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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

1
ФС* – возбужденное синглетное состояние фотосенсибилизатора, 

3
ФС* – возбужденное триплетное состояние фотосенсибилизатора, 

АТФ – аденозинтрифосфат, 

АФК – активные формы кислорода, 

ДК – дендритные клетки, 

ДМСО – диметилсульфоксид,  

ЛПНП – липопротеин низкой плотности, 

СОД – супероксиддисмутаза, 

ФДТ – фотодинамическая терапия, 

ФС – фотосенсибилизатор, 

ЭПР – эндоплазматический ретикулум, 

APAF1 – апоптотический активирующий пептидазу фактор 1 (от англ. 

Apoptotic protease activating factor 1), 

BAK – гомологичный BCL2 антагонист/киллер (от англ. Bcl-2 homologous 

antagonist/killer), 

BAX – BCL2-ассоциированный белок Х (от англ. Bcl-2-associated X protein), 

BCL2 – белок В-клеточной лимфомы 2 (от англ. B cell lymphoma 2), 

BID – агонист смерти домена, взаимодействующего с BH3 (от англ. BH3 

interacting-domain death agonist), 

BIM – BCL2-подобный белок 11 (от англ. Bcl-2-like protein 11), 

CASP – каспаза, 

CD – кластеры дифференцировки (от англ. Cluster of differentiation), 

cyt c – цитохром с (от англ. cytochrome c), 

DAMP – молекулярные структуры, связанные с повреждением (от англ. 

Damage-associated molecular pattern), 

DFO – дефероксамин (от англ. deferoxamine), 
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DIABLO/SMAC – белок, связывающий с клеточными ингибиторами белков 

апоптоза (от англ. direct IAP binding protein with low pI, or Second 

mitochondria-derived activator of caspases), 

FRET – Фѐрстеровский резонансный перенос энергии (от англ. Förster 

resonance energy transfer), 

GPX4 – глутатионпероксидаза 4 (от англ. Glutathione peroxidase 4), 

GSH – глутатион (от англ. glutathione), 

HpD – производное гематопорфирина (от англ. Hematoporphyrin derivative), 

HPPH – 2-(1-гексилоксиэтил)-2-девинилпирофеофорбид (от англ. 2-(1-

hexyloxyethyl)-2-devinyl pyropheophorbide),  

HSP – белки теплового шока (от англ. Heat shock protein), 

IAP – клеточный ингибитор белков апоптоза (от англ. Inhibitors of apoptosis 

proteins), 

IC50 – полумаксимальная ингибирующая концентрация,  

ICD – иммуногенная гибель клеток (от англ. Immunogenic cell death), 

IFN – интерферон (от англ. Interferon), 

IL – интерлейкин (от англ. Interleukin), 

MLKL – киназный домен смешанной линии, подобный псевдокиназе (от 

англ. Mixed lineage kinase domain-like protein), 

MOMP – повышенная проницаемость внешней мембраны митохондрий (от 

англ. Mitochondrial outer membrane permeabilization), 

Nrf2 – ядерный фактор 2 (от англ. Nuclear factor 2), 

NPe6 – N-аспартилхлорин е6, 

Omi/HtrA2 – фактор потребности в высокой температуре A2 (от англ. High 

temperature requirement factor A2), 

OMM – наружная митохондриальная мембрана (от англ. Outer mitochondrial 

membrane), 

PARP1 – поли(АДФ-рибоза) полимераза 1 (от англ. Poly [ADP-ribose] 

polymerase 1), 

PBS – фосфатно-солевой буфер (от англ. Phosphate-buffered saline), 
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PI – йодид пропидиума (от англ. Propidium iodide), 

pMLKL – фосфорилированный белок MLKL, 

PRR – рецепторы распознавания патогенов (от англ. Pathogen recognition 

receptors), 

PUFA – полиненасыщенные жирные кислоты (от англ. Polyunsaturated fatty 

acids), 

Pz –порфиразин, 

RCD – регулируемая гибель клеток (от англ. Regulated cell death), 

RIPK – рецептор-взаимодействующая протеинкиназа (от англ. Receptor-

interacting protein kinase), 

SDS – додецилсульфат натрия (от англ. sodium dodecyl sulfate), 

t-BID – усеченная форма белка BID, 

TLR – толл-подобный рецептор (от англ. Toll-like receptor), 

TNFR1 – рецептор фактора некроза опухолей 1 (от англ. Tumor necrosis factor 

receptor 1), 

UPR – ответ на неправильно свернутые белки (от англ. unfolded protein 

response), 

zVAD-fmk – N-бензилоксикарбонил-вал-ала-асп(O-Me)-флуорометилкетон 

(от англ. N-Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(O-Me) fluoromethyl ketone), 

λem – диапазон регистрации флуоресценции, 

λex – длина волны возбуждения, 

φ∆ – квантовый выход генерации синглетного кислорода, 

φF – квантовый выход флуоресценции. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность исследования 

Фотодинамическая терапия (ФДТ) основана на использовании 

нетоксичного светочувствительного красителя, называемого 

фотосенсибилизатором (ФС), который при локальном воздействии света с 

длиной волны, соответствующей его максимуму поглощения, в присутствии 

тканевого кислорода, способен к генерации цитотоксических агентов, 

приводящих к повреждению клеточных органелл, нарушению их работы и, в 

конечном итоге, к гибели клетки [1]. 

По прогнозам Международного агентства по изучению рака (МАИР) 

ожидается, что рак станет основной причиной смерти и самым важным 

препятствием на пути увеличения продолжительности жизни в каждой 

стране мира в XXI веке. Поэтому разработка новых, более эффективных 

подходов к лечению онкологических заболеваний, в частности, развитие 

фотодинамической терапии, представляет одну из самых обширных и быстро 

растущих областей биологии и медицины.  

В настоящее время в качестве ФС для фотодинамической терапии 

опухолей используются такие препараты, как производные 

гематопорфирина, хлорины, бактериохлорины, тексафирины, пурпурины, 

фталоцианины, гиперицин, 5-аминолевулиновая кислота, предшественник 

эндогенного протопорфирина IX и другие [2]. Несмотря на то, что ФДТ 

активно применяют для диагностики и лечения злокачественных 

новообразований, а также для контроля доставки лекарственного агента в 

опухоль, механизм ответа клеток на фотодинамическое воздействие до конца 

не расшифрован. Известно, что в результате ФДТ могут запускаться 

множественные типы гибели клеток, которые могут быть случайными или 

программируемыми, в том числе некроз, апоптоз, ферроптоз, некроптоз, 

аутофагия-зависимая гибель клеток и т.д. [3, 4], однако не известно, от каких 

факторов зависит тот или иной механизм гибели. Вероятно, решающую роль 
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могут играть физико-химические свойства ФС, его внутриклеточная 

локализация, метаболические особенности опухолевых клеток или 

интенсивности воздействия. 

Определение путей клеточной гибели, индуцируемой ФДТ, имеет 

большое практическое значение, поскольку позволяет справляться с 

резистентностью злокачественных клеток, зачастую устойчивых к апоптозу 

или некроптозу [5]. Кроме этого, накапливаются данные о том, что гибель 

клеток по определенным механизмам может запускать противоопухолевый 

иммунный ответ, что повышает эффективность ФДТ в элиминации 

опухолевых клеток [6], или, наоборот, вызывать меньшее воспаление, делая 

такой режим подходящим, например, для лечения опухолей головного мозга, 

где отек ткани недопустим [7].  

В связи с этим, исследование особенностей действия 

фотосенсибилизаторов, выяснение молекулярных механизмов их 

фотодинамической активности и уточнение путей клеточной гибели является 

актуальной задачей как с точки зрения развития фундаментальных 

представлений, так и для поиска практических методов повышения 

эффективности ФДТ. 

Цели и задачи исследования 

Цель настоящей работы заключалась в анализе механизма клеточной 

смерти, индуцируемой в опухолевых клетках при фотодинамическом 

воздействии с использованием фотосенсибилизаторов с разными физико-

химическими свойствами на примере фотосенса и фотодитазина. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Проанализировать взаимосвязь физико-химических свойств 

фотосенсибилизаторов с их внутриклеточной локализацией. 

2. Определить темновую токсичность и фотодинамическую 

активность исследуемых фотосенсибилизаторов в отношении клеток ряда 

опухолевых линий. 
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3. Исследовать механизмы гибели опухолевых клеток и 

проанализировать возможное участие апоптоза, ферроптоза и некроптоза в 

гибели клеток при фотодинамическом воздействии с участием спектра 

взаимодополняющих методов. 

Научная новизна 

Установлена относительная фотодинамическая активность соединений 

фталоцианинового и хлоринового ряда в отношении опухолевых клеток 

разного происхождения, в том числе эпидермоидной карциномы человека 

A431, карциномы мочевого пузыря человека T24 и глиомы мыши GL261. 

Впервые показана индукция клеточной гибели смешанного типа, 

сочетающей черты апоптоза и ферроптоза, при фотодинамическом 

воздействии с гидрофильным фотосенсибилизатором на примере фотосенса. 

Впервые продемонстрирована индукция клеточной гибели смешанного 

типа, сочетающей черты некроптоза и апоптоза при действии 

мембранотропного фотосенсибилизатора на примере фотодитазина. 

Предложена схема, объясняющая взаимосвязь между 

фотохимическими свойствами фотосенсибилизаторов и потенциальными 

видами индуцируемой ими клеточной смерти. 

Научно-практическая значимость 

Получены новые знания о свойствах фотосенсибилизирующих 

соединений и механизмах гибели клеток в ответ на фотодинамическое 

воздействие, расширяющие и дополняющие теоретические представления в 

соответствующей области.  

Результаты диссертационного исследования могут быть использованы 

при рациональном дизайне агентов для фотодинамической терапии и 

разработке схем лечения онкологических заболеваний для достижения 

максимальной эффективности.  
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Основные выводы и результаты работы будут использованы в учебном 

процессе в рамках курсов для студентов, обучающихся по биологическим и 

медицинским специальностям. 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Различие в молекулярной структуре исследуемых 

фотосенсибилизаторов определяет различие фотофизических и 

биологических свойств, в том числе эффективность фотосенсибилизации 

клеток и запускаемые механизмы клеточной смерти. 

2. Внутриклеточная локализация фотосенсибилизатора определяет 

первичные мишени фотодинамического действия и, как следствие, является 

ключевым фактором, от которого зависит индукция конкретных 

молекулярных механизмов, реализующих гибель клетки. 

3. Гидрофильные фотосенсибилизаторы с лизосомальной 

локализацией в концентрации IC50 (половинная ингибирующая 

концентрация) способны индуцировать смешанный тип клеточной смерти, 

сочетающий черты апоптоза и ферроптоза. 

4. Мембранотропные фотосенсибилизаторы в концентрации IC50 

могут индуцировать тип клеточной смерти, сочетающий черты некроптоза 

и апоптоза. 

Личный вклад автора 

Автором лично проведены экспериментальные исследования и 

выполнен анализ полученных данных. В случае конфокальной микроскопии 

и проточной цитофлуориметии исследования выполнены совместно с 

оператором оборудования. Принято непосредственное участие в обсуждении 

всех полученных результатов, подготовке научных статьей в составе 

авторского коллектива, а также апробации результатов на научных 

конференциях. 
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Достоверность научных результатов 

Достоверность научных результатов обусловлена надежностью 

используемых экспериментальных методов исследования и подтверждена 

воспроизводимостью экспериментальных данных, а также качественным и 

количественным согласием с теоретическими выводами и обоснованиями. 

Апробация  

Основные результаты работы были представлены на следующих 

международных и всероссийских конференциях: Международной 

Пущинской школе-конференции молодых ученых «Биология-наука XXI 

века» (Пущино, 2019, 2020); Всероссийской с международным участием 

школе-конференции молодых ученых «Биосистемы: организация, поведение, 

управление» (Нижний Новгород, 2019, 2020); Международной 

конференции «7th OncoPoint Symposium» (Гент, Бельгия, 2019); XXI Зимней 

молодежной школе ПИЯФ по биофизике и молекулярной биологии (Гатчина, 

2020). 

Публикации  

По материалам диссертации опубликовано 12 работ, из них 6 статей в 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Принцип фотодинамической терапии 

1.1.1. Механизмы фотосенсибилизации 

В 1900 году опыты профессора Херманна фон Таппайнера и студента 

Оскара Рааба привели к открытию гибели клеток, вызванной сочетанием 

химических веществ и света. Они изучали влияние красителя акридина на 

инфузории Paramecium и заметили, что токсичность акридина варьирует в 

зависимости от его облучения светом [8]. В том же году французский 

невролог Жан Прайм обнаружил, что перорально вводимый эозин, 

используемый для лечения больных эпилепсией, вызывает дерматит при 

воздействии солнечного света [9]. Дальнейшее исследование открытий О. 

Рааба Х. фон Таппейнером привело к появлению нового термина – 

«фотодинамическое действие» [10]. Первое применение этого подхода на 

людях было выполнено Фридрихом Мейером-Бетцем с использованием 

порфирина, выделенного из гемоглобина и называемого гематопорфирином. 

При нанесении его на собственную кожу он наблюдал боль и припухлость на 

освещенных участках [11]. Более поздние исследования, проведенные Р. 

Липсоном [12] с использованием производного гематопорфирина (HpD), 

показали, что это соединение накапливалось в опухолях и испускало 

флуоресценцию. Эти свойства в сочетании с уменьшенной дозировкой по 

сравнению с неочищенным гематопорфирином сделали его полезным 

диагностическим инструментом [12]. Десять лет спустя И. Даймонд показал, 

что HpD можно использовать для лечения рака у мышей, и наблюдал 

остановку роста глиомы в течение нескольких недель после лечения, прежде 

чем более глубокие слои опухолевой ткани продолжили рост [13]. Усилия Т. 

Догерти и соавт. в 1970-х проложили путь для развития ФДТ в том виде, как 

она известна сегодня. Сначала они наблюдали полное уничтожение опухоли 

молочной железы у мышей с использованием HpD в сочетании с красным 

светом [14]. Второе исследование с участием 25 пациентов с раком кожи 
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показало полный ответ в 98 из 113 опухолей, частичный ответ в 13 и только 

две опухоли оказались резистентными к ФДТ [15]. Эти результаты были 

ключевыми для получения первого разрешения на клиническое использовние 

ФДТ для лечения рака мочевого пузыря в Канаде в 1993 году, позднее ФДТ 

стала применяться в диагностике и лечении различных форм рака и многих 

других заболеваний. 

ФДТ основана на фотохимической реакции между активируемым 

светом фотосенсибилизатором, светом, обычно в видимом спектре, и 

молекулярным кислородом. Эти три компонента безвредны по отдельности, 

но в сочетании приводят к образованию активных форм кислорода (АФК) 

[16], которые способны непосредственно вызывать повреждения клеточных 

органелл и мембран в зависимости от того, где АФК образуются [17]. В связи 

с этим выбор ФС и их локализация играет критическую роль в успешном 

применении ФДТ [18]. 

Молекула фотосенсибилизатора в своем нормальном состоянии 

характеризуется спаренными электронами с полным спином S=0 и 

мультиплетностью спина, равной 1. Эта конфигурация называется 

синглетным состоянием, а конфигурация со всеми электронами на их 

энергетически низшей возможной орбитали называется основным 

состоянием S0. Фотосенсибилизатор после попадания в клетки облучается 

светом с длиной волны, совпадающей с его спектром поглощения, что 

приводит к поглощению фотона и переводит ФС из основного синглетного  

состояния в возбужденное синглетное состояние S1 (
1
ФС*). Из этого 

нестабильного и обычно короткоживущего состояния ФС может вернуться в 

основное состояние, преобразовав свою энергию в тепло или 

флуоресценцию, что может быть использовано для диагностики и 

оптического контроля [19]. 

Помиму указанных выше путей молекула ФС в S1 состоянии может 

подвергаться процессу, который называется интеркомбинационной 

конверсией, в результате чего ФС переходит в триплетное состояние T1, в 
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котором два неспаренных электрона имеют одинаковый спин. Триплетное 

возбужденное состояние ФС (
3
ФС*) обладает относительно долгим временем 

жизни (до секунд) [20] и может расходовать свою энергию посредством 

фосфоресценции или путем взаимодействия с другими молекулами. 

Образование АФК становится возможным вследствие участия 
3
ФС* в двух 

типах реакций [21]. Эти процессы изображены на классической схеме 

Яблонского (рис. 1.). 

 

 

Рис. 1. Диаграмма Яблонского, показывающая переход молекулы 

фотосенсибилизатора в возбужденное состояние, генерацию активных форм 

кислорода и повреждение биомолекул [22]. ИК* – интеркомбинационная 

конверсия 

 

Фотохимическая реакция I типа означает перенос электронов или 

протонов на кислород или другие молекулы с образованием анион-радикала 

или катион-радикала соответственно. Эти радикалы могут вступать в 

реакцию с молекулярным кислородом с образованием АФК. 

Фотохимические реакции I типа часто приводят к образованию супероксид-

анионов (О2
−•

) при переносе электрона с 
3
ФС* на молекулярный кислород 

[21, 23]. Супероксид-анион не очень реактивен в биологических системах, но 

он может реагировать с образованием пероксида водорода (H2O2). Пероксид 
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водорода может легко проходить через биологические мембраны. Поскольку 

повреждения, индуцируемые H2O2, не ограничиваются одним клеточным 

компартментом, то перокисид водорода весьма важен для нарушения 

функционирования работы клетки в целом [24, 25]. При более высоких 

концентрациях H2O2 может реагировать с О2
−• 

с образованием очень 

реакционноспособного гидроксильного радикала ОН
−•

 в ходе реакции 

Габера-Вейса. ОН
−•

 может атаковать и окислять любую молекулу в клетке. В 

присутствии ионов металлов, таких как железо или медь, гидроксильные 

радикалы также могут образовываться в ходе реакции Фентона [26]. Также 

отметим, что О2
−• 

может реагировать с оксидом азота (NO
-
) с образованием 

пероксинитрита (OONO
-
), другой высокореактивной окисляющей молекулы 

[2]. 

В реакциях II типа 
3
ФС* реагирует непосредственно с молекулярным 

кислородом 
3
O2 в основном триплетном состоянии путем передачи энергии с 

образованием синглетного кислорода 
1
O2, который характеризуется 

чрезвычайно сильными окислительными свойствами [27]. Поскольку 
1
O2 

обладает высокой реакционной способностью, его время жизни в 

биологических тканях составляет порядка 40 нс, а максимальный радиус 

действия составляет около 20 нм [28, 29]. Этот малый радиус действия 

(меньший, чем диаметр большинства клеточных органелл) при 

использовании с локально накапливающимся ФС и активацией только путем 

облучения тканей-мишеней теоретически делает ФДТ очень специфичным и 

контролируемым методом. Это также означает, что локализация ФС влияет 

на место действия ФДТ на субклеточном уровне. 

Предполагается, что механизм реакций II типа, является наиболее 

важным процессом, обуславливающим эффективность ФДТ. Тем не менее, 

соотношение вклада обоих механизмов зависит от многих факторов, включая 

природу фотосенсибилизатора, концентрацию кислорода и pH среды. По 

мере истощения кислорода реакции I типа начинают преобладать [30]. АФК 

вызывают фотоповреждение белков, жиров и других молекул в 
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фотосенсибилизированной области. Это приводит к прямой гибели 

опухолевых клеток [2, 31]. 

 

1.1.2. Фотофизические и фотохимические характеристики 

фотосенсибилизаторов и их внутриклеточная локализация  

Одним из трех критических элементов ФДТ, помимо света и 

кислорода, является присутствие фотосенсибилизаторов. Эти красители 

определяются как молекулы, способные поглощать свет с определенной 

длиной волны, вызывая фотофизические и фотохимические реакции [4]. 

Фотосенсибилизаторы впервые были получены в коммерческом 

масштабе в 1970-х годах Т. Догерти и его коллегами [15]. Они тестировали 

водорастворимую смесь порфиринов, называемую производным 

гематопорфирина, или HpD. HpD был получен путем очистки и химической 

модификации первого порфирина, используемого в качестве ФС – 

гематопорфирина (Hp). Впоследствии смесь димеров и олигомеров 

порфирина, выделенная из HpD, была использована для получения препарата 

Фотофрин
® 

(Photofrin
®
). В настоящее время фотофрин остается наиболее 

часто используемым ФС [22]. Другими типами производных 

гематопорфирина являются Photogem
®
 и Photosan-3

®
. Несмотря на широкое 

применение в ФДТ, производные гематопорфирина имеют некоторые 

ограничения для клинического применения, обусловленные сильной кожной  

фототоксичностью, слабым поглощением в красной области видимого 

спектра, а также сложным составом смеси веществ, получаемой в ходе 

синтеза. Эти недостатки фотосенсибилизаторов первого поколения 

обусловили необходимость исследования новых соединений и инициировали 

разработку фотосенсибилизаторов второго поколения [32]. 

Большинство ФС, используемых как клинически, так и 

экспериментально, получены из тетрапиррольного ароматического ядра, 

которое имеет относительно большую полосу поглощения в области 400 нм, 

известную как полоса Соре, и набор меньших полос поглощения в красной 
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области спектра, известных как Q-полосы. Однако существуют ФС из 

второго поколения, имеющие другую химическую структуру, например, 

фталоцианины и непорфириновые ФС (рис. 2) [2]. 

Обычно, ФС второго поколения делят на [22, 33]: 

• порфирины, такие как мета-тетра(гидроксифенил)порфирин (m-

THPP), 5,10,15,20-тетракис(4-сульфанатофенил)-21H,23H-порфирин (TPPS4) 

и эндогенный протопорфирин IX (PpIX), индуцированный введением 

экзогенной 1,5-аминолевулиновой кислоты (ALA); 

•  хлорины, такие как вертепорфин, Foscan
®
 и N-аспартилхлорин е6 

(NPe6). По сравнению с порфиринами структура хлоринов отличается на два 

дополнительных водорода в одном из пиррольных колец. Это структурное 

изменение приводит к батохромному сдвигу в полосе поглощения от 640 до 

700 нм; 

• бактериохлорины, имеющие два пиррольных кольца с 

восстановленными двойными связями, что приводит к смещению полосы 

поглощения в ещѐ более длинноволновую область красного спектра; 

• феофорбиды, также имеющие два дополнительных водорода в одном 

пиррольном кольце. К этой группе относятся 2-(1-гексилоксиэтил)-2-

девинилпирофеофорбид (HPPH), который поглощает свет при 665 нм; 

• бактериофеофорбиды, в структуре которых содержится на четыре 

атома водорода больше, чем у соответствующих порфиринов. Обычно эти 

соединения активируются поглощением света при 740–800 нм. Сюда 

относится WST09 (падопорфин); 

• тексафирины, такие как мотексафин лютеций, который хорошо 

растворим в воде и поглощает свет при 732 нм; 

• фталоцианины, как правило в виде металлокомплексов, поглощающие 

свет при 670-700 нм. Одним из примеров производного фталоцианинов 

является тетрасульфонат фталоцианина алюминия AlPcS4 

(Photosens
®
/Фотосенс

®
), который поглощает свет при 676 нм. Фотосенс 
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используется в России для лечения рака желудка, кожи, губ, полости рта и 

молочной железы; 

• порфиразины (Pz) и их производные, такие как, например,  

тетрацианопорфиразины [34], которые представляют собой тетрапиррольные 

ароматические ядра, подобные порфиринам и фталоцианинам. Pz отличаются 

от порфиринов тем, что содержат в макроцикле мезоатомы азота вместо 

атомов углерода, а в отличие от фталоцианинов их β-пиррольные позиции 

открыты для замещения; 

• непорфириновые ФС, включая антрахиноны (например, гиперицин), 

фенотиазины, ксантены, цианины и куркуминоиды. 

 

 

Рис. 2. Некоторые фотосенсибилизаторы, применяющиеся при ФДТ: А – 

производное гематопорфирина (HpD); Б – мета-тетра(гидрокси-

фенил)порфирин (m-THPP); В – N-аспартилхлорин е6 (NPe6);  Г – фотосенс; 

Д – гиперицин [33] 

 

Фотосенсибилизаторы второго поколения характеризуются более 

высокой химической чистотой, более высоким квантовым выходом 

образования синглетного кислорода и глубоким проникновением в ткани 

возбуждающего их света (диапазоне длин волн от 650 до 800 нм). Кроме 
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того, они демонстрируют меньшее количество побочных эффектов, что 

является следствием более высокой селективности в отношении опухолевых 

тканей и более быстрого выведения фотосенсибилизатора из организма [35]. 

Основным недостатком ФС второго поколения является плохая 

растворимость в воде большинства соединений, что является существенно 

ограничивающим фактором при их внутривенном введении и вынуждает 

искать новые методы их доставки.  С этой целью были разработаны ФС 

третьего поколения, которые представляют собой модифицированные ФС 

второго поколения в виде биологических конъюгатов или комплексов с 

различными носителями (например, липосомами и наночастицами) или 

антителами для улучшения их физических, химических и терапевтических 

свойств. Эти соединения часто обладают способностью направленной 

доставки в опухолевые клетки, что приводит к более высокой селективности 

по сравнению с ФС предыдущих поколений [36, 37]. 

Накопленный опыт применения ФС на практике позволил 

сформулировать требования к так назваемому «идеальному» соединению. 

Идеальный фотосенсибилизатор для успешного применения в ФДТ должен 

иметь следующий набор характеристик и условий [38]: 

• высокая степень химической чистоты;  

• фотодинамический эффект только при облучении с определенной 

длины волны;  

• высокая фотохимическая активность и максимальное поглощение 

света на длинах волн от 600 до 800 нм;  

• минимальное поглощение света в диапазоне от 400 до 600 нм. Это 

предотвращает возможную чрезмерную чувствительность к действию 

солнечного света;  

• минимальная цитотоксичность в темноте; 

• недорогой и простой синтез и легкая доступность; 

• высокая селективность накопления в отношении опухолевых тканей;  
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• фармакокинетическая элиминация из организма должна быть 

быстрой, менее одного дня, чтобы избежать фотоиндуцированные побочные 

эффекты терапии. 

Фотосенсибилизаторы накапливаются в значительно более высоких 

концентрациях в опухолях, чем в нормальных тканях. Причина такого 

биораспределения основана на многих факторах. Важную роль играет 

эффект повышенной проницаемости и удержания (EPR-эффект, от англ. 

Enhanced Permeability and Retention effect), который является уникальным 

явлением солидных опухолей, связанным с большими промежутками между 

эндотелиальными клетками в незрелых кровеносных сосудах опухоли, что 

увеличивает проницаемость опухолевых сосудов, а также отсутствием 

функционального лимфодренажа при повышенном давлении 

интерстициальной жидкости [39]. Кроме того, неспецифическая аккумуляция 

ФС в опухоли может быть связана с низким межклеточным рН в опухоли, 

влияющим на растворимость молекул ФС, или с тенденцией гидрофобных 

ФС образовывать комплексы преимущественно с липопротеинами низкой 

плотности (ЛПНП) [40]. Роль ЛПНП заключается в снабжении тканей 

холестерином, необходимым для построения мембран во время клеточного 

деления [41]. Интенсивно делящиеся опухолевые клетки демонстрируют 

повышенное поглощение ЛПНП, которые действуют как «транспортер» ФС в 

клетки опухоли. Кроме того, ткани с повышенной митотической активностью 

обнаруживают чрезмерную экспрессию рецепторов ЛПНП на поверхности 

клеток [40]. 

Клеточный ответ на фотодинамическое воздействие существенно 

зависит от ряда факторов, ключевым из которых является локализация ФС 

[42]. Внутриклеточные мишени действия ФДТ зависят от ФС и играют 

важную роль в последующей судьбе клетки. Поглощение ФС опухолевыми 

клетками, а также место его преимущественного накопления зависят от 

химических характеристик каждого соединения. Гидрофобные молекулы 

могут быстро диффундировать через плазматическую мембрану, в то время 
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как более полярные молекулы имеют тенденцию к интернализации 

посредством эндоцитоза или облегченного транспорта с помощью липидов и 

белков сыворотки [5]. Гидрофобные соединения и их агрегаты связываются и 

транспортируются с ЛПНП, тогда как гидрофильные молекулы связываются 

с альбумином и глобулинами [43, 44]. После интернализации в зависимости 

от характеристик ФС он обычно локализуется в таких органеллах, как 

плазматическая мембрана, лизосомы, митохондрии, аппарат Гольджи или 

эндоплазматическая ретикулум (ЭПР) [5, 45]. Компоненты цитоскелета и 

структуры клеточной адгезии также были описаны как мишени ФС [46]. 

Чтобы ограничить повреждение ДНК и избежать развития генетически 

устойчивых к терапии клеток, ФС не должен накапливаться в клеточных 

ядрах [4]. 

Накопление фотосенсибилизаторов в клеточных органеллах также 

зависит от их заряда. Катионные соединения, например, соли иминия, 

накапливаются в митохондриях, в то время как анионные молекулы, 

например, сульфированные и карбоксилированные соединения, 

обнаруживаются в лизосомах [43, 44]. ФС с одним или двумя анионными 

зарядами локализуются в перинуклеарной области, везикулах клетки и 

лизосомах, обеспечивая множественные участки накопления 

фотосенсибилизатора [47, 48]. Растворимость в воде является важной 

характеристикой для биодоступности ФС, тогда как липофильность важна 

для диффузии через липидные барьеры и локализации во внутриклеточных 

структурах [49]. 

 

1.1.3. Фотодинамическое воздействие на клеточные структуры 

Фотоповреждение клеток зависит от физико-химических свойств ФС, 

которые определяют их внутриклеточную локализацию. Вследствие 

короткого времени жизни ОН
−•

 и 
1
O2 фотодинамическое действие напрямую 

влияет только на молекулы и структуры, расположенные наиболее близко к 
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области их образования, то есть к области локализации ФС. Клеточные 

мишени ФДТ представлены на рисунке 3. 

 

Рис. 3. Клеточные мишени ФДТ [50] 

 

Роль, которую играют клеточные органеллы в жизнеспособности 

клетки после проведения ФДТ, определяет судьбу клеток (выживание или 

смерть) и путь, по которому они погибают. Радикальные АФК вместе с 

синглетным кислородом, образующиеся при ФДТ, являются окислителями и 

могут напрямую реагировать со многими биологическими молекулами. 

Повреждения мембран имеют особое значение для ФДТ и зачастую 

считаются необходимыми для цитотоксического эффекта. Действительно, 

ФС, проявляющие более высокую степень накопления в клеточных и/или 

органеллярных мембранах, обычно более цитотоксичны [51, 52]. Первый 

этап фотоповреждения мембран обычно включает реакцию между липидом 

(LH) и 
1
O2, образующимся при реакции II типа, что приводит к образованию 

гидропероксида (LOOH). Также возможны прямые реакции с 
3
ФС* по 

реакциям I типа. Необратимое повреждение происходит при отщеплении 

атома водорода от ненасыщенной жирной кислоты (LH), что приводит к 

образованию липидного радикала (L
•
). Присоединение молекулы кислорода 

приводит к образованию липопероксильного радикала (LOO
•
), который, в 

свою очередь, способен реагировать с другой жирной кислотой LH, 
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инициируя реакционную цепь, приводящую к образованию LOOH и другого 

L
•
. Фаза развития реакции включает в себя инициирование новой 

окислительной цепи липопероксильным радикалом и распадом 

гидроперекисей липидов на другие промежуточные радикалы. В реакциях, 

индуцированных светом, также происходит образование алкоксидов в 

результате прямой реакции между 
3
ФС* и гидропероксидом липида с 

двойной связью, что приводит к разрыву углеродной цепи. Этот процесс 

приводит к образованию жирных альдегидов и других продуктов, которые 

являются молекулами, ответственными за начало процесса пермеабилизации 

мембраны [53]. 

Белки являются основными биологическими мишенями для 

фотоповреждения в клетках из-за их высокого содержания (65–70% сухой 

массы) и высоких констант скорости реакции с 
1
O2 [54]. Окисление может 

происходить как в основной цепи белка, так и в боковых цепях аминокислот. 

Продукты окисления белка 
1
O2 могут запускать специфические сигнальных 

пути в ответ на действие ФС. Данные кинетики показывают, что 
1
O2 

реагирует со значительной селективностью с цистеином, метионином, 

тирозином, гистидином и триптофаном [54]. Кроме того, 
1
O2 может 

генерировать с высоким выходом образование гидропероксидов в белках, что 

специфично для тиолзависимых реакций. Следовательно, могут образоваться 

высокомолекулярные агрегаты посредством межмолекулярной 

дисульфидной сшивки [55] и инактивации белков с цистеином в активном 

центре, таких как цистеиновые протеазы [56].  

Фотоповреждения белков приводят к инактивации ионных каналов и 

транспортных АТФ-аз и, следовательно, к нарушению обмена ионов, 

повреждению мембранных ферментов и рецепторов, и, в конечном итоге, к 

нарушению клеточных функций [1]. 

Лизосомы были предложены в качестве критической внутриклеточной 

мишени для локализации ФС в 1993 году [57]. Большинство гидрофильных 

ФС, таких как отрицательно заряженные порфирины, NPe6 и 
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фенотиазиновый краситель метиленовый синий, локализуются 

преимущественно в лизосомах [58-60]. Повреждение лизосом при ФДТ 

может привести к лизосомо-зависимой гибели клеток вследствие повышения 

проницаемости лизосомальной мембраны [61] и высвобождения катепсинов, 

что может привести к расщеплению проапоптотического белка BID с 

последующей активацией апоптоза [62]. Потенциальное преимущество 

лизосом в качестве ФДТ-мишени состоит в том, что разрушение мембраны 

лизосомы приводит к перераспределению ФС в клетке, неспецифическому 

окрашиванию цитоплазмы и его проникнованию в различные органеллы [63]. 

Митохондрии, как было показано, являются важной субклеточной 

мишенью для многих катионных заряженных и гидрофобных ФС, 

используемых в ФДТ [64]. ФС, которые локализуются в митохондриях, могут 

индуцировать пермеабилизацию митохондриальных мембран, что приводит к 

деполяризации митохондрий и высвобождению в цитозоль ряда 

апоптогенных белков [65]. Фотоповреждение митохондрий вызывает 

снижение их дыхательной активности, снижение клеточного содержания 

АТФ и снижение активности Na
+
/K

+
-АТФазы [66]. 

Получены доказательства, показывающие важную роль 

эндоплазматического ретикулума в поддержании внутриклеточного 

гомеостаза кальция, синтеза белка, посттрансляционной модификации и 

правильного сворачивания белков, а также их сортировки и транспорта. ФДТ 

может вызывать АФК-опосредованный ЭПР-стресс с участием Ca
2+

 

сигнальных механизмов и запуском так называемого ответа на неправильно 

свернутый белок (англ. Unfolded Protein Response), что, в свою очередь, 

индуцирует апоптоз [67]. Например, использование при ФДТ таких 

фотосенсибилизаторов как mTHPC и гиперицин, которые преимущественно 

локализуются в ЭПР [68], или фоскан [69] и редапорфин [70], которые 

локализуются в ЭПР и компонентах аппарата Гольджи, приводит к развитию 

ЭПР-стресса и высвобождению молекулярных стрессовых сигналов, которые 
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могут воздействовать на митохондрии и запускать каскады, ведущие к 

смерти клеток. 

ДНК также может быть повреждена в результате реакций с АФК, при 

этом повреждения могут быть локализованы как на азотистых основаниях, 

так и на углеводных остатках. Возможно формирование сшивок ДНК с 

белком; эта форма повреждения особенно трудна для восстановления 

клеткой. Хотя все клетки обладают некоторой способностью восстанавливать 

окислительное повреждение белков и ДНК, избыточное повреждение может 

вызывать мутации или гибель клеток. Из четырех оснований в нуклеиновых 

кислотах гуанин является наиболее чувствительным к окислению 
1
O2 [71]. 

 

1.2.  Механизмы защиты клеток при фотодинамическом 

воздействии 

Существуют многочисленные публикации, описывающие 

цитопротекторные механизмы, использующиеся опухолевыми клетками с 

целью предотвращения цитотоксического эффекта ФДТ. Один из важнейших 

механизмов основан на значительном изменении уровня антиоксидантных 

молекул, экспрессируемых в опухолевых клетках [72]. Количество 

водорастворимых антиоксидантов, например, аминокислот, глутатиона или 

аскорбата, и жирорастворимых антиоксидантов, например, токоферола, в 

разных типах опухолевых клеток отличается, что объясняет большие 

различия в чувствительности клеток к ФДТ [73]. Второй механизм связан с 

экспрессией в опухолевых клетках ферментов, которые могут устранить 

токсическое действие АФК. Хотя нет специфического клеточного фермента, 

который может непосредственно устранить токсическое действие 
1
O2, 

ферменты, участвующие в метаболизме других АФК, могут влиять на 

цитотоксический эффект ФДТ. Например, гиперэкспрессия 

супероксиддисмутазы (СОД) или обработка миметиками СОД, как было 

показано, противодействуют цитотоксическому эффекту ФДТ [74].  

Повышение активности СОД также наблюдается в различных типах 
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опухолевых клеток при ФДТ, и это связано с уменьшением активности 

глутатионпероксидазы и каталазы [75].  Третий цитопротекторный механизм 

включает белки, чьи кодирующие гены индуцируются ФДТ. Большинство из 

них являются частью сигнальных путей, которые могут регулировать 

клеточную смерть, вызванную ФДТ, или участвуют в восстановлении 

повреждений, вызванных окислительным стрессом. Так, например, 

ингибирование ядерного фактора NF-κB вследствие гиперэкспрессии 

суперпрессора IκBα или использования фармакологических ингибиторов 

сильно сенсибилизирует опухолевые клетки к апоптозу, индуцированному 

ФДТ [76].  Другие транскрипционные факторы, индуцируемые ФДТ, 

включают AP-1, индуцируемый гипоксией фактор (HIF) и ядерный фактор 2 

(Nrf2). Было показано, что ФДТ усиливает экспрессию гемоксигеназы-1 (НО-

1) и этот эффект зависит от накопления в ядре Nrf2, от активностей митоген-

активируемой протеинкиназы р38 (р38
МАРК

) и от активности фосфоинозитол 

3-киназы (PI3K). Учитывая антиоксидантную активность HO-1 можно 

предположить, что Nrf2-зависимая передача сигнала может управлять 

защитой клеток от ФДТ-опосредованного цитотоксического эффекта [77]. 

Было обнаружено, что ФДТ индуцирует экспрессию различных белков 

теплового шока (HSP), для которых описана защитная роль при ФДТ. 

Например, трансфекция опухолевых клеток геном HSP27, повышает 

выживаемость опухолевых клеток после применения ФДТ [78]. 

Аналогичным образом, повышенные уровни HSP60 и HSP70 обратно 

коррелируют с чувствительностью к ФДТ [79, 80].  Простейшим 

объяснением этих наблюдений является способность HSP связываться с 

окислительно поврежденными белками. Более того, внутриклеточная 

функция HSP не ограничивается рефолдингом белка. Многие HSP играют 

важнейшую роль в регуляции сигнальных путей клеточного выживания [4]. 

ФДТ также приводит к увеличению убиквитинирования карбонилированных 

белков, тем самым помечая их для деградации в протеасомах, что 

предотвращает образование токсичных белковых агрегатов [81]. 
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1.3. Механизмы клеточной гибели при фотодинамической 

терапии 

Смерть клеток является важнейшим биологическим процессом, 

играющим активную роль как в эмбриональном развитии человека, так и в 

возникновении различных заболеваний. Клеточная смерть контролируется на 

генетическом и биохимическом уровнях. Повреждение и смерть клеток 

являются сложными многостадийными процессами. Сначала клетка активно 

противодействует негативному воздействию, стараясь сохранить свою 

жизнеспособность, но по исчерпании защитного потенциала она теряет свои 

основные функции, и развиваются процессы, приводящие к еѐ смерти. 

ФДТ участвует как минимум в трѐх основных механизмах разрушения 

опухолевой ткани (рис. 4). В результате ФДТ наблюдается широкий спектр 

патоморфологических изменений ткани опухоли, связанных, во-первых, с 

прямыми фототоксическими эффектами и гибелью клеток под действием 

АФК, образующихся при возбуждении ФС; во-вторых, с повреждением 

сосудистой системы опухоли и в-третьих, с развитием воспалительного и 

адаптивного иммунного ответа против опухолевых клеток [82, 83]. Вероятно, 

преобладание того или иного механизма зависит от типа ФС, его 

внутриклеточной локализации, типа опухоли, выбора режима облучения. 

 

Рис. 4. Механизмы разрушения опухолевой ткани при ФДТ [6] 
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1.3.1. Прямой механизм гибели клеток при ФДТ 

Для классификации клеточной смерти традиционно использовался 

подход, связанный со структурными и морфологическими различиями при 

реализации различных сценариев гибели. Согласно этой классификации, все 

варианты гибели могут быть разделены на три типа: тип I – апоптоз, тип II – 

аутофагия и тип III – некроз [84]. Неточность критериев и сложность 

дифференцировки всего многообразия видов гибели по морфологическим 

критериям делают ее применение весьма ограниченным. В этой связи 

Номенклатурный комитет по клеточной гибели в 2018 выпустил 

рекомендации по номенклатуре и классификации этого общебиологического 

явления, основанные на совокупности генетических, биохимических, 

фармакологических и функциональных (а не морфологических) признаков 

[85]. 

К настоящему времени показано, что ФДТ способно индуцировать 

различные типы гибели клеток, которые могут быть как случайными, так и 

регулируемыми, в том числе некроз, апоптоз, некроптоз, ферроптоз, 

аутофагию, партанатос и параптоз, что позволяет ФДТ обходить 

резистентность злокачественных клеток к определенным видам смерти. 

Отдельные виды клеточной смерти при ФДТ описаны подробно далее.  

Случайная гибель клеток, или нерегулируемый некроз, является 

неконтролируемой формой смерти, соответствующей физическому 

разрушению плазматической мембраны, вызванному экстремальными по 

силе воздействия физическими, химическими или механическими 

факторами. С другой стороны, регулируемая гибель клеток (RCD, от англ. 

Regulated Cell Death) является результатом активации одного или нескольких 

путей сигнальной трансдукции и, следовательно, может быть 

фармакологически или генетически модулирована, по крайней мере, до 

некоторой степени [85]. Выбор мишени в клетке для фотодинамического 

воздействия предположительно может играть определяющую роль в запуске 

того или иного пути клеточной гибели. Также, тип клеточной гибели может 
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отличаться в зависимости от типа клеток, их генетического или 

метаболического потенциала, а также от экспериментальной модели, 

интенсивности лазерного облучения, типа фотосенсибилизатора и его 

внутриклеточной локализации и концентрации кислорода [86]. 

Основное внимание будет уделено сигнальным путям, участвующим в 

инициировании, релизации и распространении основных типов RCD. 

 

1.3.1.1.  Апоптоз 

Апоптоз — регулируемый процесс запрограммированной клеточной 

гибели, в результате которого запускается каскад событий, который 

приводит к фрагментации ДНК в результате активации эндонуклеаз, 

разрушению ядерных белков и цитоскелета, сшиванию белков, экспрессии на 

внешней стороне плазматической мембраны лигандов для фагоцитарных 

клеток, таких как тромбоспондин, фосфатидилсерин, другие фосфолипиды, 

содержащие фосфосерин, и, в конечном итоге, фрагментации клеток на 

отдельные апоптотические тельца, ограниченные плазмалеммой [87]. 

Апоптотические тельца фагоцитируются макрофагами либо другими 

клетками с фагоцитарной активностью, такой процесс называется 

эффероцитоз [88]. Важно отметить, что апоптоз и последующий эффероцитоз 

не всегда иммунологически молчаливы, как считалось ранее [89]. 

Выделяют два пути развития апоптоза (рис. 5): внешний — 

запускаемый через поверхностные рецепторы клеточной гибели, и 

внутренний — запускаемый через цепь митохондриальных реакций [90]. 

Первый чаще всего идентифицируется при физиологическом гистогенезе 

тканей, а второй связан с повреждением митохондрий при патологических 

состояниях [91].  



30 
 

 
Рис. 5. Два пути развития апоптоза: внешний — запускаемый через 

поверхностные рецепторы клеточной гибели, и внутренний — запускаемый 

через цепь митохондриальных реакций [94] 

 

Внешний путь апоптоза 

Внешний апоптоз инициируется событиями внеклеточной микросреды. 

Этот вид смерти в основном вызывается одним из двух типов рецепторов 

плазматической мембраны: (1) рецепторы смерти, такие как Fas и рецепторы 

фактора некроза опухолей (TNFR1), активация которых зависит от 

связывания родственного лиганда, и (2) зависимые рецепторы, активация 

которых происходит в случае, когда уровни их специфических лигандов 

падают ниже определенного порога [92, 93].  

Основным реализующим механизмом внешнего апоптоза является 

активация инициаторных каспаз (CASP) 8 и/или 10 при работе 

формирующегося сигнального комплекса, индуцирующего смерть (DISC, от 

англ. Death-Inducing Signaling Complex) (рис. 5). CASP 8 способна 

индуцировать апоптоз по двух различных путям. В так называемых «клетках 

типа I» (например, зрелых лимфоцитах) CASP 8 непосредственно расщепляет 
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прокаспазы 3, 6 и 7 и, следовательно, непосредственно инициирует апоптоз 

[94]. И наоборот, в «клетках типа II» (например, гепатоцитах, β-клетках 

поджелудочной железы и большинстве опухолевых клеток) внешний апоптоз 

требует протеолитического расщепления агониста смерти домена, 

взаимодействующего с BH3 (BID) с помощью CASP 8. Это приводит к 

генерации усеченной формы BID (t-BID), которая транслоцируется во 

внешнююмитохондриальную мембрану (OMM, от англ. Outer Mitochondrial 

Membrane), где действует как активатор только-BH3 белков и запускает 

последующий CASP 9-управляемый апоптоз [95]. 

Внутренний путь апоптоз 

Внутренний путь апоптоза, также известный как митохондриальный 

путь апоптоза [96], запускается различными стимулами, которые действуют 

на внутриклеточные мишени. Эта форма апоптоза зависит от факторов, 

высвобождаемых из митохондрий в результате воздействия гипоксии, 

токсинов, радиации, накопления АФК, повреждения ДНК, цитозольной 

перегрузки Ca
2+

, ЭПР-стресса, вирусов и различных токсических агентов 

[94]. 

Значительное количество исследований подтвердили индукцию 

апоптоза при ФДТ с использованием различных фотосенсибилизаторов на 

различных линиях опухолевых клеток. Данные для применяемых в 

настоящее время ФС представлены в таблице 1. 

При воздействии стимулов апоптоза активируются про-апоптотические 

члены семейства белков В-клеточной лимфомы 2 (BCL2), содержащие один 

домен BH3 (только-BH3 белки), которые способны активировать 

гомологичный BCL2 антагонист/киллер (BAK) и BCL2-ассоциированный 

белок Х (BAX) [97]. Затем активированные ВАХ и ВАК образуют 

гомодимеры и поодвергаются дальнейшей олигомеризации [98]. 

Олигомеризация в конечном итоге приводит к образованию тороидальной 

липидной поры, которая изменяет проницаемость внешней мембраны 

митохондрий (MOMP, от англ.  mitochondrial outer membrane permeabilization) 
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и вызывает глубокие перестройки ультраструктуры митохондрий [99, 100]. 

MOMP напрямую способствует высвобождению в цитозоль апоптогенных 

факторов, которые исходно находятся в митохондриальном межмембранном 

пространстве. Эти митохондриальные белки включают цитохром с (cyt c), 

белок, связывающий с клеточными ингибиторами белков апоптоза  

(DIABLO/SMAC), и фактор потребности в высокой температуре A2 

(Omi/HtrA2) [101].  

Таблица 1 

Фотосенсибилизаторы, для которых показана способность 

индуцировать апоптоз при ФДТ   

Фотосенсибилизатор Внутриклеточная 

локализация ФС 

Опухолевая 

клеточная 

линия 

Ссылка 

Фотофрин Митохондрии; 

Клеточная 

мембрана 

C-26 [106] 

SCCVII 

 

[107] 

Гиперицин ЭПР T24 

 

[108] 

CT26 

GL261 [109] 

Ацетат бенгальского розового Цитоскелет; 

Митохондрии; 

Аппарат Гольджи; 

ЭПР 

Hela [110] 

Протопорфирин IX, 

индуцированный экзогенной 

5-аминолевулиновой кислотой 

(5-ALA) 

Митохондрии U87, U251 [111] 

PECA [112] 

GL261 [109] 

2- [1-гексилоксиэтил] -2-

девинил пирофеофорбид-α 

(HPPH) 

Митохондрии Colo26, 4T1 [113] 

Гликоконъюгированный 

хлорин 

Митохондрии CT26 [114] 

Протопорфирин IX, 

индуцированный эндогенной 

Me-аминолевулиновой 

кислотой (Me-ALA) 

ЭПР B16-OVA [115] 

8-метоксипсорален Н.О.
1
 B16-OVA [116] 

1
 - Н.О.= не определен 
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Цитозольный пул cyt c связывается с апоптотическим активирующим 

пептидазу фактором 1 (APAF1) и прокаспазой 9 с образованием 

надмолекулярного комплекса, известного как апоптосома, который отвечает 

за активацию прокаспазы 9 [102]. Активированная прокаспаза 9 может 

катализировать протеолитическую активацию прокаспазы 3 и прокаспазы 7, 

недавние данные позволяют также предположить участие прокаспазы 6 в 

инициации апоптоза [103]. Каталитическая активность CASP 3, 6 и 7 

ускоряет гибель клеток и ответственна за многие морфологические и 

биохимические проявления апоптоза. С другой стороны, цитозольные 

DIABLO/SMAC и Omi/HtrA2 ускоряют апоптоз, связываясь с членами 

семейства ингибиторов апоптоза (IAP) [104]. Необходимо отметить, однако, 

что без высвобождения cyt c ингибирование одних только IAP недостаточно 

для инициации апоптоза [105]. 

 

1.3.1.2. Некроптоз 

Некроптоз — вид программируемой гибели клеток, протекающий с 

морфологическими проявлениями, аналогичными некрозу, но при этом 

индуцированный внешними или внутренними по отношению к клетке 

причинами через посредство рецепторов смерти или рецепторов 

распознавания патогенов (PRR, от англ. Pathogen Recognition Receptors), 

включая толл-подобные рецепторы (TLR, от анг. toll-like receptors) и Z-ДНК-

связывающий белок 1 (ZBP1) [117].  

Термин «некроптоз» был впервые введен в 2005 году, для указания 

способности некростатина-1 ингибировать регулируемой формы 

неапоптотической гибели клеток, зависимую от активности рецептор-

взаимодействующей протеинкиназы 1 (RIPK1) и запускаемую рецептором 

TNFR1 в условиях генетического или фармакологического ингибирования 

каспазы [118]. Как было позднее выяснено, RIPK1 передает про-

некроптотический сигнал путем последующей активации киназы RIPK3, при 

этом наблюдается физическое взаимодействие между их доменами с мотивом 



34 
 

гомотипического взаимодействия RIP (RHIM) и каталитическая активность 

RIPK1 [119-121]. Затем происходит RIPK3-зависимое фосфорилирование 

Thr-357 и Ser-358 киназного домена смешанной линии, подобного 

псевдокиназе (MLKL, от англ. Mixed lineage kinase domainlike protein), что 

приводит к образованию олигомеров MLKL, которые затем транслоцируются 

в плазматическую мембрану, где связывают определенные виды 

фосфатидилинозитолфосфата и приводят к увеличению проницаемости 

плазматической мембраны и еѐ последующему разрыву [122].                                                                                      

Активация MLKL происходит в мультимолекулярном комплексе, 

получившем название «некросома». Некросома включает в себя MLKL, 

RIPK3 и, в некоторых случаях, RIPK1 [122]. Некросома имеет 

амилоидоподобную структуру и играет роль преобразователя 

некроптотического сигнала. Кроме того, предполагается, что некросома 

участвует в дыхательном взрыве в митохондриях, генерации активных форм 

кислорода, увеличении проницаемости лизосомальной мембраны для 

ферментов, что необратимо повреждает клеточные органеллы и приводит к 

ее гибели [123, 124]. 

Некроптоз считается иммуногенным и сопровождается выраженным 

воспалительным ответом [125]. Некроптотические клетки высвобождают 

различные связанные с повреждением молекулярные паттерны (DAMP), что 

приводит к активации иммунной системы. Иммуногенность 

некроптотических опухолевых клеток и их роль в противоопухолевых 

иммунных реакциях привлекает значительный интерес в качестве 

альтернативной стратегии уничтожения раковых клеток [126], но надо 

отметить, что некроптоз сопровождается низким уровнем необходимого для 

запуска полноценного иммунного ответа аденозинтрифосфата (АТФ) в 

клетках, что считается биохимическим признаком некроптоза [127].  

Было подтверждено, что некроптоз индуцируется при различных видах 

терапии рака [128], включая фотодинамическую терапию [129-131]. 
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1.3.1.3. Ферроптоз 

В 2012 г. была описана новая, железозависимая форма 

программируемой гибели клетки – ферроптоз [132]. Ферроптоз является 

одним из типов RCD, вызванной специфическими нарушениями 

внутриклеточного микроокружения, и характеризуется сильной активацией 

перекисного окисления липидов, которое зависит от образования АФК и 

доступности железа в клетках [133]. По морфологическим, биохимическим и 

генетическим особенностям ферроптоз отличается от апоптоза, аутофагии и 

некроза. На гибель клеток по данному пути не влияют ингибиторы каспаз 

или ингибиторы некроптоза [134]. Ферроптоз также может сопровождаться 

высвобождением иммуностимулирующих DAMP [135]. Для гибели клетки по 

типу ферроптоза характерны такие морфологические изменения, как сжатие 

клетки и уменьшение размеров митохондрий, уменьшение и даже 

исчезновение митохондриальных крист. Наблюдается также повышение 

плотности внутренних мембран митохондрий [132]. 

Очень важную роль в индукции ферроптоза играет глутатион (GSH), 

который является антиоксидантом и синтезируется из цистина, 

транспортируемого в клетку цистин-глутаматным антипортером (системой 

Xc
-
), обменивающим внеклеточный L-цистин на внутриклеточный L-

глутамат. GSH способен предотвращать повреждение клеточных 

компонентов, вызванное АФК, свободными радикалами, пероксидами, 

гидропероксидами липидов (LOOH) и тяжелыми металлами, посредством 

обеспечения работы глутатионпероксидазы 4 (GPX4), которая катализирует 

восстановление LOOH за счет оксиления GSH. Этот процесс предотвращает 

неконтролируемое перекисное окисление полиненасыщенных жирных 

кислот (PUFA, от англ. PolyUnsaturated Fatty Acids) и PUFA-содержащих 

мембранных фосфолипидов [136]. Следовательно, ингибирование GPX4 

непосредственно или опосредованно, через ингибирование системы Xc
-
, 

может привести к накоплению перекисей липидов и других окисленных 
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липидных проивзодных, что приводит к развитию окислительного 

повреждения в клетках и, в конечном итоге, ферроптозу [137].   

В индукции ферроптоза также имеют большое значение ионы железа. 

Свободные внутриклеточные ионы Fe
2+

 в ходе реакции Фентона могут из 

относительно стабильного пероксида водорода образовывать гидроксильные 

радикалы или гидропероксидные радикалы, которые инициируют реакции 

перекисного окисления липидов и генерируют продукты, приводящие к 

гибели клетки по пути ферроптоза [138]: 

Fe
+2 

+ H2O2            Fe
+3 

+ HO
• 
+ OH

- 
, 

Fe
+3 

+ H2O2            Fe
+2 

+ HOO
• 
+ H

+
.       

Известен ряд соединений, способных вызывать ферроптоз. К ним 

относятся эрастин, сульфасалазин и сорафениб, способные ингибировать 

функции системы Xc
-
 [139]; L-бутионинсульфоксимин (BSO), являющийся 

ингибитором глутамат-цистеинлигазы [140]; RSL3, DPI10 и DPI7, 

непосредственно ингибирующие активность GPX4 [136]. 

С другой стороны, ингибиторы ферроптоза также были 

идентифицированы. В основном это хелаторы железа, такие как 

дефероксамин (DFO), деферасирокс и липроксстатин-1, а также соединения, 

снижающие уровень АФК в клетке, например, липофильный антиоксидант 

тролокс, бутилгидроксианизол и синтетический антиоксидант ферростатин-1 

(Fer-1) [132, 141, 142]. 

В последние несколько лет ферроптоз привлекает все большее 

внимание, поскольку он оказался эффективен в элиминации устойчивых 

опухолевых клеток [143, 144]. Это открывает новые возможности для 

повышения эффективности терапии путем сочетания терапевтических 

противоопухолевых препаратов с индукторами ферроптоза. Одной из таких 

перспективных схем противоопухолевой терапий является комбинация 

индукторов ферроптоза с ФС: опубликован ряд работ, показывающих 

возможное участие ферроптоза в гибели опухолевых клеток с 

использованием в качестве ФС хлорина e6 (Ce6) [145-148] и метиленового 
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синего [131]. Это показывает, что, включение индукторов ферроптоза в 

противоопухолевую терапию, в частности ФДТ, может быть весьма 

перспективным терапевтическим подходом. 

 

1.3.1.4. Другие типы регулируемой клеточной смерти 

В настоящее время в научной литературе опубликован ряд работ, 

описывающих индукцию при ФДТ других типов программируемой 

клеточной смерти, помимо апоптоза, некроптоза и ферроптоза. 

• Аутофагия-зависимая гибель клеток — лизосомальный путь 

деградации внутриклеточных органелл и белков. Выделяют три формы 

аутофагии: макро-аутофагия, микро-аутофагия и шаперон-опосредованная 

аутофагия [149].  

Микро-аутофагия более специфична, чем макро-аутофагия, и может 

быть вызвана сигнальными молекулами, присутствующими на поверхности 

поврежденных органелл, таких как митохондрии или пероксисомы, что 

приводит к специфическому слиянию лизосом с этими органеллами. 

Шаперон-опосредованная аутофагия избирательно направлена на 

белки, содержащие мотив KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln). Эти белки могут 

распознаваться шаперонами, такими как белок, сходный с белком теплового 

шока-70 (Нsc70), а затем подвергаться лизосомальной деградации [150]. 

Макро-аутофагия основана на образовании двухслойной мембранной 

везикулы (аутофагосомы), которая поглощает поврежденный материал, 

отделяя его от цитоплазмы, с последующим слиянием с лизосомами. При 

этом внутренняя мембрана аутофагосомы расщепляется, образуя 

аутолизосому, которая является однослойной везикулой. Аутофагический 

груз, заключенный в везикулу, разрушается лизосомальными гидролазами. 

Деградация позволяет как удалять поврежденный материал 

(денатурированные белки, поврежденные органеллы, микроорганизмы), так и 

повторно использовать переработанные питательные вещества для 

обеспечения нормальных клеточных процессов [149]. Образование 
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аутофагосом представляет собой очень сложный и регулируемый процесс, 

включающий многочисленные белки и сигнальные пути, такие как unc-51-

подобная киназа 1 (ULK)1 и несколько белков генов, связанных с аутофагией 

(Atg), которые регулируются протеинкиназой mTOR и белком 1, 

ассоциированным с микротрубочками, легкой цепи 3 (LC3) [151].  

Роль аутофагии как механизма выживания или смерти зависит от 

степени фотоповреждения, вызванного ФДТ. Возможность индукции 

аутофагии показана с использованием разных ФС, таких как синопорфирин 

натрия [152], вертепорфин [153], CPO, гиперицин и m-THPC [154].  

• Партанатос представляет собой связанную с митохондриями гибель 

клеток, не зависящую от активности каспаз и характеризующуюся 

гиперактивацией специфического компонента ответа на повреждение ДНК, а 

именно поли(АДФ-рибоза) полимеразы 1 (PARP1) [155].  

Было подтверждено, что ФДТ может индуцировать партанатос, с 

использованием в качестве ФС натриевой соли мезотетракис(4-

карбоксифенил)порфирина (Na-H2TCPP) и его цинкового комплекса (Na-

ZnTCPP) в эпителиальных клетках молочной железы человека MCF-10A 

[156]. 

• Параптоз — это тип клеточной смерти, характеризующийся 

появлением множества вакуолей, которые постепенно заполняют 

цитоплазму. Параптоз может наблюдаться после различных внешних 

раздражителей, включая химиотерапию [157, 158] и фотоповреждения ЭПР 

[153, 159].  

На сегодняшний день имеется ряд исследований, показывающих, 

возможное участие параптоза в гибели клеток при ФДТ с использованием в 

качестве ФС ряда соединений, включая NPe6, вертепорфин (BPD) и 

гиперицин, которые локализуются в лизосомах, митохондриях и ЭПР, 

соответственно [159-161].  

• Иммуногенная клеточная гибель (ICD) является всеобъемлющим 

термином, который включает в себя все типы гибели клеток, которые 
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способны активировать адаптивный иммунный ответ, специфичный против 

эндогенных (клеточных) или экзогенных (вирусных) антигенов, 

экспрессируемых умирающими клетками [162]. ICD может быть 

инициирована относительно ограниченным набором стимулов, включая 

вирусную инфекцию, некоторые химиотерапевтические средства, лучевую 

терапию и некоторые схемы фотодинамической терапии [162, 163].  

 Существуют другие виды запрограммированной клеточной смерти, 

такие как связанный с повышенной митохондриальной проницаемостью 

некроз, пироптоз, энтоз и связанная с нейтрофильными внеклеточными 

ловушками гибель клеток (нетоз) [85, 91]. К настоящему времени нет 

сведений о возможности их участия в гибели клеток при ФДТ, однако этот 

вопрос требует дальнейшего изучения. 

 

1.3.2. Непрямой механизм смерти клеток при ФДТ 

Помимо прямого цитотоксического эффекта при ФДТ имеют место 

сосудистые и иммунные механизмы противоопухолевого действия. 

Опухолевая сосудистая сеть является обычным путем распространения 

опухолевых клеток в отдаленные органы, а также способом получения 

питательных веществ и молекулярного кислорода, необходимых для их 

жизнедеятельности. В связис этим разрушение сети сосудов, снабжающих 

опухоль, может привести к гипоксии тканей, недостатку питательных 

веществ, голоданию и гибели опухолевых клеток. С другой стороны, 

необходимо отметить, что повреждение сосудов при применении ФДТ может 

фактически ограничить эффективность терапии, так как протекание 

фотохимических реакций зависит от присутствия кислорода [164]. 

Обобщенная гипотеза о механизмах, ведущих к стазу сосудов, 

начинается с повреждения эндотелиальных клеток при облучении 

фотосенсибилизированных тканей, что приводит к появлению тромбогенных 

участков в просвете сосуда. Это инициирует физиологический каскад 

реакций, включая агрегацию тромбоцитов, высвобождение вазоактивных 
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молекул, адгезию лейкоцитов, увеличение проницаемости сосудов и сужение 

прсвета сосудов. Эти эффекты в совокупности вызвают стаз кровотока [165, 

166].  

Было показано, что ФДТ на основе полигематопорфирина (РНР) или 5-

ALA [167], вертепорфина [168], протопорфирина IX (PpIX) [169] и 

липосомального AlClPc (алюминий-хлор-фталоцианин) [170] индуцировала 

значительное снижение перфузии сосудов опухоли, вызывала полную 

остановку кровотока через 6 часов после применения, изменение размера 

целевого сосуда и закрытие опухолевых сосудов из-за образования тромба, 

соответственно, что способствовало гибели опухолевых клеток при 

применении ФДТ. 

Кроме того, принципиально важной является способность 

противоопухолевой терапии стимулировать противоопухолевый иммунный 

ответ, поскольку последний существенно усиливает терапевтический эффект 

лечения. В последние десятилетия возросло количество научных работ, 

доказывающих способность ФДТ индуцировать ICD и активацию иммунной 

системы как на доклинических моделях [68], так и в клинических 

исследовниях [171].  

ФДТ в качестве индуктора ICD может активировать как врожденный, 

так и адаптивный иммунный ответ против опухолевых клеток (рис. 6). 

Важнейшими компонентами врожденной иммунной системы являются 

фагоциты: макрофаги, нейтрофилы и дендритные клетки (ДК), поскольку они 

являются продуцентами различных цитокинов, хемокинов и других 

медиаторов, а также способны активировать иммунные клетки, участвующие 

в развитии адаптивного иммунного ответа. Врожденный иммунный ответ 

против опухолевых клеток представляет собой многостадийный процесс, 

включающий высвобождение цитокинов, инициирование воспалительного 

ответа, активацию каскада комплемента и врожденных иммунных клеток 

[172].  

 



41 
 

 

Рис. 6. Активация противоопухолевого иммунного ответа при ФДТ [3] 

 

Фотодинамическое воздействие на опухолевую ткань вызывает 

окислительный стресс, приводит к изменениям в микроокружении и 

индуцирует выделение поврежденными/умирающими опухолевыми 

клетками связанных с повреждением молекулярных паттернов (DAMP), 

таких как кальретикулин (CALR) [173], АТФ [174], белок box 1 из группы с 

высокой подвижностью (HMGB1) [175],  интерферон (IFN) типа I [176], 

нуклеиновые кислоты [177] и аннексин А1 (ANXA1) [178]. Эти DAMP 

действуют как сигналы опасности и могут быть обнаружены клетками 

врожденного иммунитета путем взаимодействия с рецепторами CD91 и TLR 

на плазматической мембране последних. В результате наблюдается 

созревание иммунных клеток и наблюдается быстрая инфильтрация 

облученной области макрофагами, нейтрофильными гранулоцитами и ДК. 

Фактически, первым наблюдаемым ответом врожденного иммунитета после 

применения ФДТ является нейтрофилия [179]. Нейтрофилы играют важную 

роль в транспортировке и презентации опухолеспецифических антигенов 

CD4
+
 Т-хелперам и регулировании антигенспецифического ответа [180]. 
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Основную роль в активации адаптивного иммунитета играют дендритные 

клетки. Созревание ДК сопровождается морфологическими особенностями, 

такими как увеличение размера клеток и количества лизосом, 

фенотипическими особенностями, а именно высокой экспрессией на 

поверхности CD40, CD80, CD83, CD86 и главного комплекса 

гистосовместимости (MHC) I и II классов, а также функциональными 

признаками зрелости, такими как секреция IL-1β, усиление секреции IFN-γ и 

IL-12 и способность зрелых ДК индуцировать пролиферацию T-клеток [181, 

182]. Созревание ДК является ключевой стадией, которая превращает их в 

профессиональные антигенпрезентирующие клетки (APC), ответственные за 

стимуляцию адаптивного иммунного ответа.  

Созревание ДК сопровождается их миграцией в лимфатические узлы, 

где они презентируют опухоль-ассоциированные антигены (TAA, от англ. 

Tumor Associated Antigens) Т-клеткам. Презентация антигена может 

инициировать активацию наивных T-клеток, их дифференцировку в 

цитотоксические опухолеспецифические T-клетки (CD8
+
 CTL) и усиливать 

их пролиферацию [183]. CTL после активации непосредственно атакуют 

опухолевые клетки, приводя к их лизису, а также секретируют IFN-γ. Стоит 

отметить, что В-клетки также участвуют в противоопухолевом иммунитете, 

индуцированном ФДТ. После распознавания В-клетками опухоль- 

ассоциированных антигенов и активации они дают начало плазматическим 

клеткам, продуцирующим специфические антитела против оставшихся в 

организме опухолевых клеток [184]. 

В последние годы было предпринято много попыток расширить список 

ФС способных индуцировать ICD и вызывать противоопухолевый иммунный 

ответ при применении ФДТ. Примерами таких ФС являются фотофрин [106], 

гиперицин [108], ацетат бенгальского розового [110], гликоконъюгированный 

хлорин [114], 5-ALA [111], HPPH [113] и m-THPC [185]. Способность ФДТ 

вызывать иммунный ответ против различных видов рака стимулирует 

исследования, направленные на использование ФДТ в качестве индуктора 
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ICD для создания противоопухолевых вакцин на основе дендритных клеток, 

которые в последнее время рассматриваются как перспективная форма 

иммунотерапии рака [186].  

Таким образом, на сегодняшний день ФДТ является перспективным 

методом диагностики и лечения злокачественных новообразований с 

минимальными рисками развития неблагоприятных побочных эффектов. 

Сложность индуцируемых при ФДТ механизмов ответа клетки делает 

актуальным их дальнейшее изучение с целью создания единой картины 

развивающихся в клетке процессов и выяснения факторов, определяющих 

выбор клеткой того или иного пути гибели. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Клеточные культуры 

Исследования проводились на культурах клеток эпидермоидной 

карциномы кожи человека А431 (ИНЦ РАН), карциномы мочевого пузыря 

человека T24 (НИИ вирусологии РАМН), глиомы мыши GL261 

(предоставлена Университетом Гента, Бельгия). В ряде экспериментов 

использована полученная ранее в лаборатории стабильная линия A431-

Casper3BG, экспрессирующая генетически-кодируемый сенсор активации 

каспаз Casper3 BG (А431-Casper3 BG, Evrogen, Россия).  

Клетки культивировали на питательной среде DМЕМ (ПанЭко, Россия) 

с добавлением 2 мМ L-глутамина (ПанЭко, Россия) и 10% эмбриональной 

телячьей сыворотки (ПанЭко, Россия). При культивировании клеток GL261 к 

питательной среде добавляли 0,11 г/л пирувата натрия (Life Technologies, 

США).  

По завершении периода экспоненциального роста клетки А431, T24 и А431-

Casper3BG снимали с подложки раствором трипсин : ЭДТА (1:1) (ПанЭко, 

Россия); а клетки GL261 снимали с подложки раствором версена-трипсина 

(3:1), для промывки клеток использовали 10 мМ фосфатно-солевой буфер 

(PBS). Жизнеспособность клеток поддерживали в условиях СО2-инкубатора 

Shellab (Sheldon Manufacturing, США) при 37 °С в атмосфере 5% СО2. 

 

2.2. Исследуемые фотосенсибилизаторы 

В работе исследовали фотосенсибилизаторы, широко применяемые в 

настоящее время в клинической практике в России: Фотосенс
®
 (ФГУП ГНЦ 

НИОПИК, Россия), который представляет собой смесь ди-, три- и 

тетразамещенных фракций фталоцианина алюминия с числом сульфогрупп 

3,4 в дистиллированной воде (рис. 7А), и Фотодитазин
®
 (Вета-гранд, Россия), 

который представляет собой бис-N-метилглюкаминовую соль хлорина е6 

(рис. 7Б). 
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Рис. 7. Структурные формулы фотосенса (А) и фотодитазина (Б) 

 

2.3. Анализ спектральных свойств фотосенсибилизаторов 

При анализе спектральных свойств исследуемых 

фотосенсибилизаторов были получены их спектры поглощения и 

флуоресценции с использованием комбинированного планшетного 

спектрофотометра-спектрофлуориметра Synergy Mx (BioTek Instruments Inc., 

США). Измерения проводили для растворов соединений в воде, 

концентрация фотосенсибилизаторов составляла 5 мкМ. При регистрации 

спектров флуоресценции использовали возбуждение соединений в полосе 

Соре. 

 

2.4. Исследование внутриклеточной локализации фотосенси-

билизаторов  

Для анализа внутриклеточной локализации исследуемых 

фотосенсибилизаторов клетки рассевали на тонкодонные 96-луночные 

планшеты по 4×10
3
 клеток на лунку и инкубировали в течение ночи.  

Субклеточная локализация соединений была проанализирована с 

использованием флуоресцентных красителей, специфичных к различным 

клеточным органеллам, или трансфицированных клеточных линий: 

  LysoTracker Green DND-26 (Life Technologies, США) – 

окрашивает лизосомы; 
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  ER-Tracker Green (BODIPY FL glibenclamide) (Life Technologies, 

США) – окрашивает эндоплазматический ретикулум; 

  Mitotracker Green FM (Life Technologies, США) – окрашивает 

митохондрии; 

  BODIPY FL С5-ceramide complexed to BSA (Life Technologies, 

США) – окрашивает аппарат Гольджи; 

  клеточные линии А431-HyPer-cyto и А431-HyPer-mito, 

производные А431, экспрессирующие флуоресцентный белок HyPer в 

цитоплазме или митохондриях соответственно. 

Клетки инкубировали с исследуемыми фотосенсибилизаторами в 

концентрации 10 мкМ в течение 4-х часов при 37 °С.  

За 30 минут до окончания инкубации к клеткам добавляли краситель на 

лизосомы, митохондрии или эндоплазматический ретикулум в концентрации 

0,5 мкМ. По окончании инкубации проводили отмывку клеток путем замены 

среды.  

В случае с красителем для аппарата Гольджи, окрашивание проводили 

по окончании инкубации с фотосенсибилизаторами. Заменяли среду с 

фотосенсибилизаторами на среду с красителем в концентрации 5 мкМ и 

инкубировали в течение 30 минут при температуре 4 °С. Затем производили 

замену среды на свежую без красителя и инкубировали в течение 30 минут 

при температуре 37 °C. 

Изображения клеток были получены на системе лазерной 

сканирующей микроскопии Axio Observer Z1 LSM-710 DUO NLO (Carl Zeiss, 

Германия). Параметры съемки: длина волны возбуждения (λex) для 

красителей, специфических к различным клеточным органеллам, 488 нм, 

диапазон регистрации флуоресценции (λem) 500–560 нм; λex для фотосенса и 

фотодитазина 633 нм, λem 650–735 нм. 
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2.5. Определение темновой токсичности и фотодинамической 

активности фотосенсибилизаторов 

Для определения темновой токсичности и фотодинамической 

активности исследуемых фотосенсибилизаторов использовали метод МТТ-

теста [186], который применяется для измерения клеточной метаболической 

активности как показателя жизнеспособности клеток. Этот 

колориметрический анализ основан на восстановлении желтой тетразолиевой 

соли 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий бромида (МТТ) до 

кристаллов сине-фиолетового формазана метаболически активными 

клетками. Водонерастворимые кристаллы формазана растворяют используя 

органические растворители, например, диметилсульфоксид (ДМСО), и затем 

методом фотометрии определяют отношение оптической плотности 

полученного окрашенного раствора к контролю. Оптическая плотность 

раствора формазана проворциональна количеству жизнеспособных клеток 

[189].  

Для определения световой токсичности тестируемых соединений 

проводили облучение культур с помощью светодиодного излучателя, 

адаптированного для создания равномерного светового потока в стандартных 

96-луночных планшетах при прецизионном контроле температуры в ходе 

облучения культуры [190]. 

Клетки высаживали на 96-луночные культуральные планшеты в 

количестве 6×10
3
 на лунку и инкубировали в СО2-инкубаторе в течение 

суток. Затем в условиях темноты проводили замену культуральной среды на 

100 мкл бессывороточной среды с исследуемыми соединениями в различных 

концентрациях. По истечении 4-х часового периода инкубации проводили 

полную замену среды с фотосенсибилизатором на полноценную ростовую 

среду. Использовали два режима облучения: при длине волны 615-635 нм в 

дозе 20 Дж/см
2
 с плотностью мощности 20 мВт/см

2
 в течение 16 мин 40 

секунд, и при длине волны 655-675 нм в дозе 20 Дж/см
2
 с плотностью 

мощности 32 мВт/см
2
 в течение 10 мин 25 секунд. При исследовании 
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темновой токсичности планшеты с клетками аналогичное время 

выдерживали вне СО2-инкубатора в темноте.  

Оценка жизнеспособности клеточной культуры осуществляли через 

24 ч после облучения. В ростовую среду вносили МТТ-реагент (Alfa Aesar, 

Великобритания) в конечной концентрации 0,5 мг/мл и инкубировали клетки 

в течение 4 ч. Далее для растворения образовавшихся кристаллов формазана 

культуральную среду заменяли на 200 мкл ДМСО. 

Определение оптической плотности раствора осуществляли с 

использованием комбинированного планшетного спектрофотометра-

спектрофлуориметра Synergy Mx (BioTek Instruments Inc., США) на длине 

волны 570 нм. 

Анализ данных проводили с использованием программы GraphPad 

Prism (v. 6.01, GraphPad Software, Inc, США). Оценивали жизнеспособность 

клеток в каждой обработанной лунке планшета по отношению к контролю 

(клетки без добавления ФС). Полученные зависимости доза-эффект были 

аппроксимированы с использованием четырехпараметрической модели для 

логнормального распределения и дальше использованы для расчета 

концентрации ФС, приводящей к 50 %-му ингибированию роста клеточной 

культуры при выбранной дозе облучения (значения IC50, полумаксимальная 

ингибирующая концентрация). 

 

2.6. Исследование механизмов клеточной гибели 

Для анализа и подтверждения механизма клеточной гибели при 

фотодинамическом воздействии фотосенса и фотодитазина, использовали 

комплекс взаимодополняющих подходов, описанных ниже. 
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2.6.1. Исследование скорости пермеабилизации клеточной 

мембраны фотосенсибилизированных клеток 

Для анализа скорости гибели клеток при ФДТ была проведена серия 

экспериментов по мониторингу пермеабилизации мембраны после 

краткосрочного интенсивного фотодинамического воздействия.  

Использовали ФС в концентрации 10
-6

 М, приводящей при облучении к 

ингибированию роста клеточной культуры более чем на 90% (IC>90). С этой 

целью тонкодонную чашку Петри с культурой предобработанных ФС клеток 

размещали на предметном столике микроскопа и облучение проводили через 

объектив. Так как используемый микроскоп (п. 2.4) укомплектован лазером с 

длиной волны 633 нм, был проведен пересчет доз облучения с учетом 

спектра поглощения используемых фотосенсибилизаторов. Итоговые 

рассчитанные дозы были эквивалентны дозе 20 Дж/см
2
 в диапазоне 655-675 

нм, использованной в предыдущих экспериментах при проведении МТТ-

теста. При этом время облучения не превышало 1 минуты. В среду 

инкубации был внесен йодид пропидиума (PI), проникающий только в клетки 

с нарушенной целостностью плазматической мембраны, что позволяло 

мониторировать динамику его проникновения в облученные клетки.  

Конфокальные изображения получали через 10, 20, 40 и 60 минут после 

облучения. Флуоресценцию возбуждали при 633 нм и 488 нм для ФС и PI 

соответственно, а регистрацию флуоресценции осуществляли в диапазоне 

650–735 нм и 610-640 нм для ФС и PI соответственно. 

 

2.6.2. Метод ингибиторного анализа 

Для анализа механизма клеточной гибели использовали ингибиторы 

(Sigma-Aldrich, США), селективно блокирующие развитие апоптоза 

(панкаспазный ингибитор zVAD-fmk), некроптоза (ингибитор RIPK1 

некростатин-1s) или ферроптоза (ловушка липидных радикалов ферростатин-

1 и хелатор железа дефероксамин). 
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Клетки высаживали на 96-луночные культуральные планшеты в 

количестве 6×10
3
 на лунку и инкубировали в СО2-инкубаторе в течение 

суток. Затем в условиях темноты проводили замену культуральной среды на 

100 мкл бессывороточной среды, содержащей исследуемые соединения в 

концентрациях, соответствующих IC50, и ингибиторы апоптоза (25 мкМ 

zVAD-fmk), некроптоза (20 мкМ некростатин-1s) или ферроптоза (1 мкМ 

ферростатин-1 или 10 мкМ дефероксамин), инкубировали клетки в течение 4 

часов, после чего среду снова заменяли на среду без фотосенсибилизаторов, 

но с теми же ингибиторами. После этого культуру облучали в дозе 20 Дж/см
2 

или инкубировали вне СО2-инкубатора в темноте в течение аналогичного 

времени.  

Определение метаболической активности клеток с использованием 

МТТ-теста проводили по вышеописанной методике (п. 2.5) через 13 часов 

после облучения. Анализ данных проводили в программе GraphPad Prism 6. 

За 100% принято значение жизнеспособности клеток в контроле без 

обработки фотосенсибилизаторами или ингибиторами. При статистическом 

анализе отличий разных вариантов обработки использовали однофакторный 

дисперсионный анализ и t-критерий с поправкой Бонферрони с уровнем 

значимости p <0,05. 

 

2.6.3. Анализ экстернализации фосфатидилсерина на мембранах 

фотосенсибилизированных клеток 

Для определения экстернализации фосфатидилсерина на наружный 

слой клеточной мембраны при ответе клеток на фотодинамическое 

воздействие использовали метод проточной цитометрии с окраской клеток 

фосфатидилсерин-связывающим белком аннексином V, конъюгированным с 

флуоресцентным красителем FITC (AnxV-FITC), и йодидом пропидиума (PI), 

проникающим только в клетки с нарушенной целостностью плазматической 

мембраны. Экспонирование фосфатидилсерина на наружный слой мембраны 

долгое время считалось уникальной особенностью апоптотических клеток. 
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Однако, в последнее время, было показано экспонирование 

фосфатидилсерина при неапоптотических формах регулируемой гибели 

клеток, таких как некроптоз [191, 192]. 

Клетки А431 высаживали на 6-луночные культуральные планшеты в 

количестве 4×10
5
 на лунку и инкубировали в СО2-инкубаторе в течение 

суток. Затем культуральную среду в лунках заменяли на свежую 

бессывороточную, содержащую исследуемые соединения в концентрациях, 

соответствующих IC50, и клетки инкубировали в течение 4 часов. После этого 

среду снова заменяли на обычную ростовую среду, культуру облучали при 

длине волны 655-675 нм в дозе 20 Дж/см
2
 и инкубировали в течение 13 часов 

при 37 °С и 5% CO2. После окончания инкубации клетки снимали с подложки 

и окрашивали AnxV-FITC и PI с помощью набора FITC Annexin V Apoptosis 

Detection Kit I (BD Biosciences, США) в соответствии с рекомендациями 

производителя.  

Анализ образцов проводили методом проточной цитофлуориметрии с 

использованием цитофлуориметра-сортера FACS Aria III (BD, США). 

Флуоресценцию FITC и PI возбуждали лазером с длиной волны 488 нм. 

Регистрацию флуоресценции осуществляли в диапазоне 515–545 нм и 564–

606 нм для FITC и PI соответственно. 

В соответствии с окраской выделяли популяции клеток, 

соответствующие типам и стадиям гибели: живые клетки (Anx
-
, PI

-
), мѐртвые 

(Anx
+
, PI

+
) и (Anx

-
, PI

+
), а также клеток на стадии раннего апоптоза и 

некроптоза (Anx
+
, PI

-
).  

 

2.6.4. Визуализация активности каспазы 3 в клетках 

Для специфического подтверждения участия апоптоза в гибели клеток 

при фотодинамическом воздействии визуализировали предполагаемую 

активацию каспазы 3 с использованием линии клеток А431-Casper3 BG, 

экспрессирующей генетически-кодируемый каспаза-чувствительный сенсор 

Casper3 BG. 
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Принцип работы сенсора основан на физическом явлении 

флуоресцентного резонансного переноса энергии (FRET, от англ. Förster 

resonance energy transfer), который осуществляется между флуоресцентными 

белками сенсора TagBFP (донор) и TagGFP2 (акцептор), связанными 

полипептидным линкером с последовательностью DEVD. Специфическое 

распознавание данной последовательности каспазой  

3, активируемой из прокаспазы при развитии апоптоза, и последующее 

расщепление молекулы сенсора на два фрагмента приводит к нарушению 

FRET, исчезновению зеленой флуоресценции акцептора и увеличению синей 

флуоресценции донора при возбуждении в полосе поглощения последнего. 

Клетки А431-Casper3 BG высаживали на тонкодонные 96-луночные 

культуральные планшеты в количестве 6×10
3
 на лунку и инкубировали в 

СО2-инкубаторе в течение суток. Затем культуральную среду в лунках 

заменяли на свежую бессывороточную среду, содержащую исследуемые 

соединения в концентрациях, соответствующих IC50, и клетки инкубировали 

в течение 4 часов. После этого среду снова заменяли на обычную ростовую 

среду, культуру облучали при длине волны 655-675 нм в дозе 20 Дж/см
2
. 

Также анализировали влияние на клетки облучения в отсутствие 

фотосенсибилизаторов в среде. 

Конфокальные изображения получали через 13 часов после 

фотодинамического воздействия. Флуоресценция донорной части и 

акцепторной части Casper3 BG возбуждали при 405 нм, а регистрацию 

флуоресценции осуществляли в диапазоне 430-470 нм и 490-530 нм для 

донорной части и акцепторной части Casper3 BG соответственно. 

Распределение клеток по типу ответа сенсора Casper3 BG (наличие или 

отсутствие активации, исчезновение сигнала) после обработки фотосенсом и 

фотодитазином рссчитывали на основании анализа 25 полей зрения, обсчет 

проводили для 300-400 клеток для каждого варианта обработки. 
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2.6.5. Анализ активации перекисного окисления липидов  

Для подтверждения возможности участия ферроптоза в гибели клеток 

проведено исследование активации перекисного окисления липидов при 

фотодинамическом воздействии с ратиометрическим флуоресцентным 

зондом Bodipy™ 581/591 C11 (Invitrogen, США). При окислении 

ненасыщенного углеводородного хвоста данного зонда изменяется 

соотношение интенсивности его флуоресценции в зеленой и красной области 

спектра.  

Клетки высаживали на 6-луночные культуральные планшеты в 

количестве 4×10
5
 на лунку и инкубировали в СО2-инкубаторе в течение 

суток. Затем культуральную среду в лунках заменяли на свежую 

бессывороточную, содержащую исследуемые соединения в концентрациях, 

соответствующих IC50, и клетки инкубировали в течение 4 часов. После этого 

среду снова заменяли на обычную ростовую среду, культуру облучали при 

длине волны 655-675 нм в дозе 20 Дж/см
2
 и инкубировали в течение 13 часов 

при 37 °С и 5% CO2. После окончания инкубации культуры культуральную 

среду в лунках заменяли на свежую бессывороточную, содержащую 

Bodipy™ 581/591 C11 в концентрации 2,5 мкМ, и инкубировали клетки в 

течение 1 час при 37 °С и 5% CO2. Затем чего клетки снимали с подложки и 

центрифугировали при 1000 оборотах/мин в течение 5 минут. Осадок клеток 

ресуспендировали в 2 мл PBS для промывки клеток. Далее клетки осаждали 

центрифугированием в том же режиме, после чего осадок ресуспендировали 

в 500 мкл PBS. 

Анализ образцов проводили методом проточной цитофлуориметрии с 

использованием цитофлуориметра-сортера FACS Aria III (BD, США). 

Флуоресценцию Bodipy™ 581/591 C11 регистрировали в двух каналах: при 

возбуждении на 488 нм и регистрации сигнала в диапазоне 510–545 нм, а 

также при возбуждении на 561 нм и регистрации в диапазоне 590–620 нм. На 

основании полученных средних значений интенсивности сигналов в каждом 

из каналов рассчитывали их соотношение (I530/I610). Значение показателя 
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I530/I610 в контроле без обработки фотосенсибилизаторами принимали за 

100%. 

Анализ данных проводили в программе GraphPad Prism 6. При 

статистическом анализе отличий разных вариантов обработки использовали 

однофакторный дисперсионный анализ и t-критерий с поправкой 

Бонферрони с уровнем значимости p <0,05. 

 

2.6.6. Анализ фосфорилирования MLKL  

Для специфического подтверждения участия некроптоза в гибели 

клеток при фотодинамическом воздействии использовали метод вестерн-

блота с детектированием присутствии фосфорилированной формы киназного 

домена смешанной линии, подобного псевдокиназе (pMLKL) в клеточных 

лизатах.  

 

2.6.6.1. Получение клеточых лизатов и определение количества 

белка 

Клетки высаживали на 6-луночные культуральные планшеты в 

количестве 4×10
5
 на лунку и инкубировали в СО2-инкубаторе в течение 

суток. Затем культуральную среду в лунках заменяли на свежую 

бессывороточную, содержащую исследуемые соединения в концентрациях, 

соответствующих IC50, и клетки инкубировали в течение 4 часов. После этого 

среду снова заменяли на обычную ростовую среду, культуру облучали при 

длине волны 655-675 нм в дозе 20 Дж/см
2
 и инкубировали в течение 13 часов 

при 37 °С и 5% CO2. После окончания инкубации культуры клетки снимали с 

подложки лизирующим буфером (0,5% NP-40, 0,5% Triton X-100, 50 мМ 

Трис-HCL рН 7,5, 150 мМ NaCL, 2 мМ ЭДТА и cOmplete™, Mini Protease 

Inhibitor Cocktail по 1 таблетке на 10 мл буфера) и инкубировали на льду в 

течение 30 минут. После этого определяли концентрацию общего белка в 

пробах с использованием Pierce™ BСA protein assay kit (Thermo Scientific, 
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США) в соответствии с инструкцией производителя. Для электрофореза 

использовали пробы в объеме, содержащем 20 мкг белка.   

 

2.6.6.2.  Электрофорез белков в полиакриламидном геле и 

перенос белков на мембрану 

Для нанесения на электрофорез пробы клеточных лизатов разбавляли в 

соотношении 4:1 пятикратным буфером для образцов (250 мМ Трис-HCl рН 

6,8, 10% додецилсульфат натрия (SDS, от англ. sodium dodecyl sulfate), 0,5% 

бромфеноловый синий, 50% глицерол и 20% β-меркаптоэтанол) и нагревали 

20 минут при 99 °C.  

В качестве маркера молекулярной массы использовали маркер 

PageRuler (Thermo Scientific, США) с молекулярной массой рекомбинантных 

белков от 10 до 180 кД. Для разделения белков использовали 8% 

полиакриламидные разделяющие гели. В качестве электродного буфера 

использовали 192 мМ трис и 25 мМ глицин, рН 8,3, и 0,1% SDS. При 

проведении электрофореза использовали источник питания PowerPac Basic, 

при постоянном напряжении 250 В в течение 40 минут (Bio-Rad, США).  

Перенос белков из полиакриламидного геля на Immobilon
®
-P PVDF 

мембрану с размером пор 0,45 мкм (Merck, Германия) проводили с 

использованием системы блоттинга Trans-Blot
®
 Turbo™ (Bio-Rad, США) при 

силе тока 2,5 А и постоянном напряжении 25 В в течение 7 минут. В качестве 

электродного буфера для блота использовали 192 мМ трис и 25 мМ глицин, 

рН 8,3, и 20% этанол. После переноса мембрану отмывали в течение 5 минут 

раствором TBS (20 мМ Трис и 150 мМ NaCl), pH 7,5. 

 

2.6.6.3. Блокировка, окраска и визуализация белков 

Для блокировки неспецифичного связывания антител мембрану 

инкубировали в течение 3 часа в буфере TBS, содержащем 5% 

обезжиренного сухого молока. Затем заблокированную мембрану помещали 
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в раствор первичных антител, разведенных в блокировочном растворе, и 

инкубировали на шейкере при 4 °C в течение ночи. В качестве первичных 

антител использовали: поликлональные антитела кролика против С-конца 

MLKL ab172868 (1:1000, Abcam, Великобритания); моноклональные 

антитела кролика против MLKL (фосфо S345) ab196436 (pMLKL) (1:1000, 

Abcam, Великобритания) и поликлональные антитела кролика против бета 

тубулина (1:1000, Abcam, Великобритания) для нормировки загрузки блотов. 

Избыток антител отмывали 2 раза по 10 минут в буфере TBS с добовлением 

0,05% Tween 20 и затем один раз 10 минут в буфере TBS. После этого 

мембрану инкубировали с вторичным антителом (антитела осла против 

кроличьих IgG, 1:4000, GE Healthcare, Великобритания) в блокировочном 

растворе при комнатной температуре в течение 1 часа. Избыток вторичных 

антител также отмывали в описанном режиме. 

Для визуализации использовали хемолюминесцентный субстрат Clarity 

Max™ Western ECL (Bio-Rad, США), люминесценцию регистрировали при 

помощи прибора ChemiDoc™ (Bio-Rad, США). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1. Фотофизические свойства исследуемых фотосенси-

билизаторов 

Оба исследуемых соединения показали наличие в спектре поглощения 

максимумов в коротковолновой области спектра (350-400 нм), известной как 

полоса Соре, и в длинноволновой (красной) области спектра, известной как 

Q-полоса (рис. 8, таблица 2). 

Фталоцианин фотосенс демонстрирует преобладанием длинноволновой 

Q-полосы на длине волны 678 нм. Коэффициент молярной экстинкции (ε) в 

этой области спектра составил 3×10
5
 л×моль

-1
×см

-1
 (таблица 2). 

Фотодитазин, относящийся к производным хлорина, характеризуется 

преобладанием коротковолновой полосы Соре на длине волны 404 нм и 

имеет слабую линию поглощения на длине волны 643 нм, что типично для 

этой группы красителей [193]. Коэффициенты молярной экстинкции 

составили 3×10
5
 л×моль

-1
×см

-1
 и 4,6×10

4
 л×моль

-1
×см

-1
 соответственно  

(таблица 2). 

 

 

Рис. 8. Спектры поглощения и флуоресценции исследуемых 

фотосенсибилизаторов  

 

Флуоресценция фотосенса и фотодитазина в водном растворе 

зарегистрирована на длине волны 690 и 650 нм соответственно (рис. 8).  
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Таблица 2 

Спектральные свойства исследуемых фотосенсибилизаторов 

ФС Максимум поглощения, нм ε, 

л×моль
-1

 

×см
-1 

Максимум 

флуоресценции, 

нм 
Коротковолновая 

область спектра 

Красная область 

спектра 

Фотосенс 350  678  3×10
5
 690  

Фотодитазин 

404  

643  4,6×10
4
 650  

 

По данным литературы, исследуемые соединения характеризуются 

высоким квантовым выходом генерации синглетного кислорода (φ∆). Было 

показано, что φ∆ составляется 0.42 для фотосенса [194] и 0.56 для 

фотодитазина [195]. Квантовый выход флуоресценции φF фталоцианиновых и 

хлориновых соединений существенно отличается. Если, величина φF 

тетрасульфоната фталоцианина алюминия (AlPcS4) составляет 0,56 в 

растворе диметилформамида [196], 0,51 в этаноле и 0,37 в PBS [197], то в 

случае хлорина е6 (ce6) φF составляет 0.18 в биологическом растворе (pH= 

7.4) [198] и 0.77 в этаноле [199]. 

 

3.2. Внутриклеточная локализация фотосенсибилизаторов  

Различие в молекулярной структуре фотосенсибилизаторов определяет 

их особые биологические свойства, а именно, внутриклеточную локализацию 

и фотодинамическую активность. Локализация исследуемых 

фотосенсибилизаторов была исследована на клетках эпидермоидной 

карциномы человека A431 и глиомы мыши GL261.  

Показано, что локализация фотосенса и фотодитазина существенно 

отличается. Для определения областей преимущественного накопления 

фотосенсибилизаторов был проведен анализ солокализации флуоресцентных 

сигналов ФС с сигналом красителей, специфически окрашивающих 
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различные клеточные органеллы, такие как лизосомы, ЭПР, митохондрии и 

аппарат Гольджи, или с сигналом флуоресцентного белка HyPer, 

экспрессирующего в цитоплазме или митохондриях трансфицированных 

клеточных линий, производных линии А431.  

Для обеих исследованных клеточных линий получены аналогичные 

результаты. Показано, что основным местом локализации фотосенса в 

клетках являются лизосомы и другие везикулы, предположительно 

эндосомы. В таких органеллах как митохондрии, ЭПР, аппарат Гольджи и 

цитоплазма клеток его присутствие практически не зарегистрировано (рис. 

9А). Для фотодитазина была зарегистрирована локализация в клеточных 

мембранных структурах, таких как ЭПР и аппарат Гольджи (рис. 9Б). 

Разница в распределении соответствует физико-химическим свойствам 

выбранных соединений. Так, установленная локализация фотодитазина 

согласуется с его свойствами амфифильного соединения с асимметричной 

полярностью и показанной ранее способностью проникать через липидный 

бислой плазматической мембраны с последующим перераспределением в 

мембранах органелл [200, 201]. Напротив, фотосенс является анионным 

гидрофильным соединением; ранее в ряде работ также показана локализация 

его аналога сульфированного фталоцианина алюминия AlPcS2a [202] и 

самого фотосенса [203] в основном во внутриклеточных везикулах, а именно 

в лизосомах клеток. 

Предполагается, что внутриклеточная локализация 

фотосенсибилизатора является одним из ключевых факторов, определяющих 

клеточный ответ на фотоповреждение, судьбу клетки и, в случае еѐ гибели, 

тип развивающейся клеточной смерти [4]. В настоящие время 

фотосенсибилизаторы, которые преимущественно локализуются в ЭПР, 

имеют особое значение для ФДТ, так как они могут индуцировать так 

называемый ЭПР-стресс и дают возможность развития иммуногенной 

клеточной гибели. В последнем случае происходит активация 

противоопухолевого иммунитета через сигнальный механизм опасности, 
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вызванный активацией/выбросом DAMP [68], что улучшает эффективности 

ФДТ в элиминации опухолевых клеток. 

Таким образом, подтвержденные различия в характере распределения 

фотосенсибилизаторов в клетке позволяют сравнивать ответ клеток на 

фотодинамическое воздействие при первичном повреждении разных 

компартментов. 

 

 

Рис. 9. Внутриклеточная локализация фотосенса (А) и фотодитазина (Б) в 

клетках А431. Для солокализационного анализа окрашены цитоплазма клеток 

(белок HyPer), лизосомы (LysoTracker Green), митохондрии (белок HyPer с 

органелло-специфичной экспрессией), аппарат Гольджи (BODIPY FL С5-

ceramide), ЭПР (ER-Tracker). Красный канал – флуоресценция ФС, зеленый 

канал – флуоресценция красителей органелл. Масштабная линейка 20 мкм. 

Внизу показаны профили флуоресцентного сигнала вдоль отрезков, 

указанных белой стрелкой на изображениях. Ifl – интенсивность 

флуоресценции; D – дистанция вдоль указанного отрезка  
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3.3. Темновая токсичность и фотодинамическая активность 

фотосенсибилизаторов 

Для исследуемых соединений была проанализирована возможность 

индукции смерти опухолевых клеток разного происхождения при 

краткосрочной инкубации (4 часа) в различных концентрациях в темноте, а 

также при облучении в дозе 20 Дж/см
2
. Анализ цитотоксичности проводился 

через 24 часа после облучения методом МТТ-теста.  

Фотодинамическая активность фотосенса и фотодитазина была 

проанализирована в отношении клеток линий А431, Т24 и глиомы мыши 

GL261 (рис. 10 и таблица 3).  

Инкубация клеток А431 и Т24 в темноте не выявила негативного 

действия фотосенса в концентрациях до 50 мкМ. В случае фотодитазина 

отмечено более высокое токсическое действие в отношении А431, при этом 

инкубация с данным соединением в концентрациях, превышающих 5 мкМ, 

приводила к снижению жизнеспособности культуры. 

 Клетки линий А431 и Т24 показали схожие дозозависимые ответы на 

фотодинамическое воздействие фотосенсибилизаторов. Облучение с длиной 

волны 655-675 нм в дозе 20 Дж/см
2
 приводило к гибели клеток при 

концентрациях более 70 нМ и 100 нМ для фотосенса и фотодитазина, 

соответственно (рис. 10). Значения IC50, соответствующие концентрации ФС, 

приводящей к 50% ингибированию роста клеточной культуры, представлены 

в таблице 3.  

Фотодинамическая активность фотосенса и фотодитазина была также 

проанализирована в отношении клеток глиомы мыши GL261. Инкубация в 

темноте с данными соединениями в концентрациях, превышающих 10 мкМ, 

приводила к заметному снижению жизнеспособности культуры. В случае 

клеток GL261 было использовано облучение при длине волны 615-635 нм, 

также в дозе 20 Дж/см
2
, которое приводило к гибели клеток при 

концентрациях ФС, не превышающих 1 мкМ (рис. 10, таблица 3). 
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Рис. 10. Эффективность индукции клеточной смерти на культурах клеток 

А431, Т24 и GL261 в зависимости от концентрации ФС в темноте и при 

облучении в дозе 20 Дж/см
2
. Показаны типичные зависимости из 3-5 

независимых экспериментов. Планки погрешностей представлены 

стандартным отклонением (n=3) 
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Таблица 3 

Значения IC50 для исследуемых фотосенсибилизаторов при облучении в дозе  

20 Дж/см
2
 в отношении линий опухолевых клеток разного происхождения 

 

Фотосенсибилизатор 

Полумаксимальная ингибирующая 

концентрация IC50
1, мкМ 

А431 Т24 GL261 

Фотосенс 
0,045 

(0,036; 0,046) 

0,075 

(0,067; 0,085) 

0,96 

(0,79; 1,18) 

Фотодитазин 
0,099 

(0,076; 0,13) 

0,085 

[0,061; 0,093) 

0,80 

(0,67; 0,92) 

1 – для расчета IC50 использована модель логнормального распределения, 

указаны средние значения и границы 95% доверительного интервала 

 

Необходимо отметить, что фотоиндуцированная токсичность 

существенно зависит от типа опухолевых клеток, дозы облучения и 

спектральных характеристик используемого источника света. Результаты 

других исследователей по фотодинамической активности 

фотосенсибилизаторов демонстрируют, что инкубация клеток A431 в 

темноте с AlPcS4 показывает небольшое снижение выживаемости клеток при 

концентрациях более 100 мкМ, тогда как при облучении доза, приводящая к 

смерти 50% клеточной культуры, составляет более 1 мкМ [204]. Кроме того, 

индуцированное фотосенсом (10 мкг/мл) подавление жизнеспособности в 

клетках T24 на 50% выявлено после облучения дозой 4-5 Дж/см
2
 [203]. В 

случае фотодитазина для клеток Т24 проявилась темновая цитотоксичность 

при высокой концентрации (IC50=10
-4,5

 моль/л), тогда как IC50 при облучении 

составляет 10
-6,3

 моль/л [205].  
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3.4. Анализ механизмов клеточной гибели 

3.4.1. Морфологические особенности фотосенсибилизированных 

клеток и скорость пермеабилизации клеточной мембраны  

С целью проверки вероятности участия регулируемых типов гибели 

клеток при фотодинамическом воздействии исследуемых 

фотосенсибилизаторов на первом этапе был проведен анализ скорости 

гибели опухолевых клеток. Была проведена серия экспериментов по 

мониторингу пермеабилизации мембраны клеток А431 и Т24 после 

краткосрочного интенсивного фотодинамического воздействия. В данном 

эксперименте были использованы концентрации ФС, приводящие к гибели 

более 90% клеток (10
-6

 М). 

В среду инкубации был внесен йодид пропидиума (PI), проникающий 

только в клетки с нарушенной целостностью плазматической мембраны, что 

позволяло мониторировать динамику его проникновения в клетки при 

облучении. 

Облучение фотосенсибилизированных клеток в экстремальных дозах 

приводило к появлению выраженных морфологических изменений даже в 

течение очень короткого интервала времени, при этом необходимо отметить 

различие в морфологии клеток при действии фотосенса и фотодитазина, 

показанное для всех исследованных линий, А431, Т24 и GL261 (рис. 11). В 

случае фотосенса наблюдается сжимание клеток, характерна сильная степень 

вакуолизации цитоплазмы и формирование объемных мембранных пузырей, 

тогда как для клеток, обработанных фотодитазином, формирования пузырей 

практически не наблюдалось, отмечена грануляция цитоплазмы, «фиксация» 

клеток и в некоторых случаях ошаривание. 
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Рис. 11. Морфология клеток А431, Т24 и GL261, предобработанных 

фотосенсом и фотодитазином и облученных в дозе 20 Дж/см2. В случае 

GL261 в среде инкубации присутствует PI (показан голубым), проникающий 

в мертвые клетки. Размер кадра 50×50 мкм 

 

Показано, что ответ клеток на фотодинамическое воздействие с 

исследуемыми фотосенсибилизаторами принципиально различался по 

динамике пермеабилизации мембраны (рис. 12-16). Так, в случае фотосенса, 

проникновение PI в большинство клеток (около 25-30%) наблюдалось через 

20-30 минут после облучения, при этом даже через 60 минут окрашивание 

популяции клеток было неполным, около 60% общего количества клеток 

(рис. 12, 14, 15).  

В то же время, при использовании фотодитазина потеря целостности 

мембраны наблюдалось существенно раньше, через 10 минут после 

облучения более 75% ядер клеток было окрашено, а через 20 минут 

окрашивание PI наблюдалось во всех клетках популяции (рис. 13, 14, 16). 
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Рис. 12. Анализ скорости пермеабилизации мембраны клеток А431, 

предобработанных фотосенсом в концентрации 10
-6

 М и облученных в дозе 

20 Дж/см
2
. В среде инкубации присутствует PI, проникающий в клетки в 

случае нарушения целостности плазматической мембраны. Показаны 

изображения клеток в проходящем свете, флуоресценция фотосенса (λex 633 

нм, λem 650–735 нм, красный), флуоресценция PI (λex 488 нм, λem 610-640 нм, 

голубой) и их наложение. Размер кадра 50×50 мкм 
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Рис. 13. Анализ скорости пермеабилизации мембраны клеток А431, 

предобработанных фотодитазином в концентрации 10
-6

 М и облученных в 

дозе 20 Дж/см
2
. В среде инкубации присутствует PI, проникающий в клетки в 

случае нарушения целостности плазматической мембраны. Показаны 

изображения клеток в проходящем свете, флуоресценция фотодитазина (λex 

633 нм, λem 650–735 нм, красный), флуоресценция PI (λex 488 нм, λem 610-640 

нм, голубой) и их наложение. Размер кадра 50×50 мкм 

 

 

Рис. 14. Доля клеток А431 с 

нарушенной целостностью 

мембраны через различное время 

после фотодинамического 

воздействия с фотосенсом и 

фотодитазином (10
-6

 М, 20 

Дж/см
2
); n=40 для каждого 

варианта обработки 
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Рис. 15. Анализ скорости пермеабилизации мембраны клеток Т24, 

предобработанных фотосенсом в концентрации 10
-6

 М и облученных в дозе 

20 Дж/см
2
. В среде инкубации присутствует PI, проникающий в клетки в 

случае нарушения целостности плазматической мембраны. Показаны 

изображения клеток в проходящем свете, флуоресценция фотосенса (λex 633 

нм, λem 650–735 нм, красный), флуоресценция PI (λex 488 нм, λem 610-640 нм, 

голубой) и их наложение. Размер кадра 50×50 мкм 
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Рис. 16. Анализ скорости пермеабилизации мембраны клеток Т24, 

предобработанных фотодитазином в концентрации 10
-6

 М и облученных в 

дозе 20 Дж/см
2
. В среде инкубации присутствует PI, проникающий в клетки в 

случае нарушения целостности плазматической мембраны. Показаны 

изображения клеток в проходящем свете, флуоресценция фотодитазина (λex 

633 нм, λem 650–735 нм, красный), флуоресценция PI (λex 488 нм, λem 610-640 

нм, голубой) и их наложение. Размер кадра 50×50 мкм 

 

С учетом полученных результатов было сделано предположение, что 

соединения с различной локализацией могут запускать в клетках разные 

каскады событий, что, в конечном итоге, выражается в различном механизме 

гибели клеток. Наличие временного промежутка между облучением и 

нарушением целостности клеточной мембраны в случае фотосенса 

свидетельствует о том, что гибель клеток не является следствием 

нерегулируемого разрыва мембраны вследствие сильного воздействия 

(некроз), а представляет собой результат регулируемого процесса.  

Для установления механизма клеточной гибели при фотодинамическом 

воздействии фотосенса и фотодитазина были использован спектр 
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взаимодополняющих подходов. Очевидно, что тип гибели будет зависеть от 

интенсивности воздействия. Если при очень интенсивных воздействиях, 

приводящих к гибели подавляющего большинства клеток культуры, стоит 

ожидать нерегулируемой смерти (нерегулируемый некроз) [206], то при 

более слабых воздействиях может существенно возрастать вклад различных 

видов регулируемой клеточной смерти. В связи с этим в последующей работе 

нами были использованы концентрация фотосенсибилизатора и режим 

облучения, приводящие к гибели 50% клеток. На основании анализа 

представленных в литературе сведений мы сконцентрировались на 

исследовании возможности участия в фотоиндуцированной гибели клеток 

таких видов смерти как апоптоз, некроптоз и ферроптоз. 

 

3.4.2. Ингибиторный анализ 

С целью предварительного определения типа гибели клеток, 

индуцируемой при фотодинамическом воздействии исследуемых 

фотосенсибилизаторов, был проведен ингибиторный анализ с 

использованием соединений, селективно блокирующих различные виды 

регулируемой клеточной смерти: панкаспазного ингибитора zVAD-fmk, 

селективно блокирующего развитие апоптоза; ингибитора RIPK1 

некростатина-1s (Nec-1s), блокирующего развитие некроптоза; ловушки 

липидных радикалов ферростатина-1 (Ferr-1) и хелатора железа 

дефероксамина (DFO), блокирующих развитие ферроптоза.  

Для проверки влияния ингибиторов и диметилсульфоксида (ДМСО), 

использованного в качестве растворителя при приготовлении растворов 

ингибиторов, на жизнеспособность культур клеток в темноте и при 

облучении, клетки предынкубировали в среде с тем или иным ингибитором в 

течение 4 часов, после чего культуру облучали или инкубировали вне СО2-

инкубатора в темноте в течение аналогичного времени. Жизнеспособность 

оценивали через 13 часов после облучения методом МТТ. Было показано, что 

ни один из ингибиторов в использованных концентрациях сам по себе, в 
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отсутствие ФС, не оказывал какого-либо значимого влияния на 

жизнеспособность культур клеток при инкубации в течение 13 часов, как в 

темноте, так и при облучении в дозе 20 Дж/см
2
, также не показано влияния 

ДМСО (рис. 17). 

 

Рис. 17. Жизнеспособность клеток А431 в присутствии ингибиторов 

клеточной смерти в темноте и при облучении в дозе 20 Дж/см
2
 (hʋ); ДМСО – 

обработка диметилсульфоксидом в концентрации 0,2%; zVAD-fmk – 

обработка 25 мкМ панкаспазным ингибитором zVAD-fmk; nec-1s – обработка 

20 мкМ некростатином-1s; fer-1 – обработка 1 мкМ ферростатином-1; DFO – 

обработка 10 мкМ дефероксамином. За 100% принято значение 

жизнеспособности клеток в контроле без добавления ингибиторов 

(обозначено пунктиром). Планки погрешностей представлены стандартным 

отклонением (n≥3) 

 

Тип гибели клеток, индуцируемой при фотодинамическом воздействии 

фотосенса и фотодитазина, был проанализирован в отношении клеток линий 

А431, Т24 и GL261. Жизнеспособность культуры клеток оценивали в 

присутствии ингибиторов клеточной смерти в темноте и при облучении в 

дозе 20 Дж/см
2
 через 13 часов после облучения. 

В случае клеток А431 было показано, что при действии фотосенса 

панкаспазный ингибитор zVAD-fmk и ферростатин-1 существенно повышали 

жизнеспособность культуры клеток (рис. 18). При действии фотодитазина 

наряду с действием zVAD-fmk показано существенное увеличение 

выживаемости клеток в присутствии некростатина-1s, блокирующего 

развитие некроптоза (рис. 18). 
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Рис. 18. Влияние ингибиторов клеточной смерти на жизнеспособность 

культуры клеток А431 при обработке фотосенсом и фотодитазином в темноте 

и при облучении в дозе 20 Дж/см
2
. ФС – обработка клеток 

фотосенсибилизатором в концентрации IC50; hʋ – облучение в дозе 20 

Дж/см
2
; 

 
ДМСО – обработка диметилсульфоксидом в концентрации 0,2%; 

zVAD-fmk – обработка 25 мкМ панкаспазным ингибитором zVAD-fmk; nec-

1s – обработка 20 мкМ некростатином-1s; fer-1 – обработка 1 мкМ 

ферростатином-1; DFO – обработка 10 мкМ дефероксамином. За 100% 

принято значение жизнеспособности клеток в контроле без обработки ФС 

или ингибиторами (обозначено пунктиром). *, ** – статистически значимое 

отличие указанных вариантов обработки (t-критерий с поправкой 

Бонферрони, p <0,05). Планки погрешностей представлены стандартным 

отклонением (n≥3) 

 

Похожее действие показано для ингибиторов смерти и в отношении 

клеток Т24. При действии фотосенса ферростатин-1 существенно повышал 

жизнеспособность культуры клеток. Тем не менее, стоит отметить 

тенденцию к снижению эффективности фотодинамической индукции 

клеточной смерти при действии zVAD-fmk и дефероксамина (рис. 19). В 

случае фотодитазина показано защитное действие некростатина-1s. Кроме 

этого, выявлена тенденция к снижению эффективности фотодинамической 

индукции клеточной смерти при действии zVAD-fmk (рис. 19). 
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Рис. 19. Влияние ингибиторов клеточной смерти на жизнеспособность 

культуры клеток Т24 при обработке фотосенсом и фотодитазином в темноте 

и при облучении в дозе 20 Дж/см
2
. ФС – обработка клеток 

фотосенсибилизатором в концентрации IC50; hʋ – облучение в дозе 20 

Дж/см
2
; 

 
ДМСО – обработка диметилсульфоксидом в концентрации 0,2%; 

zVAD-fmk – обработка 25 мкМ панкаспазным ингибитором zVAD-fmk; nec-

1s – обработка 20 мкМ некростатином-1s; fer-1 – обработка 1 мкМ 

ферростатином-1; DFO – обработка 10 мкМ дефероксамином. За 100% 

принято значение жизнеспособности клеток в контроле без обработки ФС 

или ингибиторами (обозначено пунктиром). * – статистически значимое 

отличие указанных вариантов обработки (t-критерий с поправкой 

Бонферрони, p <0,05). Планки погрешностей представлены стандартным 

отклонением (n≥3) 

 

В случае клеток глиомы GL261 было показано, что при действии 

фотосенса как ферростатин-1 и дефероксамин, блокирующие развитие 

ферроптоза, так и панкаспазный ингибитор zVAD-fmk существенно 

повышали жизнеспособность культуры клеток (рис. 20). Тогда как, при 

действии фотодитазина защитный эффект выявлен только для панкаспазного 

ингибитора zVAD-fmk (рис. 20). 
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Рис. 20. Влияние ингибиторов клеточной смерти на жизнеспособность 

культуры клеток GL261 при обработке фотосенсом и фотодитазином в 

темноте и при облучении в дозе 20 Дж/см
2
. ФС – обработка клеток 

фотосенсибилизатором в концентрации IC50; hʋ – облучение в дозе 20 

Дж/см
2
; 

 
ДМСО – обработка диметилсульфоксидом в концентрации 0,2%; 

zVAD-fmk – обработка 25 мкМ панкаспазным ингибитором zVAD-fmk; nec-

1s – обработка 20 мкМ некростатином-1s; fer-1 – обработка 1 мкМ 

ферростатином-1; DFO – обработка 10 мкМ дефероксамином. За 100% 

принято значение жизнеспособности клеток в контроле без обработки ФС 

или ингибиторами (обозначено пунктиром). *, ** – статистически значимое 

отличие указанных вариантов обработки (t-критерий с поправкой 

Бонферрони, p <0,05). Планки погрешностей представлены стандартным 

отклонением (n≥3) 

 

Таким образом, эффективность защитного действия ингибиторов 

разных типов клеточной смерти качественно отличается в случае 

фотосенсибилизации разными соединениями. Это подтверждает сделанное 

нами предположение о том, что тип индуцированной гибели клеток зависит 

от физико-химических свойств фотодинамического соединения и его 

внутриклеточной локализации. Так, по данным ингибиторного анализа оба 

исследованные соединения могут вызывать апоптоз, в тоже время, в случае 

фотосенса показан значительный вклад ферроптоза, а при действии 

фотодитазина показано участие некроптоза.  
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3.4.3. Анализ экстернализации фосфатидилсерина на мембранах 

фотосенсибилизированных клеток  

Одном из принципиальных признаков апоптоза считается выход 

фосфатидилсерина на наружную сторону плазматической мембраны. Для 

определения экстернализации фосфатидилсерина при ответе клеток А431 на 

фотодинамическое воздействие фотосенса и фотодитазина использовали 

метод проточной цитометрии.  Клетки окрашивали фосфатидилсерин-

связывающим белком аннексином V, конъюгированным с флуоресцентным 

красителем FITC (AnxV-FITC) и йодидом пропидиума (PI), проникающим 

только в мѐртвые клетки с нарушенной целостностью плазматической 

мембраны.  

Экспонирование фосфатидилсерина на наружный слой мембраны 

долгое время считалось уникальной особенностью апоптотических клеток. 

Однако в последнее время было показано экспонирование фосфатидилсерина 

при неапоптотических формах регулируемой гибели клеток, таких как 

некроптоз [191, 192]. Детектирование апоптотических и некроптотических 

клеток обеспечивается за счет регистрации флуоресценции красителя, 

связанного с аннексином. 

На рисунках 21 и 22 показано, что через 13 часов после облучения в 

дозе 20 Дж/см
2
 культуры фотосенсибилизированных клеток А431 количество 

живых клеток (Anx
-
, PI

-
) не превышало 40-50% и 30-40% для фотосенса и 

фотодитазина соответственно, что существенно ниже аналогичных значений 

в контроле (90-95%). Отметим, что подсчет «событий» методом проточной 

цитометрии как правило приводит к занижению доли живых клеток в случае 

фрагментации погибщих клеток или выделения апоптотических телец.  

Наличие лишь незначительного количества некротических клеток, 

окрашенных PI, но не окрашенных AnxV-FITC (Anx
-
, PI

+
), подтверждает 

предположение об индукции различных видов регулируемой клеточной 

смерти, поскольку нерегулируемый некроз является быстрым процессом и не 

требует значительного времени в масштабах клеточной жизни.  
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Это согласуется с присутствием в культурах большого количества 

сохранивших целостность клеток (Anx
+
, PI

-
), находящихся на стадии раннего 

апоптоза или некроптоза. Их количество достигало 40-50% для обоих 

исследуемых соединений. 

Данный метод не позволяет разделить клетки на поздних стадиях 

развития смерти (Anx
+
, PI

+
) и определить, погибли они вследствие апоптоза, 

некроптоза или другого вида гибели. Количество таких клеток в культуре 

составляло 10-15% и 25-30% для фотосенса и фотодитазина соответственно.  

 

 

Рис. 21. Анализ выхода фосфатидилсерина на наружную поверхность 

мембраны клеток А431 при обработке фотосенсом и фотодитазином в 

концентрациях, соответствующих IC50, через 13 часов после облучения в дозе 

20 Дж/см
2
. Клетки окрашены PI и AnxV-FITC и проанализированы методом 

проточной цитометрии. Показано типичное распределение в одном из 3 

независимых экспериментов 

 

 

Рис. 22. Распределение клеток А431 по стадиям смерти после обработки 

фотосенсом и фотодитазином (IC50, 20 Дж/см
2
, 13 часов после облучения).  

Представлена доля живых клеток (Anx
-
, PI

-
), находящихся на стадии раннего 

апоптоза и некроптоза (Anx
+
, PI

-
) и мѐртвых клеток (PI

+
) 
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3.4.4. Активация каспазы 3 в фотосенсибилизированных клетках 

Для специфического подтверждения участия апоптоза в гибели клеток 

при фотодинамическом воздействии фотосенса и фотодитазина был проведен 

анализ активации каспазы-3 с использованием генетически-кодируемого 

каспаза-чувствительного сенсора Casper3 BG. Эксперименты выполнены на 

линии клеток А431-Casper3BG, экспрессирующих данный сенсор в 

цитоплазме. 

Принцип действии сенсора Casper3 BG основан на явлении 

флуоресцентного резонансного переноса энергии (FRET), осуществляемого 

между флуоресцентными белками TagBFP (донор) и TagGFP2 (акцептор), 

связанными полипептидным линкером с последовательностью DEVD. 

Специфическое распознавание данной последовательности каспазой 3, 

активируемой из прокаспазы при развитии апоптоза, и последующее 

расщепление молекулы сенсора на два фрагмента приводит к нарушению 

FRET, исчезновению зеленой флуоресценции акцептора и увеличению синей 

флуоресценции донора при возбуждении в полосе поглощения последнего.  

В контрольной культуре клеток без воздействия показано присутствие 

незначительного количества (<3%) клеток с активной каспазой-3, 

демонстрирующих также характерную для апоптоза морфологию (рис. 23). 

Обработка клеток А431-Casper3BG фотосенсом и фотодитазином в 

темноте не влияла на состояние сенсора (рис. 24).  В то же время, через 13 

часов после облучения фотосенсибилизированных клеток в дозе 20 Дж/см
2
 

показано присутствие в культуре клеток, различных по морфологии и 

активности каспазы 3. Стоит отметить, что при действии 

фотосенсибилизаторов в концентрации IC50 наблюдались отличия в  

морфологии погибающих клеток по сравнению с зарегистрированной при 

IC>90. В частности, не наблюдалось формирования крупных мембранных 

пузырей при действии фотосенса (рис. 11, рис. 24). 
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Рис. 23. Визуализация активности каспазы 3 при апоптозе в культуре А431-

Casper3BG. (А) – изображения клеток линии А431-Сasper3BG, полученные 

методом конфокальной микроскопии. Показаны изображения в  канале, 

соответствующем флуоресценции донорной части Casper3 BG (λex 405 нм, λem 

430-470 нм, синий канал); в канале, соответствующем флуоресценции 

акцепторной части Casper3 BG (λex 405 нм, λem 490-530 нм, зеленый канал); 

проходящем свете; их наложение и наложение только синего и зеленого 

каналов. Размер кадра 50×50 мкм. (Б) – спектры флуоресценции, полученные 

в областях, отмеченных на (А) кружками 

 

В случае фотосенса около 43% клеток показали активацию каспаза-

чувствительного сенсора, в то же время присутствовали предположительно 

мертвые клетки с серьезными нарушениями структуры без признаков 

активации апоптоза (рис. 24, 25). При фотосенсибилизации фотодитазином 

доля апоптотических клеток составляла лишь 20%, также было отмечено 

присутствие большого количества клеток, до 24%, с очень низким уровнем 

флуоресценции сенсора (рис. 24, 25). Предположительно, последнее связано 

с нарушением целостности мембраны и выходом содержимого цитоплазмы в 

среду. Такое возможно, в частности, при развитии некроза или некроптоза. 
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Рис. 24. Визуализация активности каспазы 3 при развитии апоптоза в 

культуре А431-Casper3BG после обработки фотосенсом и фотодитазином 

(IC50, в условиях темноты или облучения в дозе 20 Дж/см
2

, через 13 часов 

после обработки). Показаны изображения в проходящем свете; наложение 

проходящего света, синего и зеленого каналов и наложение только синего и 

зеленого каналов. Масштабная линейка 20 мкм. На изображениях отмечены 

клетки без активации каспазы 3 (1), клетки с активацией каспазы 3 (2) и 

клетки с потерей сигнала сенсора Casper3 BG (3) 

 

 

 
Рис. 25. Распределение клеток по ответу сенсора Casper3 BG после обработки 

фотосенсом и фотодитазином (IC50, 20 Дж/см
2
, 13 часов после облучения).  

Представлена доля клеток без активации каспазы 3, с активацией каспазы 3 и 

клеток с потерей сигнала сенсора Casper3 BG (n=300-400 клеток для каждого 

варианта обработки) 
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Таким образом, при действии обоих фотосенсибилизаторов 

действительно происходит активация апоптоза, однако, наряду с этим 

присутствуют клетки, погибшие по другому пути, причем соотношение 

разных видом гибели различно при исследованных вариантах обработки. Это 

подтверждает результаты ингибиторного анализа о защитном эффекте 

панкаспазного ингибитора zVAD-fmk от фотодинамического действия 

данных фотосенсибилизаторов, что в совокупности позволяет предположить 

участие апоптоза в гибели клеток при действии фотосенса и фотодитазина. 

 

3.4.5. Активация перекисного окисления липидов в 

фотосенсибилизированных клетках  

Характерным признаком развития ферроптоза является 

неконтролируемая активация перекисного окисления липидов и накопление в 

мембранах гидроперекисных производных. Для подтверждения возможности 

участия ферроптоза в гибели клеток, индуцированной фотодинамическим 

воздействием, использовали метод проточной цитометрии с 

ратиометрическим флуоресцентным зондом Bodipy™ 581/591 C11. При 

окислении ненасыщенного углеводородного хвоста данного зонда 

изменяется соотношение интенсивности его флуоресценции в зеленой и 

красной области спектра.  

Нами было показано, что при облучении культуры клеток А431, 

обработанных фотосенсом, наблюдалось значительное увлечение уровня 

перекисного окисления липидов, существенно превосходящее все остальные 

варианты обработки (рис. 26). 

Как было показано при ингибиторном анализе, ловушка липидных 

радикалов ферростатин-1 (а в случе клеток GL261 и хелатор железа DFO) 

защищал клетки от фотодинамического действия фотосенса, что в 

совокупности позволяет предположить участие ферроптоза в гибели клеток 

при действии данного фотосенсибилизатора. 
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Рис. 26. Генерация перекисей липидов и индукция ферроптоза в культуре 

клеток А431, обработанных фотосенсом и фотодитазином в концентрациях, 

соответствующих IC50, и облученных (hʋ) в дозе 20 Дж/см
2
. Анализ проведен 

через 13 часов после облучения. * – статистически значимое отличие 

указанных вариантов обработки (t-критерий с поправкой Бонферрони, p 

<0,05) 

 

3.4.6. Фосфорилирование киназного домена смешанной линии, 

подобного псевдокиназе (MLKL), в фотосенсибилизированных клетках 

Для специфического подтверждения участия некроптоза в гибели 

клеток при фотодинамическом воздействии мы использовали метод вестерн-

блота с детекцией присутствии специфичного для этого вида смерти 

фосфорилированного белка MLKL (pMLKL) в клеточных лизатах.  

Показано, что при облучении культуры клеток А431, обработанных 

фотодитазином, наблюдалось увлечение количества фосфорилированной 

формы MLKL, одного из ключевых белков в каскаде реализации некроптоза 

(рис. 27). Ни при одном другом варианте обработки появления значимого 

количества pMLKL не наблюдалось. Следовательно, можно утверждать, что 

при действии фотодитазина, в отличие от фотосенса, происходила индукция 

некроптоза, что согласуется с результатом ингибиторного анализа. 
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Рис. 27. Детекция фосфорилированной формы MLKL (pMLKL) в клетках 

А431, обработанных фотосенсом и фотодитазином в концентрациях, 

соответствующих IC50, и облученных (hʋ) в дозе 20 Дж/см
2
. Анализ проведен 

через 13 часов после облучения. Тубулин использован в качестве контроля 

загрузки 

 

Было показано в раде работ других исследователей, что 

фотодинамического действие фотосенса может приводить к индукции 

некроза и апоптоза клеток глиомы С6 [207] и глиобластомы 101/8 [208]. В 

сучае фотодитазина ранее был зафиксирован ранний и поздний апоптоз 

после фотодинамического воздействия на культуру клеток меланомы [209]. 

Индукция ферроптоза, некроптоза, или других видов клеточной смерти при 

действии исследуемых фотосенсибилизаторов ранее зарегистрирована не 

была. 

На основании проведенного исследования мы полагаем, что 

фотосенсибилизаторы с разными физико-химическими свойствами 

индуцируют принципиально разные пути регулируемой гибели клеток, в том 

числе апоптоз, ферроптоз и некроптоз, что показано на примере фотосенса и 

фотодитазина.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Анализ механизмов клеточной смерти, индуцируемой в опухолевых 

клетках при фотодинамическом воздействии с использованием 

фотосенсибилизаторов с разными свойствами, имеет большое практическое 

значение для повышения эффективности ФДТ, уменьшения побочных 

эффектов и поиска подходов к преодолению резистентности опухолевых 

клеток к терапии. В работе для этой цели были исследованы 

фотосенсибилизаторы с разными физико-химическими свойствами на 

примере фотосенса и фотодитазина. 

Физико-химические свойства фотосенсибилизаторов определяют их 

локализацию в разных компартментах, таких как лизосомы в случае 

гидрофильного фотосенса или ЭПР и аппарат Гольджи в случае 

амфифильного мембранотропного фотодитазина. Это приводит к тому, что 

первичными мишенями фотодинамического воздействия являются 

различные клеточные структуры и процессы. Как следствие, молекулярные 

пути, запускаемые при облучении, отличаются и приводят к различным 

последствиям. Нами показано, что фотодинамическое воздействие с 

использованием фотосенса и фотодитазина сопровождается индукцией 

гибели опухолевых клеток разного происхождения, при этом 

полуингибирующие концентрации ФС различаются для разных линий 

клеток, но не превышают 1 мкМ при облучении в дозе 20 Дж/см
2
. Показано 

участие различных видов регулируемой клеточной смерти, в том числе 

апоптоза, ферроптоза и некроптоза в гибели клеток при облучении. Это 

согласуется с тем, что ответ клеток на фотодинамическое воздействие 

различался как морфологически, так и по динамике пермеабилизации 

мембраны в зависимости от использованного типа фотосенсибилизатора. 

С использованием собственных и литературных данных нами 

предложена следующая схема (рис. 28). Фотодинамическое воздействие 

фотосенса, локализированного в лизосомах, приводит к гибели клеток 

вследствие увеличения проницаемости лизосомальной мембраны и 
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высвобождения в цитозоль катепсинов, что может привести к расщеплению 

проапоптотического белка Bid с последующей активацией апоптоза [210]. С 

другой стороны, высвобождение из лизосом ионов железа активирует 

реакцию Фентона, что, в свою очередь, приводит к усилению перекисного 

окисления липидов и индуцирует ферроптоз [211]. 

  

  
 

Рис. 28. Предлагаемая схема, объясняющая зависимость типа клеточной 

смерти от используемого фотосенсибилизатора 

 

Иная ситуация наблюдается при использовании фотодитазина, 

локализированного в ЭПР и аппарате Гольджи клеток. В этом случае 

фотодинамическое воздействие может вызывать АФК-опосредованный ЭПР-

стресс и так называемый «ответ на накопление неправильно свернутых 

белков» (UPR, от англ. unfolded protein response), что, в свою очередь, 

индуцирует активацию сигнальных белков PERK, IRE1α и ATF6 и также 

приводит к апоптозу [212]. Также показано, что нарушение микротрубочек 

или фосфорилирование и расщепление структурных белков Гольджи, таких 
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как структурный белок организации аппарата Гольджи GRASP65 и 

гольджины, индуцирует апоптоз [213, 214]. На сегодняшний день имеется 

ряд исследований, показывающих, возможность индукции некроптоза в ответ 

на ЭПР-стресс при участии киназы RIPK1, но детальные механизмы этого 

молекулярного пути пока не известны [215]. 
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ВЫВОДЫ 

1. Показано, что внутриклеточная локализация фотосенса и 

фотодитазина в клетках исследуемых опухолевых линий различаются. 

Гидрофильный отрицательно заряженный фотосенс накапливается 

преимущественно в лизосомах, тогда как для амфифильного фотодитазина 

характерно распределение в ЭПР и аппарате Гольджи.  

2. Определены значения темновой токсичности и 

фотодинамической активности исследуемых фотосенсибилизаторов в 

отношении опухолевых клеток разного происхождения. Концентрации 

фотосенсибилизаторов, приводящие к 50%-му ингибированию роста 

клеточной культуры, варьируют для разных линий клеток, но не превышают 

1 мкМ при облучении в дозе 20 Дж/см
2
. 

3. Фотосенс, локализуемый в лизосомах, индуцирует смешанный 

тип регулируемой гибели клеток исследуемых опухолевых линий, 

объединяющий черты апоптоза и ферроптоза, что может объясняться 

выходом гидролитических ферментов и ионов свободного железа из лизосом 

при фотодинамическом повреждении лизосомальной мембраны.   

4. Мембранотропный фотодитазин индуцирует тип регулируемой 

клеточной гибели с чертами некроптоза и апоптоза, по-видимому, вследствие 

нарушения нормального функционирования аппарата Гольджи и развития 

ЭПР-стресса. 

5. Локализация фотосенсибилизатора является важнейшим 

фактором, определяющим механизмы клеточной гибели, запускаемые при 

ответе клетки на фотодинамическое воздействие. Воздействие 

эквивалентных по фотодинамической активности доз фотосенсибилизаторов 

с разной локализацией может индуцировать типы гибели клетки, 

принципиально различающиеся по морфологическим признакам, скорости 

развития и молекулярным механизмам. 
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