуоресцентный имиджинг первичного опухолевого очага и метастазов 

Mia-PaCa-2 рака поджелудочной железы человека, экспрессирующего красный 

флуоресцентный белок RFP, у мыши nude. Адаптировано из Katz et al., 2003. 

 

Продемонстрирована возможность in vivo визуализации глубоко 

залегающих опухолей и метастазов, экспрессирующих красные 

флуоресцентные белки tdTomato, iRFP, KillerRed и Turbo FP650 (Winnard et al., 

2006; Lai et al., 2016; Kleshnin et al., 2015; Meleshina et al., 2015). Кроме того, 

Bouvet et al. и Christensen et al. показали, что интенсивность флуоресценции 

опухолей, экспрессирующих красный флуоресцентный белок RFP либо E2-

Crimson соответственно, в значительной степени коррелирует с объемом и 

весом опухоли (Bouvet et al., 2005; Christensen et al., 2015). Также первичные 

опухолевые узлы и метастазы были визуализированы с высокой 
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чувствительностью с помощью in vivo флуоресцентного имиджинга на уровне 

целого организма благодаря экспрессии красных флуоресцентных белков RFP, 

Katushka и mCherry (Yu et al., 2009; Nunez-Cruz et al., 2010; Yamaoka et al., 

2010).  

In vivo исследования опухолевой прогрессии с использованием 

флуоресцентных белков чаще всего проводят на моделях рака человека у 

иммунодефицитных мышей. Однако известно, что зелёные флуоресцентные 

белки GFP и EGFP обладают иммуногенными свойствами, когда 

экспрессируются у иммунокомпетентных животных. Данное качество 

позволяет использовать их в качестве дополнительных опухолевых антигенов. 

Иммуногенность опухоли – это её способность индуцировать иммунный 

ответ организма, который может предотвращать её развитие, в конечном итоге 

приводя к подавлению её роста либо к полной регрессии. С понятием 

иммуногенности тесно связано понятие антигенности – потенциальной 

способности молекулы антигена распознаваться иммунной системой путём 

связывания с Т- и В-клеточными рецепторами. Опухолевые антигены можно 

подразделить на опухолеспецифические, присутствующие исключительно на 

трансформированных клетках и отсутствующие на нормальных клетках, и 

опухолеассоциированные, которые ассоциированы с опухолевыми клетками, но 

могут присутствовать в небольших количествах и на нормальных клетках. 

Иммуногенность конкретной опухоли, с одной стороны зависит от 

представленности опухолевых антигенов, а с другой, от способностей данной 

опухоли уклоняться от иммунологического надзора (Blankenstein et al., 2012; 

Барышников, 2003; Escors, 2014; Тюряева, 2008).  

 Существует широкий ряд механизмов, позволяющих опухоли ускользать 

из-под надзора иммунной системы (Töpfer et al., 2011). Во-первых, 

эффекторные Т-лимфоциты могут терять способность распознавать опухолевые 

клетки из-за слабой экспрессии, презентации или мутации опухолевых 

антигенов (Gajewski et al., 2013). Во-вторых, опухолевые клетки способны 

секретировать различные иммуносупрессорные факторы и цитокины, 
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подавляющие иммунный ответ организма: трансформирующий фактор роста β 

(TGF-β), интерлейкин-10 (IL-10), фактор роста сосудистого эндотелия (VEGF), 

интерферон гамма (IFN-γ), и некоторые другие (Zamarron et al., 2011). В-

третьих, опухолевые клетки более устойчивы к апоптозу вследствие 

избыточной экспрессии анти-апоптотических молекул или подавления и 

мутации про-апоптотических факторов (Hassan et al., 2014). Кроме того, в 

опухолевом микроокружении происходит аккумуляция клеток, обладающих 

имуносупрессорным действием, таких, как регуляторные Т-лимфоциты (Zou et 

al., 2006) и миелоидзависимые супрессорные клетки (MDSCs) (Katoh et al., 

2015). Наконец, в опухолевом микроокружении происходит продукция 

иммуносупрессорных метаболитов, таких как триптофан, аденозин, L-аргинин 

или лактат (Platten et al., 2006). 

Иммуногенность опухолей, как новообразований у пациентов, так и 

экспериментальных опухолевых моделей у животных, широко варьирует для 

различных типов рака (Fridman et al., 2012; Escors, 2014). Иммуногенность 

опухолей зависит от многих факторов. Наличие опухолеспецифических 

антигенов, которые могут стать мишенью для иммунотерапии, считается 

хорошим прогнозом, однако встречаются они редко. Чаще мишенью для 

лечения становятся более слабые опухолеассоциированные антигены. На 

представленность антигенов влияет природа происхождения опухолей – 

индуцированных физическими, химическими факторами или вирусом либо 

спонтанно возникших. Наличие того или иного механизма ускользания из-под 

иммунологического надзора является индивидуальной особенностью опухолей 

(Blankenstein et al., 2012; Барышников, 2003; Escors, 2014; Тюряева, 2008).  

Иммунотерапия рака ставит своей целью преодоление супрессии 

иммунологического надзора, распознавание опухолевых клеток иммунной 

системой организма, и, как следствие, подавление развития опухоли (Zhou et 

al., 2014; Raval et al., 2014; Недоспасов и др., 2007;  Яшин и др., 2014). В 

отличие от классических методов лечения злокачественных новообразований 

иммунотерапия направлена на восстановление способности иммунной системы 
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организма бороться с заболеванием, а не только на непосредственное удаление 

опухоли. 

Иммунотерапия рака подразделяется на активную и пассивную, 

специфическую и неспецифическую. Пассивная иммунотерапия не 

способствует формированию иммунологической памяти и основана пассивном 

введении в организм опухолеспецифичных моноклональных антител ( Scott et 

al., 2012) или активированных иммунных клеток (адаптивная клеточная 

терапия) (Li et al., 2013). Активная же иммунотерапия нацелена на активацию 

внутреннего иммунного ответа и обеспечивает формирование долговременной 

противоопухолевой активности. Она включает в себя применение 

специфических антигенных препаратов – вакцин (Schlom et al., 2012), и 

использование неспецифических препаратов – цитокинов, некоторых 

бактериальных продуктов, синтетических молекул и гормонов (Lee et al., 2011). 

Одним из перспективных агентов для иммунотерапии опухолей может 

выступать лиганд рецептора OX40 – OX40L, представляющий собой цитокин 

семейства факторов некроза опухоли (TNFSF4 от англ. Tumor necrosis factor 

ligand superfamily member 4; OX40 ligand) (Рис. 8). OX40L является 

мембранносвязанным белком, экпрессирующимся на активированных 

антигенпрезентирующих клетках, в частности, на дендритных клетках и, в 

меньшей степени, на В-лимфоцитах и макрофагах. Рецептор OX40 появляется 

на активированных Т-лимфоцитах после связывания Т-клеточного рецептора, и 

кроме того, экспрессируется на натуральных киллерах и нейтрофилах 

(Aspeslagh et al., 2016;  Webb et al., 2016).  

При связывании с агонистом рецептора на поверхности эффекторных Т-

клеток происходит костимуляция CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов, продукция ими 

цитокинов, в основном, Т-хелперами 1 и 2, формирование CD4+ и CD8+ клеток 

памяти, пролиферация клеток, предотвращение их индуцированного апоптоза и 

индукции FoxP3+ рецептора наивными CD4+ клетками. В ряде работ показано, 

что регрессия опухолей в ходе OX40/OX40L иммунотерапии достигается 

благодаря работе эффекторных Т-лимфоцитов (Kjaergaard, et al., 2000; 
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Weinberg, et al., 2011). В работах Redmond et al., Ruby et al. и Salek-Ardakan et al. 

установлено, что при взаимодействии OX40L с антиген-специфическими CD8+ 

Т-лимфоцитами происходит увеличение количества CD8+ Т-лимфоцитов и 

генерация большего числа долгоживущих клеток памяти, а также 

увеличивается экспрессия белка гранзима и усиливается цитолитическая 

функция CD8+ T-лимфоцитов через интерлейкин-2-зависимый механизм 

(Redmond et al., 2007; Ruby et al., 2007; Salek-Ardakani et al., 2007; Jensen et al., 

2010).  

Кроме того, рецептор OX40 экспрессируется на поверхности всех 

регуляторных Т-лимфоцитов у мышей и регуляторных FoxP3+ Т-лимфоцитов, 

выделенных из участков воспаления (например, опухолей), у человека. В ряде 

исследований продемонстрировано, что связывание агониста с рецептором на 

поверхности регуляторных Т-лимфоцитов приводит к подавлению 

супрессорной функции регуляторных Т-лимфоцитов и индукции их гибели. 

Однако в других исследованиях, напротив, обнаружено увеличение количества 

регуляторных Т-клеток, и предполагается, что анти-OX40 терапия может 

воздействовать на регуляторные Т-клетки, как увеличивая, так и снижая их 

число, в зависимости от условий (Ruby et al., 2009; Xiao et al., 2012). 

 

 

Рис. 8. Действие лиганда рецептора OX40 на эффекторные CD4+ и CD8+ и 

регуляторные FoxP3+ Т-лимфоциты (Aspeslagh et al., 2016; Webb et al., 2016; Weinberg, et al., 

2011). 
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В настоящее время активно проводятся доклинические исследования 

OX40/OX40L иммунотерапии, а также клинические испытания I/II фазы. 

Можно выделить несколько основных стратегий OX40/OX40L иммунотерапии: 

введение в организм агонистов рецептора OX40 (OX40L) – anti-OX40 

моноклональных антител (OX86) и OX40L, слитого с Fc-фрагментом 

иммуноглобулина, а также трансфекция опухолевых или дендритных клеток 

геном OX40L (Reuter et al., 2015; Dannull et al., 2005).  

In vivo исследования на широком ряде опухолевых моделей, включая 

колоректальный рак CT26, меланому В16, глиому GL261, фибросакому MCA 

20, лейкемию BM185, показали, что использование агонистов рецептора OX40 

усиливает противоопухолевый иммунитет, приводит к полной либо частичной 

регрессии опухолей, улучшает выживаемость экспериментальных животных и 

способствует формированию иммунологической памяти, которая проявляется в 

устойчивости к повторной прививке опухоли ( Linch et al., 2015; Aspeslagh et al., 

2016; Jensen et al., 2010). 

Трансфекция опухолевых клеток геном OX40L приводила к подавлению 

роста in vivo экспериментальных опухолевых моделей колоректального рака 

СT26, меланомы В16, глиобластомы GL261 и лимфомы EL4 (Andarini et al., 

2004; Kaneko et al., 2005; Shibahara et al., 2015; Gri et al.,2003). 

Перспективным направлением является комбинирование анти-OX40 

терапии с другими видами иммунотерапии, в частности, с применением 

цитокинов, вакцин, ингибиторов контрольных точек и адоптивной клеточной 

терапией, что позволит преодолеть супрессию микроокружения опухоли (Linch 

et al., 2015). 

В настоящее время существует несколько различных молекул – агонистов 

рецептора OX40, использующихся в клинических испытаниях с участием 

пациентов с метастазирующим раком: 9B12, IgG1, (anti-OX40); MEDI0562 (anti-

OX40); MEDI6469 (anti-OX40); MEDI6383 (OX40L-Fc); MOXR0916 (anti-

OX40); PF-04518600 (Aspeslagh et al., 2016).  
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Клинические испытания I фазы монотерапии (NCT01644968) с 

использованием 9B12, мышиного моноклонального антитела против OX40, 

несмотря на сильную биоактивность соединения, не продемонстрировали 

выраженного противоопухолевого ответа, однако испытания I/II фазы 

комбинированной иммунотерапии с антителами anti-PD1/PDL1 показали 

значительный иммуностимулирующий эффект с регрессией по крайней мере 

одного метастатического очага у 30% пациентов (меланома, рак почки, 

уретральный рак, рак предстательной железы и холангиокарцинома) (Curti et 

al.,2013). Ислледуются и другие комбинации anti-OX40 терапии с антителами 

против CTLA-4 и CD20, а также с химиотерапией с циклофосфаном и 

радиотерапией (Aspeslagh et al., 2016). 

Разработка новых способов иммунотерапии рака требует создания 

высокоиммуногенных опухолевых моделей. Некоторые экспериментальные 

опухолевые модели, такие как лимфомы RMA и EL-4, мастоцитома P815 и 

меланома E6B2, являются высокоиммуногенными (Hu et al., 1994; Chen et al., 

1994). Однако большинство экспериментальных опухолей обладают слабой 

иммуногенностью. Известно, что клеточная линия колоректального рака 

мышей CT26 слабоиммуногенна. Впервые в работе Fearon et al. не удалось 

продемонстрировать какой бы то ни было устойчивости к повторной привитым 

CT26 опухолям у мышей линии Balb/c, у которых ранее была удалена исходно 

привитая CT26 опухоль (Fearon et al., 1988).  

Повысить иммуногенность в экспериментальных условиях можно путём 

введения дополнительного антигена, в роли которых могут выступать вирусные 

белки, в частности гемагглютинин гриппа, и некоторые другие белки (β-

галактозидаза 24, мышиный B7-1/CD80 белок 25) (Wada et al., 2009; Hu et al., 

2007; Chen et al., 1994) 

Особый интерес представляют флуоресцентные генетически-кодируемые 

белки. Они дают уникальную возможность, с одной стороны, повысить 

иммуногенность опухолевой модели и, с другой стороны, проводить 

прижизненный мониторинг опухолевого роста и регрессии с помощью in vivo 
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флуоресцентного имиджинга (Stripecke et al., 1999; Castano et al., 2006). 

Иммуногенные свойства зелёных флуоресцентных белков GFP и EGFP были 

продемонстрированы на различных опухолевых моделях, включая лейкемию 

BM185 (Stripecke et al., 1994; Lustgarten et al., 2004), EL-4 мышиную Т-

клеточную и В-клеточную лимфомы (Donnou et al., 2011), карциному молочной 

железы 4T1 (Bosiljcic et al., 2011), фибросаркому RIF-1 (Castano et al., 2004), 

саркому CMS4 (Gambotto et al., 2000), λ -hu-MYC-лимфому (Gerbitz et al., 2012), 

колоректальную аденокарциному СТ26 (Steinbauer et al., 2003). 

Установлено, что способ введения опухолевых клеток оказывает 

существенное влияние на развитие иммунологического ответа против 

флуоресцентного белка (Ansari, et al., 2016). В работе Skelton et al. показано, 

внутривенное введение иммунокомпетентным мышам линии Balb/c опухолевых 

клеток BM185 приводило к развитию рака и, в конечном итоге, к гибели 

животных. В то же время введение опухолевых клеток, трансфецированных 

белком EGFP, не приводило к развитию лейкоза. Следует отметить, что 

введение опухолевых клеток BM185 иммунодефицитным мышам вызывало 

развитие заболевание и смерть вне зависимости от трансфекции клеток EGFP, 

что подтверждает роль иммунной системы в регрессии рака. При подкожном 

же введении опухолевых клеток независимо от опухолевой линии различий в 

выживаемости иммунокомпетентных животных не отмечалось (Skelton et al., 

2001).  

Развитие иммунного ответа и подавление формирования метастазов при 

внутривенном введении опухолевых клеток, экспрессирующих GFP или EGFP, 

было отмечено также в работах Steinbauer et al. и Bosiljcic, et al. (Steinbauer et 

al., 2003; Bosiljcic, et al. 2011). 

При подкожном введении опухолевых клеток иммуногенные свойства 

EGFP проявляются ярче у повторно привитых опухолей. В исследовании 

Castano et al. у всех животных после хирургического удаления опухоли RIF-1-

EGFP при повторной прививке опухоли RIF-1-EGFP новообразования росли 

гораздо медленнее (Castano et al., 2006). 
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Кроме того, линия экспериментальных животных также может влиять на 

проявление иммунного ответа. Так, обнаружено, что белок EGFP более 

иммуногенен у мышей линии Balb/c, нежели у мышей линии C57BL/6 (Skelton, 

2001). 

Между тем, красные и дальнекрасные флуоресцентные белки более 

предпочтительны для in vivo визуализации живых структур, так как в этом 

случае меньше поглощение света тканями и автофлуоресценция. Однако 

иммуногенные свойства их пока не изучены. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1. Объекты исследования 

Клеточные линии 

Клеточные линии колоректального рака мышей CТ26 (ATCC CRL-2638), 

стабильно экспресссирующего KillerRed (CT26-KR), EGFP (CТ26-EGFP) либо 

коэекспрессирующего EGFP и цитокин OX40Lexo (CT26-EGFP-OX40L) были 

созданы в Институте биоорганической химии им. М.М. Шемякина и Ю.А. 

Овчинникова РАН (ИБХ РАН) (Москва, Россия).  

Для культивирования клеток использовали среду DMEM, содержащую 

глутамин (1%), 10% телячьей сыворотки, пенициллин-стрептомицин (50 

мкг/мл). Культивирование осуществляли во флаконах (25 см
2
) в инкубаторе в 

атмосфере 5% СО2 при температуре 37°С и 85% влажности. Снятие клеток 

осуществляли при помощи раствора трипсин-ЭДТА (25%) в течение 10 минут. 

Субкультивирование проводили два–три раза в неделю по достижении 

монослоем конфлюентности 70%. 

 

Опухолевые модели 

Эксперименты проводились на 328 иммунокомпетентных мышах линии 

Balb/c весом 18-20 г, приобретенных в Научном центре биомедицинских 

технологий "Андреевка" (Москва, Россия). Животных содержали в условиях 

вивария с 12-часовым световым ритмом. 

Эксперименты проводились на мышах линии Balb/c весом 18-20 г. Для 

получения опухолевой модели мышам подкожно вводили опухолевые клетки в 

концентрации 2х10
5
, 5х10

5
 либо 1х10

6
 клеток в 100 мкл фосфатно-соляного 

буфера (PBS). Замер опухолей проводили 3 раза в неделю штангенциркулем и 

рассчитывали объём по формуле V=a*b*1/2b, где a длина, а b длина 

опухолевого узла. Коэффициент торможения роста опухолей на определённый 

день после терапии рассчитывали по формуле: ТРО = (1- ((VТ – VТ0)/ VТ0)/((VК – 

VК0)/ VК0)))*100%, где VТ0 и VТ – объём опухолей на первый день терапии и 
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искомый день после терапии соответственно, а VК0 и VК – объём опухолей в 

контрольной группе без лечения на те же сроки соответственно. Если ТРО=0% 

– нет торможения роста опухолей;  0-100% – опухоли растут медленнее, чем в 

контроле; >100% – опухоли уменьшаются в размере. 

Все эксперименты, выполняемые на животных, проводились согласно 

протоколам работы Этического Комитета Приволжского исследовательского 

медицинского университета (Нижний Новгород, Россия). 

 

2.2. Методы 

In vivo флуоресцентный имиджинг 

Флуоресцентный имиджинг животных с опухолью проводили с помощью 

установки для флуоресцентного молекулярного имиджинга IVIS-Spectrum 

(Caliper Life Sciences, США) (режим регистрации эпилюминесценции). 

Флуоресценцию порфиразиновых комплексов гадолиния возбуждали на длине 

волны 605/30 нм, регистрировали на 660/20 нм. Флуоресценцию KillerRed 

возбуждали на 570/30 нм, регистрировали на 620/20 нм; флуоресценцию EGFP 

возбуждали на 465/30 нм, регистрировали на 520/20 нм. Кроме того, при оценке 

фотовыгорания KillerRed в опухоли получали in vivo флуоресцентные 

изображения с помощью установки для эпилюминесцентного имиджинга (ИПФ 

РАН, Россия). При этом флуоресценцию KillerRed возбуждали на 585 нм, 

регистрировали на 685/80 нм. На время процедуры получения in vivo 

флуоресцентных изображений животных наркотизировали 2.5% изофлураном. 

В ходе мониторинга роста опухолей, экспрессирующих EGFP либо KillerRed, in 

vivo флуоресцентные изображения получали 2-3 раза в неделю. При 

количественном анализе в программе LivingImage (Caliper Life Sciences, США) 

определяли усреднённую по интересующей области либо интегральную 

интенсивность флуоресценции (фотон/сек/см
2
/стерадиан)(мкмВт/см

2
).  

 

Исследование биораспределения новых порфиразиновых  комплексов 

гадолиния 
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Два новых металлорганических комплекса на основе катиона гадолиния 

(III) в соединении с красными флуоресцентными тетрапиррольными 

макроциклами (порфиразинами) - GdPz1 (тетра-4-фтор-

фенилтетрацианопорфиразиновый комплекс гадолиния) и GdPz2 

(тетрафенилтетрацианопорфиразиновый комплекс гадолиния), - были 

синтезированы в лаборатории кремнийорганических соединений Института 

металлоорганической химии им. Г.А. Разуваева РАН (Нижний Новгород, 

Россия) (Рис. 9). B металлокомплексе GdPz1 в периферийное обрамление 

порфиразинового макроцикла введены пара-фторфенильные заместители, а в 

GdPz2 – арильные фрагменты. 

 

 

Рис. 9. Структура порфиразиновых металлокомплексов GdPz1 и GdPz2 на основе 

катиона гадолиния (III) с красными флуоресцентными тетрапиррольными макроциклами. 

 

Для оценки накопления новых комплексов в опухоли и нормальных 

тканях мышам с опухолью CT26 на 10-й день роста опухоли внутривенно в 

хвостовую вену вводили GdPz1 либо GdPz2 в дозе 12 мг/кг (0.01 ммоль/кг), 

растворённый в дистиллированной воде в концентрации 2.28 мг/мл, и получали 

in vivo флуоресцентные изображения животных спустя 15 мин, 1 ч, 2 ч, 3 ч, 4 ч, 

5 ч, 6 ч, 24 ч, 48 ч, 72 ч и 96 ч после введения препарата. Определяли 
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усредненную интенсивность флуоресценции по площади опухоли и зоне 

нормальных тканей на противоположном бедре, при этом из значений 

вычитали соответствующие базовые значения автофлуоресценции тканей в 

искомых зонах до введения препарата. Для каждой временной точки 

рассчитывалось значение контраста накопления препарата в опухоли по 

сравнению с нормальными тканями по формуле: (ИФопухоль – ИФнорма)/ (ИФопухоль 

+ ИФнорма), где ИФопухоль – интенсивность флуоресценции в зоне опухоли, а 

ИФнорма – интенсивность флуоресценции в зоне нормальных тканей. Детальный 

анализ биораспределения комплексов в опухоли и нормальных органах и 

тканях проводился с помощью еx vivo флуоресцентного имиджинга спустя 3 ч 

после введения комплекса. 

 

ФДТ опухолей с GdPz1 либо GdPz2  

Опухоли CT26, избирательно накопившие экзогенно введенный комплекс 

GdPz1 либо GdPz2 облучали однократно на 10-й день роста непрерывным 

лазером MGL-III-593 (CNI, Китай) (593 нм) с плотностью мощности 100 

мВт/см
2 

в течение 30 мин спустя 3 часа после введения комплекса. 

Фотовыгорание рассчитывали по формуле: (ИФдо – ИФпосле)/ ИФдо*100%, где 

ИФдо – усреднённая интенсивность флуоресценции по площади опухоли до 

облучения, а ИФпосле – интенсивность флуоресценции в опухоли 

непосредственно после облучения. Также оценивали скорость роста опухолей 

после ФДТ. 

 

Оценка in vivo экспрессии в опухоли и противоопухолевой активности 

OX40Lexo  

В ИБХ РАН (Москва, Россия) создан новый агент для иммунотерапии 

опухолей – цитокин OX40Lexo, секретирующийся во внеклеточную среду для 

лучшего привлечения эффекторных клеток к опухоли. Исследование проводили 

на особой флуоресцирующей опухолевой модели CT26, коэкспрессирующей 

OX40Lexo и зелёный флуоресцентный белок EGFP. В ходе исследования 
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проводили in vivo флуоресцентный имиджинг животных с опухолью, оценивали 

усреднённую и интегральную интенсивность флуоресценции опухолей, 

анализировали прививаемость и скорость роста CТ26, CТ26-EGFP и CТ26-

EGFP-OX40L первично и вторично привитых опухолей, выживаемость мышей 

методом Каплана-Мейера, а также спонтанную метастатическую активность в 

различных группах мышей. Подсчёт количества лёгочных метастазов 

проводили макроскопически, результаты верифицировались с помощью ex vivo 

флуоресцентного имиджинга лёгких непосредственно после извлечения. Кроме 

того, для подтверждения формирования иммунологической памяти проводили 

адоптивный перенос иммунитета с помощью суспензии клеток селезёнки. 

Селезёнки стерильно забирали непосредственно после умерщвления доноров, 

суспендировали, и полученную суспензию вводили интактным животным 

внутрибрюшинно в дозе 2x10
7
 клеток. Спустя три дня мышам-реципиентам 

подкожно вводили 2x10
5
 CT26-EGFP опухолевых клеток и проводили оценку 

прививаемости опухолей. 

 

Исследование иммуногенности красного флуоресцентного белка 

KillerRed  

В ходе работы оценивали прививаемость и скорость роста CT26 и CT26-

KR опухолей, а также интегральную интенсивность флуоресценции по 

площади CT26-KR опухоли. Кроме того, анализировали прививаемость и рост 

повторно привитых опухолей, для чего у мышей с CT26 либо с CT26-KR 

опухолью на 9-й день роста опухоли хирургически удалялись, и спустя 21 день 

животным в противоположное бедро прививались CT26 или CT26-KR опухоли 

в той же дозе. Оценивали усреднённую интенсивность флуоресценции 

повторно и исходно привитых CT26-KR опухолей. Для индукции метастазов в 

лёгких интактным мышам и мышам с ранее удалённой CT26-KR опухолью 

внутривенно в хвостовую вену вводили смесь по 5х10
4
 CT26 и CT26-KR клеток 

(1:1). Подсчёт количества лёгочных метастазов проводили макроскопически, 

результаты верифицировались с помощью ex vivo флуоресцентного имиджинга 
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лёгких непосредственно после извлечения. В ходе проведения 

иммуномодулирующей терапии опухоли CT26-KR животным на 5-й либо 7-й 

день роста опухоли внутрибрюшинно вводили циклофосфан в малой (50 мг/кг) 

либо терапевтической (150 мг/кг) дозе. Оценивали скорость роста опухолей и 

выживаемость мышей методом Каплана-Мейера, а также усреднённую 

интенсивность флуоресценции опухолей. 

Кроме того, для исходно привитых опухолей, экспрессирующих KillerRed 

либо EGFP, рассчитывали отношение сигнала флуоресценции в опухоли к 

сигналу автофлуоресценции окружающих нормальных тканей по формуле 

ИФопухоль/ИФнорма, где ИФопухоль – усредненная интенсивность флуоресценции по 

площади опухоли, а ИФнорма – усредненная интенсивность автофлуоресценции 

по зоне нормальных тканей на противоположном бедре животного. 

 

ФДТ KillerRed-экспрессирующих опухолей 

Для облучения опухолей, экспрессирующих KillerRed использовали 

непрерывный лазер MGL-III-593 (CNI, Китай) (593 нм) и импульсный лазер 

(LOTIS TII, Белоруссия) (584 нм, 10 Гц, 18 нс). Для оценки фотовыгорания 

белка KillerRed опухоли облучали с помощью непрерывного лазера при 

плотности мощности 110, 150, 260 или 320 мВт/см
2
 либо с помощью 

импульсного лазера при 225 мВт/см
2 

в течение интервала времени от 5 до 30 

мин. Температуру поверхности кожи опухолевого узла измеряли с 

использованием ИК-термографа (СЕМ-ThermoDiagnostics, CEMTechnology, 

Россия) до и после облучения. Получали in vivo флуоресцентные изображения 

мышей с опухолью до и после облучения. Фотовыгорание для каждой 

временной точки рассчитывали формуле: (ИФ0 – ИФN)/ ИФ0*100%, где ИФ0 – 

усреднённая интенсивность флуоресценции по площади опухоли до облучения, 

а ИФN – интенсивность флуоресценции в опухоли в искомой временной точке 

после облучения. Для проведения ФДТ с белком KillerRed опухоли облучали 

раз в день в течение трёх дней, начиная с 6-го дня роста опухоли, 30 мин при 

150 мВт/см
2
 и 270 Дж/см

2
 в непрерывном режиме либо 25 мин при 225 мВт/см

2 
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и 337 Дж/см
2
 в импульсном режиме. Спустя 24 ч после последнего сеанса 

облучения проводили патоморфологический анализ опухолевых узлов. Кроме 

того оценивали скорость роста опухолей после ФДТ. 

 

Патоморфологический анализ 

Для получения гистологических препаратов опухоли после ФДТ забирали 

спустя 24 часа после последнего сеанса облучения, фиксировали в 10% 

нейтральном формалине, по общепринятой методике изготавливали 

парафиновые срезы толщиной 4 мкм и окрашивали их гематоксилином и 

эозином. Подсчёт опухолевых клеток проводился в пяти произвольно 

выбранных полях размером 0.01 мм
2
 при 400кратном увеличении. 

 

Статистический анализ 

Статистически значимые отличия определяли в программе StatSoft 

STATISTICA 10 с помощью U-критерия Манна-Уитни, критерия Бонферрони 

либо точного теста Фишера, где необходимо. P≤0.05 считалось статистически 

значимым. Все данные представлены как среднее значение ± стандартное 

отклонение.  

  



48 

 

ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 

3.1 Исследование биораспределения двух новых порфиразиновых 

комплексов гадолиния и оценка эффективности ФДТ с использованием 

комплексов методом in vivo флуоресцентного имиджинга. 

3.1.1 Исследование динамики накопления двух новых порфиразиновых 

комплексов гадолиния в опухоли и нормальных тканях методом in vivo 

флуоресцентного имиджинга.  

Как потенциальные фотосенсибилизаторы в работе были исследованы два 

новых флуоресцирующих металлорганических комплекса – порфиразиновых 

комплекса гадолиния GdPz1 и GdPz2. Избирательность накопления новых 

комплексов GdPz1 и GdPz2 анализировали с помощью in vivo флуоресцентного 

имиджинга путём оценки соотношения интенсивности сигнала флуоресценции 

в опухоли к интенсивности сигнала в нормальных тканях, а также 

анализировали кинетику накопления комплексов в опухоли путём оценки 

интенсивности флуоресцентного сигнала в опухоли в динамике.  

Мониторинг накопления порфиразиновых комплексов гадолиния GdPz1 и 

GdPz2 в опухоли и в нормальных тканях проводился после внутривенного 

введения комплекса в дозе 12 мг/кг (0.01 ммоль/кг) мышам Balb/c с CT26 

опухолью. На Рис. 10А, 1Б представлены in vivo флуоресцентные изображения 

животных до (контроль) и после введения комплекса. Спустя 6 часов после 

инъекции GdPz1 или GdPz2 значительный флуоресцентный сигнал 

регистрировался во всём теле животного, что указывало на циркуляцию 

препарата в кровотоке, накопление в коже, в опухоли и в органах брюшной 

полости. Спустя 24 ч флуоресценция значительно снизилась в опухоли и в 

нормальных тканях, однако сигнал флуоресценции в зоне опухоли был выше и, 

спустя 96 ч после инъекции интенсивность флуоресценции упала до базового 

уровня (до введения), свидетельствуя о полном выведении комплекса из 

организма. 
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Рис. 10. In vivo флуоресцентные изображения мыши до и в различных временных 

точках после введения GdPz1 (А) либо GdPz2 (Б). (В) Количественный анализ усреднённой 

интенсивности флуоресценции в опухоли и зоне нормальных тканей после введения GdPz1 

или GdPz2 (из значений вычитали базовые значения автофлуоресценции тканей до введения 

препарата). Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (n=7). 

*Статистически значимые отличия между группами «Опухоль, GdPz1» и «Нормальные 

ткани, GdPz1», P≤0.03; #между группами «Опухоль, GdPz2» и «Нормальные ткани, GdPz2», 

P≤0.02. (U-критерий Манна-Уитни) (Г) Зависимость контраста опухоль/нормальные ткани от 

времени после введения GdPz1 либо GdPz2. Данные представлены как среднее ± стандартное 

отклонение (n=7). 



50 

 

 

В результате избирательного накопления комплексов в опухоли сигнал 

флуоресценции в данной области был значительно выше по сравнению с 

нормальными тканями. Установлено, что в случае GdPz1 флуоресцентный 

сигнал в опухоли достигал максимума спустя 3 часа после введения 

контрастного агента. Установлено, что в случае GdPz1 флуоресцентный сигнал 

в опухоли достигал максимума спустя 3 часа после введения контрастного 

агента. Интенсивность флуоресценции в зоне опухоли и нормальных тканей 

составила, соответственно, 6.6±0.8х10
8
 и 4.3±0.7х10

8
 

(фотон/сек/см
2
/стерадиан)(мкмВт/см

2
). В случае же GdPz2 максимум 

накопления наблюдался в период с 2 до 4 часов после введения агента. 

Интенсивность флуоресценции в зоне опухоли и нормальных тканей спустя 3 

часа после введения составила, соответственно, 8.3±0.4х10
8
 и 5.4±0.4х10

8
 

(фотон/сек/см
2
/стерадиан)(мкмВт/см

2
). 

Значение контраста опухоль/нормальные ткани для комплекса GdPz1 в 

максимуме накопления (3 ч после введения) составило 0.22, в случае же GdPz2 

в период максимального накопления (2-4 ч после введения) значение контраста 

колебалось в пределах от 0.2 до 0.22, достигая наибольшего значения спустя 3 

часа после введения препарата. Спустя 24 ч, 48 ч и 72 ч значение контраста для 

обоих комплексов было более высоким, нежели в первые часы после введения, 

достигая максимума спустя 48 ч после введения и составляя 0.28 для GdPz1 и 

0.3 для GdPz2.  

Таким образом, данные in vivo флуоресцентного имиджинга 

демонстрируют избирательное накопление новых порфиразиновых комплексов 

гадолиния в опухоли. Установлено, что спустя 3 ч после введения GdPz1 либо 

GdPz2 наблюдается наибольшая интенсивность сигнала флуоресценции 

комплекса в зоне опухоли в сочетании с контрастом опухоль/нормальные ткани 

0.22. 
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3.1.2. Детальный анализ биораспределения новых порфиразиновых 

комплексов гадолиния в опухоли и нормальных тканях животного методом ex 

vivo флуоресцентного имиджинга. 

Ex vivo флуоресцентный имиджинг позволяет оценить детальное 

биораспределение комплексов в органах и тканях животного. Установлено, что 

наибольший сигнал флуоресценции комплексов наблюдался в печени, в лёгких 

и в кишечнике, что связано с интенсивным кровоснабжением печени и лёгких, 

а также основным путём выведения препарата из организма животного через 

кишечник. Наименьший сигнал флуоресценции наблюдался в мышцах, почках, 

селезёнке, яичниках, сердце и лимфоузлах в случае GdPz1, и в мышцах, 

селезёнке, желудке, сердце и лимфоузлах в случае GdPz2 (Рис. 11).  

Обнаружено, что интенсивность флуоресцентного сигнала в опухолевых 

узлах, накопивших GdPz1 либо GdPz2, была статистически значимо выше 

(6.5±1.1х10
8 

и 8.9±1.6х10
8
 (фотон/сек/см

2
/стерадиан)(мкмВт/см

2
) 

соответственно), нежели в окружающих нормальных тканях – коже 

(3.1±1.2х10
8
 и 2.8±0.6х10

8
 соответственно) и мышцах (1.4±0.4х10

8
 и 2.5±0.4х10

8
 

соответственно), как результат избирательного накопления комплекса в 

опухоли. Соотношения интенсивности сигнала флуоресценции в опухолевом 

узле и в коже (опухоль/кожа) и в опухолевом узле и в мышце (опухоль/мышца) 

для GdPz1 составляли 2.1 и 4.5 соответственно, в случае же GdPz2 – 

соответственно 3.1 и 3.6.  
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Рис. 11. Ex vivo флуоресцентные изображения опухоли и внутренних органов мыши 

после введения GdPz1 (A) либо GdPz2 (Б) спустя 3 ч после инъекции. (В) Количественный 

анализ усреднённой интенсивности флуоресценции по площади опухолевого узла и 

внутренних органов (из значений вычитали базовые значения автофлуоресценции 

опухолевых узлов и органов у мышей без введения комплекса). Данные представлены как 

среднее ± стандартное отклонение (n=3). *Статистически значимое отличие между группами 

«Опухоль, GdPz1» и «Кожа, GdPz1», P=0.0372; # между группами «Опухоль, GdPz2» и 

«Кожа, GdPz2», P=0.0102; ** между группами «Опухоль, GdPz1» и «Мышца, GdPz1», 

P=0.00963; ##между группами «Опухоль, GdPz2» и «Мышца, GdPz2», P=0.0126 (U-критерий 

Манна-Уитни). 

 

Таким образом, данные ex vivo флуоресцентного имиджинга 

подтверждают избирательное накопление GdPz1 и GdPz2в опухолевом узле. 

 



53 

 

3.1.3. Исследование эффективности ФДТ опухолей с новыми 

порфиразиновыми комплексами гадолиния с использованием in vivo 

флуоресцентного имиджинга. 

В ходе исследования фототоксических свойств новых порфиразиновых 

комплексов проводили оценку фотовыгорания комплексов в опухоли после 

ФДТ, а также оценку скорости роста опухолей после ФДТ.  

Известно, что флуоресцентный сигнал фотосенсибилизатора в опухоли 

снижается непосредственно после облучения, что свидетельствует о 

фотовыгорании флуорофора. Данное явление сопровождает реакцию 

фотосенсибилизации, и с его помощью можно анализировать потенциальную 

эффективность ФДТ (Jarvi et al., 2012; Dysart et al., 2005).  

В случае ФДТ с GdPz1 не было выявлено статистически значимых 

отличий в интенсивности флуоресцентного сигнала до и после облучения. В то 

же время облучение опухолей после введения GdPz2 приводило к снижению 

интенсивности сигнала флуоресценции в зоне опухоли на 20% (P=0.034), что 

указывало на протекание реакции фотосенсибилизации (Рис. 12Б, 3В). 

 

 

Рис. 12. Фотовыгорание GdPz1 либо GdPz2 в опухоли. In vivo флуоресцентные 

изображения СТ26 опухоли после введения GdPz1 (A) или GdPz2 (Б) до и непосредственно 

после облучения. Опухоль показана белой окружностью. Количественный анализ 
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усреднённой интенсивности флуоресценции по площади опухоли после введения комплекса 

GdPz1 (В, Д) либо GdPz2 (Г, Е) до и после облучения (из значений вычитали базовые 

значения автофлуоресценции в опухоли до введения препарата). Данные представлены как 

среднее ± стандартное отклонение (n=7). *Статистически значимое отличие между группами 

«GdPz2, До облучения» и «GdPz2, После облучения», P=0.034. 

 

Кроме того, ФДТ CT26 опухолей с GdPz1 не оказывала влияния на рост 

опухолей, тогда как ФДТ с GdPz2 приводила к умеренному ингибированию 

роста опухолей, с наиболее выраженной разницей по сравнению с 

контрольными опухолями без воздействий на 21 день роста опухолей, 11 дней 

спустя после облучения (ТРО=36.4%) (Рис. 13).  

B металлокомплексе GdPz2 в периферийное обрамление 

порфиразинового макроцикла введены арильные фрагменты, отличающиеся по 

своей структуре от пара-фторфенильных заместителей, обрамляющих 

порфиразиновый макроцикл в GdPz1. Терапевтический эффект ФДТ с GdPz1 

предположительно обусловлен наличием n-донорного атома кислорода в 

арильных фрагментах, обрамляющих макроцикл, что имело своей целью 

попытку тонкой настройки взаимодействия потенциального препарата с 

биологическими молекулами клеточных компартментов. 
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Рис. 13. Влияние ФДТ с GdPz1 либо GdPz2 на рост CT26 опухолей у Balb/c мышей. 

ФДТ проводили на 10 день после инъекции опухолевых клеток (показано стрелкой). Данные 

представлены как среднее ± стандартное отклонение (n=7). *Статистически значимые 

отличия между группами «Контроль (без облучения)» и «ФДТ с GdPz2», P≤0.027 (U-

критерий Манна-Уитни). 

 

Таким образом, данные, полученные в ходе анализа фотовыгорания и 

скорости роста опухолей после ФДТ с новыми порфиразиновыми комплексами 

гадолиния, указывают на то, что комплекс GdPz2 обладает выраженными 

фототоксическими свойствами. 

 

3.2. Оценка прижизненной экспрессии в опухоли и 

противоопухолевой активности нового иммуностимулирующего цитокина 

OX40Lexo путём визуализации зелёного флуоресцентного белка EGFP, 

коэкспрессирующегося с OX40Lexo. 

В настоящей работе OX40Lexo, секретирующийся во внеклеточную 

среду, генетически закодирован в раковых клетках и коэкспрессируется с 

EGFP. С одной стороны, это позволяет с помощью флуоресцентного 

имиджинга прижизненно контролировать экспрессию OX40L и осуществлять 
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мониторинг опухолевого роста и регрессии. С другой стороны, известно, что 

EGFP обладает иммуногенными свойствами и может выступать в роли 

дополнительного опухолевого антигена. В данном исследовании молекула 

OX40Lexo не слита с Fc-фрагментом иммуноглобулина G1, как в остальных 

исследованиях, что даёт возможность изучить непосредственное влияние 

лиганда на опухолевые клетки без эффекта от иммуноглобулина. 

Обнаружено, что прививаемость СТ26-EGFP-OX40Lexo опухолей 

составляла 10% (1 из 10 мышей), в то время как прививаемость СТ26-EGFP 

опухолей либо немодифицированных СТ26 опухолей составляла 90% (9 из 10 

мышей) (Рис. 14). Причём, в группе «CT26-EGFP-OX40Lexo» у 8 мышей из 10 

начинали развиваться опухоли, однако 7 опухолей регрессировали к 12-28 дню 

после инъекции опухолевых клеток (Рис. 14В).  

 

 

Рис. 14. Динамика роста СТ26 (А), CT26-EGFP (Б) и CT26-EGFP-OX40Lexo (В) 

опухолей, подкожная инъекция 2х10
5
 опухолевых клеток мышам Balb/c (n=10). 

Прививаемость указана на графиках в скобках. 

 

Репрезентативные in vivo флуоресцентные изображения регрессирующей 

опухоли CT26-EGFP-OX40Lexo, а также развивающейся опухоли СТ26-EGFP, 

полученные в процессе мониторинга опухолевого роста, представлены на Рис. 

15. Наличие флуоресцентного сигнала от EGFP в опухолевом узле 

подтверждает экспрессию OX40Lexo опухолевыми клетками. 
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Рис. 15. In vivo флуоресцентные изображения мыши с развивающейся СТ26-EGFP (А) 

и регрессирующей СТ26-EGFP-OX40Lexo (Б) опухолью. Жёлтой окружностью показана 

опухоль. Срок после подкожной инъекции опухолевых клеток указан под изображениями. 

 

Продемонстрировано высокое соответствие интегральной интенсивности 

флуоресценции опухоли ее объему, рассчитанному на основе внешних 

размеров узла (коэффициент корреляции Пирсона составил 0.96) (Рис. 16). 

Вследствие этого, данные о внешних размерах опухоли могут быть 

верифицированы с помощью результатов in vivo флуоресцентного имиджинга. 
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Рис. 16. Корреляция интегральной интенсивности флуоресцентного сигнала по 

площади опухоли и объема опухоли, рассчитанного на основе внешних размеров 

опухолевого узла (R
2
 – коэффициент корреляции Пирсона). 

 

Процесс регрессии опухолей наиболее наглядно можно видеть на кривых 

Каплана-Мейера, где отображается процент мышей без опухоли (животные с 

неразвившейся либо регрессировавшей опухолью) от общего числа животных в 

экспериментальной группе (Рис. 17).  
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Рис. 17. Кривые Каплана-Мейера для мышей с СТ26, CT26-EGFP или CT26-EGFP-

OX40Lexo опухолью (подкожная инъекция 2х10
5
 опухолевых клеток). n=10. 

 

В ходе работы проводился анализ формирования спонтанных метастазов 

в лёгких у мышей с первичной CT26, CT26-EGFP либо CT26-EGFP-OX40Lexo 

опухолью. Лёгкие извлекали после выведения животного из эксперимента по 

достижении опухоли объёма 1500 мм
3
.  

 

Таблица 1. Наличие спонтанных метастазов в лёгких у мышей с CT26, CT26-EGFP 

либо CT26-EGFP-OX40Lexo опухолью (подкожная инъекция 2х10
5
 опухолевых клеток). 

 CT26 CT26-EGFP CT26- EGFP-OX40Lexo 

Количество 

животных с 

метастазами 

30% 

(3 из10) 

10% 

(1 из 10) 

0% 

(0 из 10) 
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Рис. 18. Ex vivo флуоресцентные изображения и фотографии лёгких мышей с 

первично привитой опухолью CT26-EGFP (A) или CT26-EGFP-OX40Lexo (Б). Спонтанные 

метастазы в лёгких показаны стрелками. 

 

Установлено, что ни у одной из 10-ти мышей с первично привитой 

опухолью CT26-EGFP-OX40Lexo не развивались метастазы в лёгких, тогда как 

у животных с CT26 либо CT26-EGFP опухолью формировались метастазы в 

лёгких (Таблица 1, Рис. 18).  

Обнаружено, что у мышей со сформировавшейся опухолью повторно 

привитые CT26-EGFP опухоли также развиваются, в то время как у всех мышей 

с регрессировавшей СТ26-EGFP-OX40Lexo опухолью повторно привитые 

CT26-EGFP опухоли не развивались, что указывает на формирование 

иммунологической памяти (Таблица 2). 

 

Таблица 2. Повторная прививаемость CT26-EGFP опухолей (подкожная инъекция 

5х10
5
 клеток) у мышей с ранее привитой опухолью. 

Исходная инъекция опухолевых клеток  
Повторная 

прививаемость 

СТ26-EGFP,  

2x10
5
 клеток 

мыши со сформировавшейся опухолью 3 (3), 100% 

мыши с регрессировавшей опухолью 1 (5), 20% 

СТ26-EGFP-OX40Lexo, 

2x10
5
 клеток 

мыши со сформировавшейся опухолью 1 (1), 100% 

мыши с регрессировавшей опухолью 0 (2), 0% 

СТ26-EGFP-OX40Lexo, 

5x10
5
 клеток 

мыши со сформировавшейся опухолью 3 (4), 75% 

мыши с регрессировавшей опухолью 0 (4), 0% 
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Кроме того, в качестве дополнительного доказательства формирования 

иммунологической памяти проводился адоптивный перенос иммунитета с 

помощью клеток селезёнки (Таблица 3). Обнаружено, что все мыши (20 из 20), 

получившие внутрибрюшинную инъекцию от доноров с регрессировавшей 

CT26-EGFP-OX40Lexo опухолью, демонстрировали устойчивость к развитию 

CT26-EGFP опухолей. В то же время прививаемость CT26-EGFP опухолей 

составила 47% (7 из 15) в случае адоптивного переноса от интактных мышей, и 

50% (5 из 10) либо 33% (2 из 6) в случае, когда донорами выступали мыши с 

CT26 или CT26-EGFP опухолью. 

 

Таблица 3. Прививаемость CT26-EGFP опухолей у мышей после адоптивного 

переноса иммунитета.  

Доноры клеток селезёнки 
Прививаемость CT26-EGFP опухоли 

(подкожная инъекция 2х10
5
 клеток) 

Интактные мыши 7 (15), 46.7% 

Мыши с СТ26 опухолью 5 (10), 50%, 

Мыши с СТ26-EGFP опухолью  2 (6), 33.3% 

Мыши с регрессировавшей 

СТ26-EGFP-OX40Lexo опухолью 
0 (20), 0%* 

 

*Статистически значимые отличия между группой «Мыши с регрессировавшей СТ26-

EGFP-OX40Lexo опухолью» и остальными группами, P=0.0462 (точный тест Фишера). 

 

Таким образом, показано, что экспрессия OX40Lexo опухолевыми 

клетками приводит к регрессии опухолей, а также к формированию 

иммунологической памяти. 
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3.3 Исследование иммуногенности красного флуоресцентного белка 

KillerRed в опухоли у мышей с использованием in vivo флуоресцентного 

имиджинга. 

В процессе исследования иммуногенных свойств нового красного 

флуоресцентного белка KillerRed, показано, что CT26-KR опухоли 

демонстрируют, в целом, более медленный рост, больший разброс в размерах 

опухолевых узлов на поздних этапах развития опухолей (Рис. 19) и более 

низкую прививаемость (85 против 100%) по сравнению с 

немодифицированными СТ26 опухолями (Таблица 4).  

 

 

Рис. 19. Динамика роста исходно привитых CT26 и CT26-KR опухолей у мышей 

Balb/c (подкожная инъекция 1x10
6
 клеток). Данные представлены как среднее значение ± 

стандартное отклонение (n = 7). *Статистически значимое отличие между CT26 и CT26-KR 

опухолями, Р=0.0451 (U-критерий Манна-Уитни). 

 

Таблица 4. Прививаемость CT26 и CT26-KR опухолей. 

  CT26 CT26-KR 

Исходная прививаемость при инъекции 1x10
6
 клеток 13(13), 100% 22(26), 85% 

Исходная прививаемость при инъекции 5x10
5
 клеток 21(21), 100% 22(25), 88% 

Повторная прививаемость при инъекции 5x10
5
 клеток 7(9), 78% 3(7), 43%* 



63 

 

мышам с ранее удалённой CT26-KR опухолью 

Повторная прививаемость при инъекции 5x10
5
 клеток 

мышам с ранее удалённой CT26 опухолью 
7(8), 87.5% 8(10), 80% 

 

*Статистически значимые отличия между группами «Исходная прививаемость при 

инъекции 5x10
5
 CT26-KR клеток» и «Повторная прививаемость при инъекции 5x10

5
 CT26-

KR клеток мышам с ранее удалённой CT26-KR опухолью». P=0.0239 (точный тест Фишера).  

 

Репрезентативные in vivo флуоресцентные изображения CT26-KR 

опухоли представлены на Рис. 20. Наличие флуоресцентного сигнала от 

KillerRed в опухолевом узле подтверждает экспрессию белка опухолевыми 

клетками в течение всего срока наблюдения. 

 

 

Рис. 20. In vivo флуоресцентные изображения мыши с CT26-KR опухолью (инъекция 

1x10
6
 клеток). Жёлтой окружностью показана опухоль. Срок после подкожной инъекции 

опухолевых клеток указан под изображениями. 

 

Продемонстрировано высокое соответствие интегральной интенсивности 

флуоресценции опухоли ее объему, рассчитанному на основе внешних 

размеров узла (коэффициент корреляции Пирсона составил 0.97) (Рис. 21). 

Вследствие этого, данные о внешних размерах опухоли могут быть 

верифицированы с помощью результатов in vivo флуоресцентного имиджинга.  
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Рис. 21. Корреляция интегральной интенсивности флуоресцентного сигнала по 

площади опухоли и объема опухоли, рассчитанного на основе внешних размеров 

опухолевого узла (R
2
 – коэффициент корреляции Пирсона). 

 

Обнаружено, что мыши с хирургически удалённой CT26-KR опухолью 

(подкожная инъекция 5x10
5
 опухолевых клеток) демонстрируют ингибирование 

роста повторно привитых CT26-KR опухолей (43% мышей) (Рис. 22) либо 

полную устойчивость к формированию опухолей (57% мышей) (Таблица 4). 

Исходная же прививаемость CT26-KR опухолей при такой же дозе клеток 

составляет 88% (22 из 25 мышей). Для сравнения, подкожная инъекция 5x10
5
 

немодифицированных CT26 опухолевых клеток мышам с ранее удалённой 

СТ26-KR опухолью не приводит к снижению прививаемости – прививаемость в 

таком случае составляет 78% (7 из 9 мышей). Также повторная инъекция CT26 

либо CT26-KR опухолевых клеток мышам с ранее удалённой 

немодифицированной CT26 опухолью приводит к формированию опухолей у 

87.5% либо 80% мышей соответственно. Другими словами, формирование 

устойчивости к развитию опухолей происходит только в случае, когда 

животным, ранее имевшим опухоль, экспрессирующую белок KillerRed, 

повторно прививают опухоль, также экспрессирующую KillerRed.  
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Рис. 22. Динамика роста исходно и повторно привитых CT26-KR опухолей у мышей 

Balb/c (подкожная инъекция 5x10
5
 клеток). Данные представлены как среднее значение ± 

стандартное отклонение (n = 7). *Статистически значимое отличие между CT26 и CT26-KR 

опухолями, Р=0.0451(U-критерий Манна-Уитни). 

 

In vivo флуоресцентные изображения и замеры опухолевых узлов 

проводили на 5-й, 7-й, 11-й, 15-й, 18-й и 22-й дни роста опухолей (Рис. 23А, 

15Б). На Рис. 13В представлены зависимости интенсивности флуоресценции 

исходно либо повторно привитых CT26-KR опухолей от среднего объема 

опухолей в группе. Обнаружено, что интенсивность флуоресценции повторно 

привитых CT26-KR опухолей была намного ниже, чем у исходно привитых 

CT26-KR опухолей соответствующего объема на поздней стадии роста. 

Предположительно, данное явление связано с уменьшением числа KillerRed-

экспрессирующих клеток в повторно привитых опухолях вследствие 

уничтожения их иммунной системой. 
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Рис. 23. In vivo флуоресцентные изображения мыши с исходно (А) либо повторно (Б) 

привитой CT26-KR опухолью. Жёлтой окружностью показана опухоль. Срок после 

подкожной инъекции опухолевых клеток указан под изображениями. (В) Зависимость 

усредненной интенсивности флуоресценции опухолей от объема опухолей. Данные 

представлены как среднее значение ± стандартное отклонение. *Статистически значимые 

отличия между группами «Исходно привитые CT26-KR опухоли, средний объём опухолей 

776.3±299.8 мм
3
» и «Повторно привитые CT26-KR опухоли 836.2±248.8 мм

3
», P=0.00113. 

 

Анализ формирования индуцированных CT26-KR метастазов в лёгких 

проводился у мышей с ранее удалённой CT26-KR опухолью, а также у 

интактных мышей, после внутривенного введения им смеси CT26 и CT26-KR 

опухолевых клеток (1:1). В ходе работы осуществлялась попытка in vivo 

флуоресцентной визуализации Killer-Red экспрессирующих метастазов в 

лёгких у мышей. На Рис. 24 представлены in vivo флуоресцентные изображения 
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мыши после внутривенного введения опухолевых клеток и контрольной мыши 

без введения опухолевых клеток. 

 

Рис. 24. In vivo флуоресцентный имиджинг мыши линии Balb/c спустя 21 день после 

внутривенного введения смеси CT26 и CT26-KR клеток (А) и контрольного животного без 

введения опухолевых клеток (Б). 

 

К сожалению, в области лёгких не было зарегистрировано никакого 

значительного флуоресцентного сигнала, и значения интенсивности 

флуоресценции в данной области у мышей после внутривенного введения 

опухолевых клеток не отличались от значений автофлуоресценции нормальных 

тканей в области лёгких у контрольных животных без введения опухолевых 

клеток. 

С использованием ex vivo флуоресцентного имиджинга установлено, что 

после внутривенной инъекции смеси CT26 и CT26-KR клеток у интактных 

мышей в лёгких формируются метастазы, содержащие оба типа клеток. В то же 

время в лёгких мышей с ранее удалённой CT26-KR опухолью не было 

зарегистрировано флуоресценции от KillerRed, и формировались метастазы, 
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содержащие только немодифицированные CT26 клетки. При этом количество 

метастазов было значительно меньше (Рис. 25). 

 

Рис. 25. Метастазы в лёгких после внутривенной инъекции смеси 5x10
4
 CT26 и 5x10

4 

CT26-KR клеток интактным мышам (A) и мышам с ранее удалённой CT26-KR опухолью (Б). 

Ex vivo флуоресцентные изображения и фотографии лёгких. Число метастазов указано на 

фото. 

 

Известно, что терапия с использованием малых доз противоопухолевых 

химиопрепаратов обладает иммуномодулирующим действием. Данный эффект 

был продемонстрирован для циклофосфана (Castano et al., 2008), винкристина, 

паклитаксела, налтрексона и некоторых других препаратов (Levine et al., 1996). 

В настоящей работе на иммуногенной опухолевой модели СТ26-KR была 

апробирована терапия с использованием малой дозы циклофосфана. Как и 

ожидалось, терапия с использованием циклофосфана приводила к 

ингибированию роста CT26-KR опухолей. На 22-й день роста опухолей 

коэффициент ТРО составил 69% и 54% при использовании малой (50 мг/кг) и 

терапевтической (150 мг/кг) дозы циклофосфана соответственно (Рис. 26).  
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Рис. 26. Оценка влияния малых доз циклофосфана на рост CT26-KR опухолей. (А) 

Динамика роста CT26-KR опухолей без воздействий, после терапии с использованием 

малой либо терапевтической дозы ЦФ. Данные представлены как среднее значение ± 

стандартное отклонение (n=7). *Статистически значимые отличия между группами 

«Контроль (без лечения)» и «Малая доза циклофосфана», P<0.0233; 
#
между группами «Без 

воздействий» и «Терапевтическая доза циклофосфана», P=0.0274 (U-критерий Манна-

Уитни). Между группами «Терапевтическая доза циклофосфана» и «Малая доза 

циклофосфана» статистически значимых отличий нет.  

 

В ходе работы проводился in vivo флуоресцентный имиджинг групп 

животных с лечением терапевтической или малой дозой циклофосфана либо 

без лечения (контроль) (Рис. 27А, 19Б, 19В). На Рис. 27Г представлены 

зависимости усреднённой интенсивности флуоресценции CT26-KR опухолей от 

среднего объема опухолей в группе на определённые дни роста. 
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Рис. 27. In vivo флуоресцентные изображения мыши с опухолью из группы «Контроль 

(без лечения)» (А), «Терапевтическая доза циклофосфана» (Б) либо «Малая доза 

циклофосфана» (В). Жёлтой окружностью показана опухоль. Срок после подкожной 

инъекции опухолевых клеток указан под изображениями. (Г) Зависимость усредненной 

интенсивности флуоресценции CT26-KR опухолей от среднего объема опухолей в ходе 

лечения циклофосфаном. Данные представлены как среднее значение ± стандартное 

отклонение (n=7). *Статистически значимая разница между группами «Малая доза 

циклофосфана, средний объем опухолей 461.4±96.2 мм
3
» и «Контроль (без лечения), средний 

объем опухолей 788.5±312.2 мм
3
 «; между группами «Малая доза циклофосфана, средний 

объем опухолей 461.4±96.2 мм
3
» и «Терапевтическая доза циклофосфана, средний объем 

опухолей 492.6±198.7 мм
3
», P≤0.001 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Установлено, что при объёме опухолей свыше 400 мм
3
 средняя 

интенсивность флуоресценции опухолей в группе «Малая доза циклофосфана» 

существенно ниже интенсивности флуоресценции опухолей в группах 

«Контроль (без лечения)» и «Терапевтическая доза циклофосфана» 

соответствующего объема. Поскольку использование малой дозы 

циклофосфана имеет иммуномодулирующее действие, снижение 

интенсивности сигнала флуоресценции предположительно также связано с 

уменьшением числа KillerRed-экспрессирующих клеток в опухолях вследствие 

уничтожения их иммунной системой. 

Более того, использование малой дозы циклофосфана приводило к 

улучшению показателей выживаемости мышей по сравнению терапевтической 

дозой либо отсутствием лечения (Рис. 28). Медиана выживаемости в группе с 

использованием малой дозы циклофосфана соответствует 29 дню роста 

опухолей. В то же время, в группе с использованием терапевтической дозой 

либо с отсутствием лечения выживаемость на 29-й день составляла 40% и 

14.3% соответственно. 

 

 

Рис. 28. Кривые выживаемости Каплана-Мейера (n=7). Животных выводили из 
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эксперимента по достижении опухоли объёма 1500 мм
3
. 

 

Таким образом, показаны иммуногенные свойства красного 

флуоресцентного белка KillerRed и возможность использования иммуногенной 

опухолевой модели СТ26-KR для проведения комбинированной 

противоопухолевой терапии. 

Известно, что для визуализации биологических объектов более 

предпочтительны белки с флуоресценцией в красной области спектра, 

поскольку автофлуоресценция тканей и поглощение света в этом диапазоне 

ниже. В ходе работы оценивали соотношения опухоль/автофлуоресценция 

нормальных тканей в случае визуализации опухолей, экспрессирующих 

красный флуоресцентный белок KillerRed, и сравнивали его с соотношением в 

случае визуализации опухолей, экспрессирующих зелёный флуоресцентный 

белок EGFP. На Рис. 29 представлены зависимости интенсивности 

флуоресценции и соотношения опухоль/автофлуоресценция нормальных 

тканей от среднего объёма опухолей.  
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Рис. 29. Зависимость усреднённой интенсивности флуоресценции в зоне опухоли, 

экспрессирующей EGFP (возбуждение 465/30 нм, прием 520/20 нм) (А) либо KillerRed 

(возбуждение 570/30 нм, прием 620/20 нм) (Б) и автофлуоресценции в зоне нормальных 

тканей от среднего объёма опухолей. (В) Зависимость соотношения 

опухоль/автофлуоресценция нормальных тканей от среднего объёма опухолей. Данные 

представлены как среднее значение ± стандартное отклонение (n = 7 и 10 соответственно). 

*Статистически значимое отличие между группами «KillerRed, средний объем опухолей 

115.7±51.2 мм
3
» и «EGFP, средний объем опухолей 138.2±64.5 мм

3
», Р=0.0437 (U-критерий 

Манна-Уитни). 

 

Несмотря на то, что интенсивность флуоресценции опухолей, 

экспрессирующих красный флуоресцентный белок KillerRed, ниже, чем 

опухолей, экспрессирующих зелёный белок EGFP, соответствующего размера, 

отношение сигнала опухоль/автофлуоресценция нормальных тканей выше в 
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случае визуализации животных с KillerRed-экспрессирующей опухолью. 

Данное явление связано с тем, что сигнал автофлуоресценции нормальных 

тканей при параметрах возбуждения и приема флуоресценции в случае 

KillerRed значительно ниже, чем в случае с зелёным белком EGFP. 

 

3.4. Изучение фототоксических свойств красного флуоресцентного 

белка KillerRed при воздействии непрерывного и импульсного лазерного 

излучения. 

Известно, что красный флуоресцентный белок KillerRed обладает 

выраженными фототоксическими свойствами, продемонстрированными на 

культурах раковых клеток и опухолевых моделях у иммунодефицитных 

мышей, и может выступать в качестве генетически-кодируемого 

фотосенсибилизатора для ФДТ опухолей. Однако, чтобы добиться 

выраженного терапевтического эффекта на опухолевой модели, использовался 

достаточно интенсивный режим облучения (150 мВт/см
2
, 270 Дж/см

2
, раз в 

сутки в течение 7-ми дней) (Shirmanova et al, 2013). Следовательно, дальнейшие 

in vivo исследования на опухолевых моделях у иммунокомпетентных мышей 

требуют оптимизации параметров облучения и подбора эффективного режима 

ФДТ опухолей. 

Для оптимизации режимов лазерного облучения оценивали 

фотовыгорание KillerRed и изменение температуры на поверхности опухоли 

при облучении мощностью 110, 150, 260 или 320 мВт/см
2
 для лазера с 

непрерывным излучением и 225 мВт/см
2
 для лазера с импульсным излучением. 

Известно, что явление фотовыгорания белка KillerRed сопровождает реакцию 

фотосенсибилизации, и с его помощью можно анализировать потенциальную 

эффективность ФДТ. Другим фактором, сопровождающим ФДТ, является 

изменение температуры опухоли вследствие облучения. Для того чтобы 

избежать влияния температурных эффектов на результаты ФДТ с KillerRed, 

было важно подобрать такие параметры лечения, чтобы достичь максимального 
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выгорания фотосенсибилизатора в опухоли при минимальном повышении 

температуры.  

 

 

Рис. 30. Фотовыгорание белка KillerRed в CT26-KR опухолях. In vivo флуоресцентные 

изображения CT26-KR опухолей при облучении непрерывным (А) либо импульсным (В) 

лазером. Над изображениями указано время облучения, слева указана плотность мощности 

излучения. Опухоль указана стрелкой. Количественная оценка снижения интенсивности 

флуоресценции белка в процессе облучения опухолей непрерывным (Б) либо импульсным 

(Г) лазером. Данные представлены как среднее значение ± стандартное отклонение (n=7). 

 

Установлено, облучение опухолей непрерывным лазером с плотностью 

мощности 260 либо 320 мВт/см
2
 позволяет добиться снижения интенсивности 

флуоресценции KillerRed до 60% при увеличением времени облучения до 30 
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мин (Рис. 30). Однако из-за значительного повышения температуры на 

поверхности опухоли данные плотности мощности исключены из дальнейшего 

рассмотрения (Таблица 5). При 110 мВт/см
2
 температурных эффектов 

обнаружено не было, однако степень выгорания белка довольно низкая (~25%), 

что, скорее всего, недостаточно для разрушения опухолевых клеток. Облучение 

же 150 мВт/см
2
 позволяет достичь до ~40% фотовыгорания KillerRed, и 

существенного нагрева не наблюдалось. Максимум выгорания KillerRed при 

облучении импульсным лазером составляет также 60%, однако достигается при 

меньших значениях дозы облучения (225 мВт/см
2
, 25 мин) без повышения 

температуры на поверхности опухоли.  

 

Таблица 5. Температура на поверхности CT26-КR опухоли после лазерного 

воздействия. Температура опухоли до облучения составляла 31.7 ± 1.3°С. 

Режим 110 мВт/см
2
, 

непрерывный 

режим 

150 мВт/см
2
, 

непрерывный 

режим 

260 мВт/см
2
, 

непрерывный 

режим 

320 мВт/см
2
, 

непрерывный 

режим 

225 мВт/см
2
, 

импульсный 

режим 

t, °C 31.4±0.9 35.1±0.9 36.9±0.2 39.5±1.2 30.7±0.5 

Δt, °C 0 2.1±0.9 6.0±0.3 7.3±0.8 0 

 

На основе данных о флуоресценции опухолей и температуре на 

поверхности опухолевых узлов после облучения, были отобраны два режима 

для ФДТ: 270 Дж/см
2
 (150 мВт/см

2
, 30 мин) для лазера с непрерывным 

излучением и 337 Дж/см
2
 (225 мВт/см

2
, 25 мин) для лазера с импульсным 

излучением. 

Для проведения ФДТ опухоли облучали раз в день в течение 3-х дней, 

начиная с 6-го дня роста. Интенсивность флуоресценции опухолей измеряли до 

и непосредственно после каждого сеанса облучения (Рис. 21). 
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Рис. 31. Количественная оценка снижения интенсивности флуоресценции белка в 

ходе ФДТ до и после облучения опухолей непрерывным (А) либо импульсным (Б) лазером. 

Данные представлены как среднее значение ± стандартное отклонение, (n=7). 

 

ФДТ опухолей, экспрессирующих KillerRed, в непрерывном режиме 

излучения не вызвала каких-либо дистрофических изменений в опухоли (Рис. 

32). Опухолевая ткань в данном случае имела плотную структуру и состояла из 

полиморфных клеток различных размеров с большими ядрами круглой или 

овальной формы, содержащими диффузно распределенный хроматин и 1-2 

ядрышка. Цитоплазма слабой базофильной окраски образовывала тонкое 

кольцо вокруг ядра. Структура CT26-KR опухолей, облученных в непрерывном 

режиме, в целом, идентична структуре необлучённых образцов, а также 

структуре CT26 опухолей, не содержащих белок KillerRed, подвергшихся или 

не подвергшихся облучению. 
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Рис. 32. Гистологические изображения (H&E) CT26 (А) и CT26-KR (Б) опухолей 

спустя 24 часа после ФДТ. Дистрофические изменения в клетках: 1 – укрупнённые 

гиперхромные ядра, 2 –конденсация хроматина, 3 – вакуолизация цитоплазмы, 4 – 

признаки апоптоза (показано стрелками). 

 

Облучение CT26-KR опухолей в импульсном режиме, напротив, 

приводило к выраженным дистрофическим изменениям в опухолевых клетках. 

Отклонения в структуре клеток включали вакуолизацию цитоплазмы, 

укрупнённые вследствие отёка либо неправильной формы гиперхромные ядра и 

конденсацию хроматина. Количественный анализ образцов показал, что 

процент дистрофически изменённых клеток увеличился с 17.6% в группе с 

необлученными CT26-KR опухолями до 62.8% после ФДТ CT26-KR опухолей в 

импульсном режиме (Таблица 6). Причём наибольший вклад в клеточные 

изменения вносят укрупнения ядер и вакуолизация цитоплазмы. 

Соответственно, доля неизмененных типичных клеток опухоли, подсчитанная 

отдельно, снизилась с 82.4% до 37.2%. 

Кроме того, наблюдалось значительное снижение процента клеток с 

признаками митоза (0.2% против 8.5% в группе «CT26-KR, без облучения «), а 

также увеличение количества клеток с признаками апоптоза (8.4% против 0.9% 
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в группе «CT26-KR, без облучения «). Также, общее число клеток в поле зрения 

было меньше по сравнению с другими группами вследствие того, что клетки 

CT26-KR опухолей после импульсного облучения были сильно увеличены в 

размерах, иногда вплоть до разрыва клеточной оболочки. 

 

Таблица 6. Количественная оценка клеточных нарушений, 

индуцированных ФДТ с KillerRed в опухолях. 

Клетки CT26-KR CT26 

Непрерывны

й режим 

Импульсн

ый режим 

Без 

облучения 

Непрерывны

й режим 

Импульсный 

режим 

Без 

облучения 

Типичные 

опухолевые, % 

79.9±2.4 37.2±2.2* 82.4±0.7 
80.0±4.8

#

 
80.5±0.8 83.8±1.0 

С признаками 

митоза, % 

6.9±1.8 0.2±0.1* 8.5±1.6 7.1±2.2 10.1±0.3 9.3 ±1.4 

Дистрофически 

измененные, % 

20.1±2.4 62.8±2.2* 17.6±0.7 
20.0±4.8

#

 
19.5±0.8 16.2±1.0 

С 

гиперхромным

и 

укрупнёнными 

ядрами, % 

13.5±1.4 35.8±2.3* 10.6±2.6 11.5±3.1 12.6±0.9 10.9±1.3 

С 

вакуолизацией 

цитоплазмы, % 

12.9±3.4 30.8±1.0* 10.9±1.1 10.7±3.5 10.8±0.9 10.4±1.8 

С конденсацией 

хроматина, % 

2.0±0.8 7.0±0.6** 1.4±0.9 
5.8±3.6

#

 
2.1±1.2 1.1±0.9 

С признаками 

апоптоза, % 

0.9±0.1 8.4±1.8* 0.2±0.1 0.9±0.3 0.2±0.1 0.3±0.1 

Общее число 

клеток в поле 

зрения 

145.5±11.4 125.1±10.9*

* 

137.6±13.2
#

 137.9±12.6 144.2±8.6 147.9±10.1 

Данные представлены как среднее значение ± стандартное отклонение. Подсчёт 

клеток проводился в пяти произвольно выбранных полях зрения для каждой опухоли. 

Статистически значимые отличия между группами определялись в программе STATISTICA 

с помощью критерия Бонферрони (one-way ANOVA), где Р≤0.05 считалось значимым. 

*, P ≤ 0.01, по сравнению со всеми остальными группами.  
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**, P ≤ 0.03, по сравнению с группами «CT26-KR, непрерывный режим» и «CT26-KR, 

без облучения».  

#, P ≤ 0.01, по сравнению с группой «CT26, без облучения». 

 

ФДТ с KillerRed в непрерывном режиме не имела заметного влияния на 

опухолевые клетки. Небольшое увеличение в количестве изменённых клеток (с 

17.6% до 20.1%) сходно с состоянием в группе «CT26, непрерывный режим» и 

может быть обусловлено термическими эффектами либо фотоактивацией 

эндогенных хромофоров. 

Анализ динамики роста CT26-KR опухолей показал, что ФДТ опухолей в 

импульсном режиме способствует ингибированию роста опухолей у мышей 

(Рис. 33). Облучение CT26-KR опухолей непрерывным лазером, напротив, не 

оказывает никакого влияния на скорость роста опухолей. Наблюдалась 

статистически значимая разница в среднем размере соответствующих 

опухолевых узлов на 16-й день роста опухолей. Тем не менее, ни в одном из 

случаев не наблюдалось полного излечения животных. 

 

Рис. 33. Влияние ФДТ на рост CT26-KR опухолей у мышей линии Balb/c. ФДТ 

проводили на 6, 7 и 8-й дни после инъекции опухолевых клеток (показано стрелками). 

Опухоли облучали при 260 Дж/см
2
 (150 мВт/см

2
, 30 мин) в непрерывном режиме либо при 

337 Дж/см
2
 (225 мВт/см

2
, 25 мин) в импульсном режиме. Данные представлены как 
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среднее значение ± стандартное отклонение (n = 7). *Статистически значимое отличие по 

сравнению с контрольной группой «CT26-KR, контроль (без облучения)», Р ≤ 0.01. 

 

Таким образом, впервые проведено сравнительное исследование 

фототоксических свойств генетически-кодируемого фотосенсибилизатора 

KillerRed в опухоли у мышей при воздействии непрерывного и импульсного 

лазерного излучения и подобран эффективный режим ФДТ с KillerRed 

опухолей у иммунокомпетентных мышей с использованием импульсного 

излучения. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

В настоящей работе впервые проведено in vivo исследование новых 

агентов для иммунотерапии рака и фотосенсибилизаторов для ФДТ опухолей 

методом флуоресцентного имиджинга на уровне целого организма. 

Проведено исследование биораспределения двух инновационных 

порфиразиновых комплексов гадолиния GdPz1 и GdPz2, обладающих 

флуоресцентными и магниторезонансными свойствами. На основании данных 

об интенсивности флуоресценции комплексов в опухоли и нормальных тканях 

показано, что GdPz1 и GdPz2 избирательно накапливаются в опухоли. 

Порфиразиновые комплексы гадолиния позволяют осуществлять оценку 

эффективности ФДТ на основании данных об их фотовыгорании в опухоли в 

ходе облучения и торможении роста опухолей после ФДТ. 

Продемонстрировано, что комплекс GdPz2, в периферийное обрамление 

порфиразинового макроцикла которого введены арильные фрагменты с n-

донорным атомом кислорода, обладает выраженными фототоксическими 

свойствами и может быть использован в качестве фотосенсибилизатора для 

ФДТ опухолей. Использование нового порфиразинового металлокомплекса  

GdPz2 представляет собой перспективный подход для ФДТ опухолей с 

возможностью мониторинга терапии в реальном времени с помощью 

флуоресцентной визуализации в сочетании с точной диагностикой опухоли 

методом МРТ. Для повышения эффективности ФДТ с GdPz2 возможно 

модифицировать режим облучения, в частности проводить облучение опухоли 

спустя более короткое время после введения агента для нацеливания на 

сосудистую сеть опухоли. 

Проведена оценка прижизненной экспрессии в опухоли и 

противоопухолевой активности  нового иммуностимулирующего цитокина 

OX40Lexo, секретирующегося во внеклеточную среду,  путём визуализации 

зелёного флуоресцентного белка EGFP, коэкспрессирующегося с OX40Lexo. В 

настоящей работе молекула OX40Lexo не слита с Fc-фрагментом 
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иммуноглобулина G1, как в остальных исследованиях, что даёт возможность 

изучить непосредственное влияние лиганда на опухолевые клетки без эффекта 

от иммуноглобулина. Наличие флуоресцентного сигнала от EGFP в опухоли 

подтверждает экспрессию OX40Lexo на протяжении всего эксперимента. 

Установлено, что экспрессия OX40Lexo приводит к регрессии опухолей и 

развитию иммунологической памяти. Таким образом, OX40Lexo представляет 

собой эффективный агент для иммунотерапии рака, и дальнейшее его 

использование требует развития способов доставки агента в опухоль. 

С использованием in vivo флуоресцентного имиджинга 

продемонстрирована иммуногенность красного флуоресцентного белка 

KillerRed в опухоли у мышей, выражающаяся в снижении прививаемости и 

замедленном росте СТ26-KR опухолей по сравнению с СТ26 опухолями, в 

устойчивости к формированию повторно привитых СТ26-KR опухолей и 

метастазов у мышей с ранее удалённой СТ26-KR опухолью и в снижении 

интенсивности флуоресценции повторно привитых опухолей СТ26-KR. Также 

показано снижение интенсивности флуоресценции и торможение роста СТ26-

KR опухолей после иммуномодулирующей терапии с применением 

циклофосфана. Высокоиммуногенная флуоресцирующая опухолевая модель, 

экспрессирующая  красный флуоресцентный белок KillerRed может быть 

использована для изучения механизмов иммунного ответа организма против 

опухоли и для тестирования новых комбинированных терапевтических 

подходов в сочетании с возможностью прижизненного флуоресцентного 

имиджинга на уровне целого организма. 

Изучены фототоксические свойства красного флуоресцентного белка 

KillerRed при воздействии непрерывного и импульсного лазерного излучения. 

С использованием in vivo флуоресцентного имиджинга установлено, что 

Импульсный режим облучения KillerRed-экспрессирующих опухолей у мышей 

способствует достижению максимума фотовыгорания при меньшей световой 

дозе и отсутствии температурных эффектов,  вызывает индукцию выраженных 
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дистрофических изменений в опухолевых клетках и ингибирование роста 

опухолей после ФДТ. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Методом in vivo флуоресцентного имиджинга показано, что 

порфиразиновые комплексы гадолиния GdPz1 и GdPz2 избирательно 

накапливаются в опухоли. В случае GdPz1 максимальная интенсивность 

сигнала флуоресценции комплекса в зоне опухоли в сочетании с контрастом 

опухоль/нормальные ткани 0.22 наблюдается спустя 3 ч после внутривенного 

введения комплекса, в случае GdPz2 – в период с 2 до 4 ч после введения.  

2. Установлено, что комплекс GdPz2 проявляет выраженные 

фототоксические свойства, отражающиеся в снижении интенсивности 

флуоресценции комплекса в опухоли после облучения на 20% и торможении 

роста опухолей после ФДТ – ТРО=36.4% на 21 день роста опухолей. 

3. Показана возможность прижизненной визуализации экспрессии нового 

иммуностимулирующего цитокина OX40Lexo в модельной опухоли, 

коэкспрессирующей EGFP и OX40Lexo. Установлено, что экспрессия 

OX40Lexo в опухоли приводит к регрессии 90% опухолей и развитию 

иммунологической памяти. 

4. С помощью in vivo флуоресцентного имиджинга продемонстрирована 

иммуногенность красного флуоресцентного белка KillerRed, выражающаяся в 

снижении прививаемости и замедленном росте СТ26-KR опухолей по 

сравнению с СТ26 опухолями, в устойчивости к формированию повторно 

привитых СТ26-KR опухолей и метастазов у мышей с ранее удалённой СТ26-

KR опухолью и в снижении интенсивности флуоресценции повторно привитых 

опухолей СТ26-KR, а также  показано снижение интенсивности флуоресценции 

и торможение роста СТ26-KR опухолей – ТРО=69% на 22 день роста опухолей, 

после иммуномодулирующей терапии с применением циклофосфана. 

5. Установлено, что импульсный режим облучения опухолей 

способствует достижению максимума фотовыгорания KillerRed на 60% при 

меньшей световой дозе и отсутствии температурных эффектов по сравнению с 

непрерывным режимом. Показано увеличение процента дистрофически 
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изменённых клеток до 62.8% против 17.6% в группе с необлученными CT26-

KR опухолями  и ингибирование роста опухолей – ТРО=62.4% на 16 день роста 

опухолей,  в результате ФДТ в импульсном режиме (584 нм, 10 Гц, 18 нс, 25 

мин, 225 мВт/см
2
, 337 Дж/см

2
, раз в сутки в течение 3-х дней).  
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