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Общая характеристика работы

Актуальность темы диссертации. В настоящее время онкологиче­
ские заболевания являются одной из важнейших проблем современной меди­
цины, что определяет роль исследований, направленных на создание новых
и улучшение существующих методов ранней диагностики и лечения злокаче­
ственных новообразований. Одним из перспективных направлений в лечении
онкологических заболеваний является фотодинамическая терапия (ФДТ), ко­
торая основана на селективном накоплении фотосенсибилизаторов в опухоле­
вых тканях и локальном облучении их светом с длиной волны, соответству­
ющей полосе поглощения молекул фотосенсибилизатора [1]. В результате их
возбуждения и взаимодействия с молекулами кислорода происходит генера­
ция активных форм кислорода, в том числе синглетного кислорода, что при
корректном режиме проведения ФДТ может приводить к запуску различ­
ных механизмов гибели раковых клеток [2]. Одним из фотосенсибилизаторов,
позволяющих производить генерацию активных форм кислорода в раковых
клетках является Радахлорин (ООО «РАДАФАРМА»), фотосенсибилизатор
хлоринового ряда, который широко применяется в клинической практике в
России, Республике Корея, а также проходит III фазу клинических испыта­
ний в Европе, и используется в гастроэнтерологии [3], гинекологии [4], дер­
матологии [5], а также для инактивации и ингибирования вирусов [6; 7] и
анитимикробной терапии [8].

Успешность фотодинамической терапии во многом определяется эф­
фективностью, с которой фотосенсибилизатор генерирует активные формы
кислорода в разных условиях микроокружения, например в зависимости от
уровня оксигенации [9] или кислотности среды раковых клеток [10]. Это дела­
ет оценку характеристик среды, окружающей молекулы фотосенсибилизато­
ра, весьма важной задачей. В свою очередь, определение характеристик мик­
роокружения молекул фотосенсибилизатора в растворах и клетках возможно
при измерении таких параметров, как время затухания и анизотропия флу­
оресценции, а также время вращательной диффузии, определяемых время­
разрешенными флуоресцентными методами [11]. Кроме того, анализ интен­
сивности и параметров время-разрешенных сигналов флуоресценции фото­
сенсибилизаторов широко используется для получения важной информации
об эффективности фотодинамической терапии онкологических заболеваний
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[12] и об индивидуальном отклике клеток на генерируемые в ходе терапии
активные формы кислорода [13].

Также, для повышения эффективности фотодинамической терапии и
определении её дозы необходимо учитывать ряд процессов, происходящих па­
раллельно с генерацией активных форм кислорода или инициированных ими,
в частности фотообесцвечивание молекул фотосенсибилизатора. Стоит отме­
тить, что измерения времен жизни синглетного кислорода и триплетного со­
стояния молекулы фотосенсибилизатора, а также скорости фотообесцвечива­
ния фотосенсибилизатора используются для оценки дозы фотодинамического
воздействия [14; 15]. Несмотря на широкое клиническое применение Радахло­
рина, большая часть проведенных к настоящему времени исследований огра­
ничивалась изучением его флуоресценции [16; 17], процессов фотообесцвечи­
вания [18] и способности генерировать синглетный кислород [19] в водных
растворах, а также исследованием отклика клеток на воздействие с Радахло­
рином in vitro [20], без детального изучения фотофизических свойств этого
фотосенсибилизатора в разных модельных системах при изменении условий
микроокружения.

В свою очередь, корректное исследование реакции фотосенсибилизиро­
ванных клеток in vitro и внутриклеточных процессов, важных для подбора
эффективных доз и режимов фотодинамического воздействия, требуют ис­
пользования неинвазивных методов исследования, к которым можно отнести
цифровую голографическую микроскопию [21], позволяющую получать ко­
личественные данные об объекте без использования красителей или высоких
плотностей мощности лазерного излучения. В связи с этим, развитие циф­
ровой голографической микроскопии и автоматизация определения по фа­
зовым изображениям клеток их отклика на фотодинамическое воздействие
в комбинации с другими методами исследования позволит улучшить подбор
персонализированной терапии.

Целью данной работы является разработка и применение комплекса
флуоресцентно-голографических методов для исследования процессов, про­
исходящих в ходе фотодинамического воздействия с генерацией активных
форм кислорода фотосенсибилизатором Радахлорин, в водных растворах раз­
ной кислотности, полярности и вязкости, на органических поверхностях и в
клетках.
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Для достижения поставленной цели необходимо было решить следую­
щие задачи:

1. Разработать и оптимизировать экспериментальную установку для
исследования сигнала фосфоресценции синглетного кислорода, ге­
нерируемого с помощью фотосенсибилизатора Радахлорин на орга­
нических и неорганических поверхностях. Определить времена ге­
нерации и жизни, а также относительный квантовый выход фос­
форесценции синглетного кислорода на поверхностях при разных
параметрах окружающей среды и оксигенации раствора Радахло­
рина.

2. Исследовать процессы фотообесцвечивания фотосенсибилизатора
Радахлорин за счет анализа изменения интенсивности его флуо­
ресценции в ходе непрерывного облучения при его напылении на
неорганические и органические поверхности, а также изучить влия­
ние изменения концентрации растворенного кислорода на скорость
протекания процессов фотообесцвечивания.

3. Определить время затухания и относительный квантовый выход
флуоресценции Радахлорина при изменении кислотности и поляр­
ности микроокружения молекул фотосенсибилизатора Радахлорин
в растворах. Определить и проанализировать времена затухания
флуоресценции Радахлорина в различных областях внутриклеточ­
ного пространства.

4. Исследовать анизотропию флуоресценции фотосенсибилизатора Ра­
дахлорин при одно- и двухфотонном возбуждении на длинах волн
в диапазоне 375—425 нм.

5. Разработать экспериментальную установку и создать алгоритмы ав­
томатического определения оптических и морфологических пара­
метров клеток в ходе фотодинамического воздействия при генера­
ции активных форм кислорода фотосенсибилизатором Радахлорин.
Разработать алгоритмы автоматической классификации состояния
клеток на основе анализа распределений фазового запаздывания
проходящего волнового фронта.
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Основные положения, выносимые на защиту:
1. Разработанный метод фотосенсибилизированной генерации синглет­

ного кислорода на органических поверхностях с предварительным
обогащением распыляемого раствора фотосенсибилизатора кисло­
родом позволяет повысить эффективность генерации синглетного
кислорода.

2. Уменьшение скорости фотообесцвечивания фотосенсибилизатора
Радахлорин на органических поверхностях по сравнению с неорга­
ническими вызвано уменьшением концентрации кислорода на орга­
нических поверхностях вследствие происходящих реакций. Обога­
щение раствора фотосенсибилизатора Радахлорин кислородом по­
вышает скорость его фотообесцвечивания на поверхностях всех ис­
следуемых типов.

3. Квантовый выход флуоресценции фотосенсибилизатора Радахло­
рин увеличивается на порядок, а время затухания флуоресценции
увеличивается от 3,2 нс до 4,2 нс при изменении кислотности раство­
ра от pH = 4 до pH = 9. Пространственное распределение фотосен­
сибилизатора Радахлорин во внутриклеточной среде коррелирует
с распределением времен затухания флуоресценции Радахлорина и
кислотностью внутриклеточной среды.

4. Значения анизотропии флуоресценции фотосенсибилизатора Рада­
хлорин в растворах в момент возбуждения в диапазоне длин волн
375 - 410 нм существенно отличаются при однофотонном и двухфо­
тонном возбуждении и находятся вблизи 0 и 0,4, соответственно.

5. Разработанные алгоритмы сегментации и анализа фазовых изобра­
жений ансамблей клеток позволяют определить морфологические
и оптические параметры клеток и автоматически определять изме­
нение их состояния при фотодинамическом воздействии.

Научная новизна:
1. Разработан и исследован новый метод генерации синглетного кис­

лорода на органических и неорганических поверхностях при напы­
лении на них раствора фотосенсибилизатора Радахлорин и его воз­
буждении в полосе Соре.
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2. Обнаружено и теоретически интерпретировано значительное разли­
чие в скоростях фотообесцвечивания фотосенсибилизатора в зави­
симости от типа поверхности и от концентрации растворенного кис­
лорода. Продемонстрировано увеличение скорости генерации син­
глетного кислорода при повышении концентрации кислорода в рас­
творе. Показано, что тип поверхности напыления практически не
влияет на время жизни синглетного кислорода.

3. Продемонстрировано, что квантовый выход флуоресценции фото­
сенсибилизатора Радахлорин увеличивается на порядок, а время
затухания флуоресценции увеличивается от 3,2 нс до 4,2 нс при из­
менении кислотности раствора от pH = 4 до pH = 9.

4. Обнаружена и теоретически интерпретирована значительная разни­
ца анизотропии флуоресценции фотосенсибилизатора Радахлорин
в начальный момент времени при одно- и двухфотонном возбужде­
нии, а также зависимость анизотропии флуоресценции Радахлорина
в начальный момент времени от длины волны возбуждения.

5. Разработан новый метод оценки накопления и локализации Рада­
хлорина в живых клетках с учетом влияния pH микроокружения на
основе анализа интенсивности и времени затухания флуоресценции
фотосенсибилизатора с использованием время-разрешенной флуо­
ресцентной микроскопии.

6. Предложен и реализован новый метод комплексного неинвазивного
мониторинга живых клеток на основе анализа их цифровых голо­
грамм для определения эффективности фотодинамического воздей­
ствия и классификации состояния клеток разных типов с помощью
алгоритмов машинного обучения.

Теоретическая и практическая значимость диссертационной ра­
боты заключается в проведении комплексного исследования фотофизических
свойств фотосенсибилизатора Радахлорин, применяемого для фотодинамиче­
ской терапии онкологических заболеваний и инактивации бактерий и виру­
сов, в разных условиях микроокружения, таких как кислотность, полярность
и вязкость окружающей среды, а также уровень оксигенации раствора фото­
сенсибилизатора. Обнаруженные зависимости относительного квантового вы­
хода и времени затухания флуоресценции фотосенсибилизатора Радахлорин
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от кислотности и полярности раствора могут быть использованы для кор­
ректной оценки накопления фотосенсибилизатора в клетках и тканях по ин­
тенсивности флуоресценции. Результаты исследования процессов генерации
синглетного кислорода и фотообесцвечивания Радахлорина как в водных и
органических растворах, так и на органических поверхностях, могут быть
использованы для повышения эффективности фотодинамической терапии в
клинической практике, а разработанные методы могут быть впоследствии ис­
пользованы для проведения аналогичных исследований широкого ряда дру­
гих фотосенсибилизаторов и их сравнительного анализа.

Достоверность полученных результатов и сделанных выводов обу­
словлена использованием широко применяемых на практике методов время­
разрешенной люминесцентной спектроскопии, а также цифровой голографи­
ческой микроскопии для изучения отклика клеток на внешнее воздействие.
Для обработки экспериментальных данных и определения параметров время­
разрешенных сигналов фосфоресценции синглетного кислорода и флуорес­
ценции фотосенсибилизатора Радахлорина использовались известные мате­
матические алгоритмы. Кроме того, интерпретация исследуемых процессов
фотообесцвечивания фотосенсибилизатора Радахлорин основана на извест­
ных ранее механизмах, представленных в литературе. Обработка и восста­
новление фазовых изображений клеток, вычисление их параметров и раз­
работка алгоритмов классификации состояния клетки проводилась по широ­
ко распространенным методикам голографического мониторинга и классифи­
кации фазовых объектов. Полученные значения времен жизни и генерации
фосфоресценции синглетного кислорода, времени затухания и анизотропии
флуоресценции фотосенсибилизатора Радахлорин хорошо согласуются с ре­
зультатами, полученными другими авторами для случаев, когда сравнение
было возможно.

Апробация работы. Основные результаты работы докладыва­
лись на 19 научных конференциях, в том числе 14 конференциях международ­
ного уровня и на 5 конференциях всероссийского уровня: Laser Optics (Санкт­
Петербург, 2022), Holoexpo (Санкт-Петербург, 2022), European Conferences
on Biomedical Optics (online, 2021), SPIE Photonics West BiOS (online, 2021),
IX Съезде Российского фотобиологического общества (Шепси, 2021), Laser
Optics (Санкт-Петербург, 2020), Международной конференции по фотонике
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и информационной оптике (Москва, 2020), OSA Frontiers in Optics (online,
2020), School of Advanced Science on Modern Topics in Biophotonics (Сан-Кар­
лос, 2019), European Conferences on Biomedical Optics (Мюнхен, 2019), Шко­
ле - симпозиуме по голографии, когерентной оптике и фотонике (Екатерин­
бург, 2019), Международной конференции Физика - наукам о жизни (Санкт­
Петербург, 2019), Laser Optics (Санкт-Петербург, 2018), European Cell Death
Organization (Санкт-Петербург, 2018), Конгрессе «Фотодинамическая тера­
пия и фотодиагностика» (Москва, 2018), Международной конференции Фи­
зикА.СПб (Санкт-Петербург, 2018), XXX симпозиуме Современная химиче­
ская физика (Шепси, 2018), 8 съезде Российского фотобиологического обще­
ства (Шепси, 2017), Международной конференции Физика - наукам о жизни
(Санкт-Петербург, 2017).

Личный вклад. Диссертация является законченной научной рабо­
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Работа была выполнена при поддержке грантов:
1. РНФ №21-72-10044 "Разработка комплексного время-разрешенного

флуоресцентно-голографического подхода для исследования фото­
динамического воздействия на клетки на молекулярном уровне"

2. РФФИ №18-32-00364 "Сравнительное исследование процессов
некроза и апоптоза живых клеток методами цифровой голографи­
ческой микроскопии"

Содержание работы

Во введении обосновывается актуальность исследований, проводи­
мых в рамках данной диссертационной работы, приводится обзор научной
литературы по изучаемой проблеме, формулируется цель, ставятся задачи
работы, сформулированы научная новизна и практическая значимость пред­
ставляемой работы.

Первая глава представляет собой обзор литературы по теме диссер­
тационной работы. В ней приводятся основные сведения о современном состо­
янии исследований процессов фотообесцвечивания фотосенсибилизаторов и
параметров их флуоресценции, описаны основные области применения время­
разрешенной флуоресцентной спектроскопии и микроскопии для изучения
процессов фотодинамического воздействия. Описаны принципы и механиз­
мы фотодинамического воздействия, а также сопровождающие его процессы
в растворах и клетках. Представлены основные методы количественной фазо­
вой визуализации для исследования биологических объектов, а также приве­
дены основные направления автоматизации голографического мониторинга
и классификации фазовых объектов.

В п. 1.1 описаны механизмы фотодинамической генерации активных
форм кислорода, в том числе синглетного кислорода, в растворах, на поверх­
ностях и в клетках. Проведен обзор основных прямых и косвенных методов
регистрации синглетного кислорода. Кроме того, в п. 1.1.1 представлены спек­
тры поглощения и флуоресценции водных растворов фотосенсибилизатора
Радахлорин.

В п. 1.2 проведен обзор современных методов изучения и способов опи­
сания процессов фотообесцвечивания растворов фотосенсибилизаторов как
при наблюдении изменений параметров поглощения, так и свойств флуорес­
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ценции молекул. Кроме того, в пункте 1.2.1 приведен краткий обзор исследо­
ваний, посвященных фотообесцвечиванию фотосенсибилизаторов хлориново­
го ряда, в частности Радахлорина, в растворах.

В п. 1.3 приведены основные принципы время-разрешенной флуорес­
центной спектроскопии и микроскопии. Описаны методы определения време­
ни затухания и анизотропии флуоресценции, а также широко используемые
подходы анализа время-разрешенных сигналов флуоресценции флуорофоров,
в частности с помощью представления данных о время-разрешенных сигна­
лах флуоресценции в виде phasor-plot. Также приведены последние работы
по применению время-разрешенных флуоресцентных методов для исследова­
ния процессов фотодинамического воздействия, в том числе при изменении
условий микроокружения молекул фотосенсибилизаторов.

В п. 1.4 описаны основные методы фазовой визуализации для малоин­
вазивного исследования биологических объектов, а также приведены методы
определения основных морфологических и оптических параметров клеток,
вычисляемых из пространственного распределения фазового запаздывания,
индуцированного клеткой в проходящий волновой фронт. Кроме того, в пунк­
те 1.4.1 описано современное состояние автоматизации голографической мик­
роскопии, а также ее применение для классификации фазовых объектов с
использованием алгоритмов машинного обучения.

Вторая глава посвящена исследованию изменений параметров фос­
форесценции синглетного кислорода и процессов фотообесцвечивания раство­
ров фотосенсибилизатора Радахлорин при разных условиях оксигенации в хо­
де его напыления на органические поверхности. Рассмотрено влияние уров­
ня растворенного кислорода в водном растворе Радахлорина на интенсив­
ность сигнала фосфоресценции синглетного кислорода в мелкодисперсной
струе аэрозоля, на времена жизни и генерации синглетного кислорода, на
относительный квантовый выход фосфоресценции синглетного кислорода и
скорость протекания процессов фотообесцвечивания Радахлорина на разных
органических поверхностях. Основные результаты главы опубликованы в ра­
ботах [A1] и [A11].

В п. 2.1 представлены результаты работ по визуализации простран­
ственного распределения интенсивности сигнала флуоресценции фотосенси­
билизатора Радахлорин и регистрации интенсивности фосфоресценции син­
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глетного кислорода в струе аэрозоля водного раствора Радахлорина. Получен
спектр люминесценции в диапазоне 1250 - 1300 нм при возбуждении моле­
кул фотосенсибилизатора Радахлорин на длине волны 405 нм, подтверждаю­
щий регистрацию сигнала фосфоресценции синглетного кислорода в мелко­
дисперсной струе аэрозоля. Продемонстрировано увеличение интенсивности
фосфоресценции синглетного кислорода при использовании чистого кисло­
рода для образования аэрозоля на 35% над сигналом, полученным при ге­
нерации аэрозоля из атмосферного воздуха с содержанием 21% кислорода.
Наблюдалась корреляция между динамиками насыщения раствора раство­
ренным кислородом и увеличением интенсивности сигнала фосфоресценции
синглетного кислорода в струе аэрозоля водного раствора Радахлорина.

В п. 2.2 описана экспериментальная установка для регистрации время­
разрешенного сигнала фосфоресценции синглетного кислорода, генерируемо­
го на поверхности с помощью водного раствора Радахлорина. Представлены
результаты по исследованию время-разрешенных сигналов фосфоресценции
синглетного кислорода на органических поверхностях при изменении концен­
трации растворенного кислорода. Показано, что при увеличении уровня ок­
сигенации более чем в 2 раза относительно нормальных условий происходит
уменьшение характерного времени генерации синглетного кислорода до 0,5
мкс на всех исследуемых органических поверхностях, при этом время жизни
синглетного кислорода на разных поверхностях изменяется в пределах по­
грешности при изменении условий оксигенации, а относительный квантовый
выход фосфоресценции синглетного кислорода увеличивается на ≈ 28 %.

В п. 2.3 представлено экспериментальное исследование процессов фо­
тообесцвечивания Радахлорина на органических и неорганических поверхно­
стях при разных условиях оксигенации напыляемого на них водного раствора
фотосенсибилизатора. Продемонстрировано уменьшение более чем в 5-10 раз
скоростей изменения интенсивности флуоресценции Радахлорина, нанесенно­
го на разные органические поверхности относительно неорганической, при
непрерывном возбуждении молекул фотосенсибилизатора на длине волны 405
нм в условиях нормальной оксигенации. Экспериментально доказано, что из­
менение интенсивности флуоресценции Радахлорина происходит вследствие
именно фотофизических процессов под воздействием возбуждающего лазер­
ного излучения. Показано, что повышение концентрации кислорода в водном
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растворе Радахлорина, нанесенного на органические поверхности, приводит к
увеличению скорости фотообесцвечивания раствора фотосенсибилизатора по
сравнению с нормальным уровнем оксигенации, что хорошо видно на рисунке
1.

Рис. 1 — Динамика интенсивности флуоресценции Радахлорина,
нанесенного на разные поверхности, при непрерывном возбуждении

молекул ФС в условиях нормальной и повышенной оксигенации раствора.

Наблюдаемый эффект был объяснен в рамках модели, описывающей
изменение концентрации молекул фотосенсибилизатора в триплетном состо­
янии 𝑇1 в ходе процессов, сопровождающих фотодинамическое воздействие:

⟨[𝑇1]⟩ ≈
𝐶[1𝑆0]

𝑘𝑆𝑂𝐹 [3𝑂2] + 𝑘𝐷𝐹 [1𝑂2]
,

где [1𝑆0], [1𝑂2] и [3𝑂2] - концентрации молекул фотосенсибилизатора в
основном синглетном состоянии, синглетного кислорода и кислорода в основ­
ном триплетном состоянии, соответственно. 𝑘𝐷𝐹 и 𝑘𝑆𝑂𝐹 - константы скорости
реакции тушения синглетного кислорода молекулами фотосенсибилизатора
в триплетном состоянии 𝑇1 и реакции генерации синглетного кислорода, со­
ответственно. Константа 𝐶 введена для учета таких параметров как сечение
поглощения, интенсивность лазерного пучка, энергия поглощенного фотона
и т. д.

Третья глава посвящена комплексному исследованию сигналов флу­
оресценции фотосенсибилизатора Радахлорин с временным разрешением в
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растворах и во внутриклеточной среде. Представлены результаты исследова­
ния влияния кислотности, вязкости и полярности на параметры флуоресцен­
ции Радахлорина: время затухания, относительного квантового выходя и ани­
зотропию флуоресценции, время вращательной диффузии. Описаны резуль­
таты исследования влияния условий микроокружения молекул фотосенсиби­
лизатора Радахлорин на фотосенсибилизированную генерацию синглетного
кислорода в зависимости от рН и полярности раствора. Проведены исследо­
вания параметров сигналов флуоресценции Радахлорина в зависимости от
свойств микроокружения во внутриклеточной среде. Основные результаты
главы опубликованы в работах [A7], [A8].

В п. 3.1 показано, что время затухания и квантовый выход флуорес­
ценции раствора Радахлорина нелинейно зависят от кислотности растворите­
ля (см. рисунок 2). Обе эти величины возрастают при увеличении pH среды,
в случае времени затухания флуоресценции происходит увеличение от 3,2 до
4,1 нс, а квантовый выход флуоресценции при повышении pH с 4 до 8 увели­
чивается в 6 раз.

Рис. 2 — (а) Зависимость времени затухания флуоресценции Радахлорина
𝜏𝑓𝑙 при разных концентрациях ФС в растворах с разными pH. (b)

Относительный квантовый выход флуоресценции (FQY) и поглощение
раствора Радахлорина в зависимости от рН. (c) Относительный квантовый
выход флуоресценции (FQY) Радахлорина как функция от наблюдаемого

времени затухания флуоресценции 𝜏𝑓𝑙.

Продемонстрирована обратимость изменения времени затухания флу­
оресценции фотосенсибилизатора Радахлорин при варьировании уровня кис­
лотности водного раствора. Обнаруженные зависимости времени затухания
и квантового выхода позволили связать эти две характеристики и предло­
жить метод определения квантового выхода флуоресценции ФС в разных
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условиях кислотности микроокружения по измеренному времени затухания
флуоресценции. (см. рисунок 2, c). Это может быть использовано для кор­
ректной оценки концентрации фотосенсибилизатора при анализе интенсив­
ности его флуоресценции в биологических системах с вариацией параметров
среды. В ходе изменения концентрации этанола и метанола в водно-спирто­
вых растворах также получены нелинейные зависимости квантового выхода
и времени затухания флуоресценции Радахлорина от полярности раствори­
теля. Представлены спектры поглощения и флуоресценции Радахлорина в
водных растворах разной кислотности, в этаноле и метаноле, характеризую­
щихся меньшей чем у воды полярностью.

В п. 3.2 проведено исследование параметров время-разрешенных сиг­
налов фосфоресценции синглетного кислорода, генерируемого с помощью Ра­
дахлорина в растворах разной кислотности и полярности. Определены время
жизни и генерации, а также относительный квантовый выход фосфоресцен­
ции синглетного кислорода. Показано, что эти параметры не зависят от уров­
ня кислотности раствора Радахлорина, в то время как уменьшение полярно­
сти растворителя приводит к увеличению времени жизни и относительного
квантового выхода, а также к уменьшению времени генерации синглетного
кислорода.

В п. 3.3 представлены результаты исследования анизотропии флуо­
ресценции и времени вращательной диффузии Радахлорина в растворах при
одно- и двухфотонном возбуждении. Обнаружено существенное различие зна­
чений параметра анизотропии в момент возбуждения 𝑟0 при изменении длины
волны одно- (OPE) и двухфотонного (TPE) возбуждения в 40% водно-мета­
нольном растворе (см. рисунок 3, a). Экспериментальные результаты, демон­
стрирующие существенную разницу между 𝑟0 при одно- и двухфотонном воз­
буждении, позволили предположить, что широко используемое приближение
𝑆𝑋𝑋 ≫ 𝑆𝑌 𝑌 , 𝑆𝑍𝑍 для компонент тензора двухфотонного поглощения S не
применимо для фотосенсибилизатора Радахлорин. Изменение анизотропии
флуоресценции Радахлорина в начальный момент времени 𝑟0 с длиной вол­
ны возбуждения может быть обусловлено переходами в разные возбужденные
состояния, что косвенно подтверждается различиями в спектрах флуоресцен­
ции фотосенсибилизатора при использовании излучения с разными длинами
волн для его возбуждения (см. рисунок 3, b).
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Рис. 3 — (а) Начальная анизотропия флуоресценции 𝑟
(1)
0 и 𝑟

(2)
0 Радахлорина

в 40% MeOH в зависимости от длины волны возбуждения в режимах OPE и
TPE. Спектр однофотонного поглощения в полосе Соре показан черной
кривой. (b) Спектры флуоресценции Радахлорина в 40% растворе MeOH

при возбуждении на разных длинах волн

В п. 3.4 проведен анализ времени затухания флуоресценции Радахло­
рина во внутриклеточной среде в зависимости от микроокружения фотосен­
сибилизатора. В ходе работы наблюдалась сильная корреляция между вре­
менами затухания флуоресценции Радахлорина и областями разной кислот­
ности (см. рисунок 4). Так наименьшие времена затухания флуоресценции
наблюдались в областях клеток, соответствующих локализации лизотрекера,
маркирующего области скопления лизосом клеток, обладающих кислым pH,
что полностью согласуется с результатами, полученными при исследовании
фотофизических характеристик растворов Радахлорина.

Показана обратимость изменения времени затухания флуоресценции
Радахлорина при изменении кислотности внутриклеточной среды, что нами
также наблюдалось на водных растворах фотосенсибилизатора (п. 3.1). Пока­
зано, что фактическое количество Радахлорина в области внутриклеточного
пространства с низким pH, оцениваемое исключительно по интенсивности его
флуоресценции, может быть недооценено, в частности, из-за сильной зависи­
мости квантового выхода флуоресценции от кислотности микроокружения.
Продемонстрировано, что определение областей разной кислотности и, со­
ответственно, определение квантового выхода флуоресценции возможно по
анализу времени затухания флуоресценции Радахлорина. Определение лока­
лизации областей с низким уровнем pH во внутриклеточном пространстве
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Рис. 4 — Распределения интенсивности флуоресценции маркера лизосом
LysoTracker, характеризующимися низким уровнем pH, (a), интенсивности
флуоресценции Радахлорина (b) и времени затухания его флуоресценции
(c) в живых клетках линии HeLa. Примеры время-разрешенных сигналов
флуоресценции Радахлорина во внутриклеточной среде с относительно
длинным и коротким временем затухания флуоресценции (d) в областях

внутриклеточного пространства вне и внутри лизосом с низким уровнем pH.

возможно с помощью алгоритма кластеризации данных, представленных в
виде фазовых диаграмм (phasor-plots) с помощью двух гауссовых распреде­
лений.

В четвертой главе описаны разработанные подходы и результаты ра­
бот по автоматизации голографического мониторинга, показана возможность
определения реакции клеток на фотодинамическое воздействие с фотосенси­
билизатором Радахлорин на основе анализа их оптических и морфологиче­
ских параметров с помощью алгоритмов машинной классификации. Основ­
ные результаты опубликованы в работах [A3], [A4], [A5], [A6].

В п. 4.1 представлены результаты разработки и апробации алгорит­
ма автоматической сегментации клеток на пространственных распределениях
фазового запаздывания, индуцированного клетками в проходящий волновой
фронт, что позволило проводить анализ большого количества данных, полу­
ченных в ходе голографического мониторинга. Сравнительный анализ кле­
точных параметров, полученных с помощью голографической микроскопии
и конфокальной флуоресцентной микроскопии, позволил оценить погрешно­
сти морфологических параметров, определенных голографическим методом,
которые составили ≈ 13%.

В п. 4.2 предложен метод оценки эффективности фотодинамическо­
го воздействия с Радахлорином на основе анализа динамики среднего фа­
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зового запаздывания, внесенного клетками в проходящий волновой фронт.
Проведены эксперименты по голографическому мониторингу реакции клеток
солидных опухолей карциномы почки, остеогенной саркомы, сарком мягких
тканей и меланомы на фотодинамическое воздействие с Радахлорином. Пока­
зано, что использование цифровой голографической микроскопии позволяет
оценить эффективность фотодинамического воздействия на клетки разных
злокачественных опухолей путем анализа динамик среднего фазового набега
и сухой массы клеток.

В п. 4.3 продемонстрирована возможность использования алгоритмов
классификации для автоматического определения типа клеточной гибели, а
именно некроза и апоптоза, на основе анализа сухой массы клеток и средне­
го фазового запаздывания, внесенного клетками в волновой фронт, и ряде
других оптических клеточных параметров. На основе собранной базы голо­
графических данных клеток стандартных линий в разных физиологических
состояниях был разработан и апробирован алгоритм автоматической клас­
сификации живых клеток, умерших путем апоптоза и некроза с точностью
около 90% в рамках одной клеточной линии и около 78% при классификации
состояния клеток трех разных линий.

Рис. 5 — Относительное количество живых, апоптотических и
некротических клеток HeLa при фотодинамическом воздействии с

Радахлорином после облучениялазерным излучением на длине волны 660
нм с разной плотностью мощности: (а) 10 мВт/см2, (b) 22 мВт/см2, (c) 78
мВт/см2. Классификация состояния клеток проведена с использованием

алгоритма SVM.
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Показано, что цифровая голографическая микроскопия может быть
использована для оценки выживаемости клеток в ходе фотодинамического
воздействия с использованием фотосенсибилизатора Радахлорин и определе­
ния типа клеточной гибели (см. рисунок 5), что было подтверждено стандарт­
ными флуоресцентными методами.

В заключении кратко сформулированы основные результаты, полу­
ченные в диссертационной работе.

В результате выполнения данной работы были получены следующие
основные результаты:

1. На основе анализа зарегистрированных сигналов интенсивности
фосфоресценции синглетного кислорода в диапазоне 1250-1300 нм
в струе аэрозоля фотосенсибилизатора Радахлорин получен спектр
люминесценции, подтверждающий фотосенсибилизированную гене­
рацию синглетного кислорода в исследуемой мелкодисперсной сре­
де. Показано, что использование чистого кислорода для генерации
аэрозоля приводит к увеличению интенсивности сигнала фосфорес­
ценции синглетного кислорода, а динамика нарастания сигнала схо­
жа с динамикой увеличения количества растворенного кислорода
при продувке раствора кислородом. Получены время-разрешенные
сигналы фосфоресценции синглетного кислорода на органических
поверхностях при увеличении концентрации растворенного кисло­
рода, демонстрирующие резкое уменьшение времени генерации и
небольшое увеличение времени жизни синглетного кислорода, а так­
же увеличение относительного квантового выхода фосфоресценции
синглетного кислорода на ≈ 28%.

2. Исследованы процессы фотообесцвечивания Радахлорина при раз­
ных условиях оксигенации его водного раствора, напыляемого на
разные поверхности, используемые в качестве моделей органиче­
ских поверхностей разной природы и пористости, близкими по свой­
ствам к поверхностям, которые могут быть подвергнуты фотодина­
мическому воздействию для инактивации бактерий и вирусов. Об­
наружена и теоретически обоснована существенная разница (5-10
раз) между скоростями фотообесцвечивания фотосенсибилизатора
Радахлорин на разных органических и неорганических поверхно­
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стях. Показано, что эта разница была обусловлена главным образом
потерями молекул кислорода в реакциях, происходящих под воздей­
ствием лазерного облучения.

3. Проведено комплексное исследование фотофизических свойств фо­
тосенсибилизатора Радахлорин, а именно времени затухания и от­
носительного квантового выхода флуоресценции, спектров флуорес­
ценции и поглощения, времени вращательной диффузии и анизотро­
пии в начальный момент времени, в водных и органических раство­
рах разной кислотности, вязкости и полярности. Показано наличие
сильных нелинейных зависимостей времени затухания флуоресцен­
ции Радахлорина от кислотности и полярности растворителя, заре­
гистрированы смещения пиков поглощения и флуоресценции при из­
менения уровня pH и полярности растворов фотосенсибилизатора.
Обнаружено, что квантовый выход флуоресценции фотосенсибили­
затора Радахлорин увеличивается на порядок при изменении pH в
диапазоне 4–10. Экспериментально получены зависимости времени
вращательной диффузии молекул Радахлорина от вязкости раство­
ра и анизотропии флуоресценции Радахлорина в начальный момент
времени от длины волны возбуждения при использовании одно- и
двухфотонного возбуждения. Продемонстрировано, что для одно­
фотонного возбуждения анизотропия изменялась в районе нуля, а
для двухфотонного возбуждения - в районе 0,4 в диапазоне длин
волн возбуждения 375–410 нм. Представлено теоретическое обосно­
вание полученных результатов.

4. Продемонстрирована зависимость времени затухания флуоресцен­
ции фотосенсибилизатора Радахлорин от уровня pH во внутрикле­
точной среде. Обнаружена сильная корреляция между простран­
ственным распределением времен затухания флуоресценции Рада­
хлорина и областями разной кислотности внутриклеточной среды.
Показано, что наблюдавшийся эффект в основном обусловлен вли­
янием pH микроокружения молекул Радахлорина. Показано, что
концентрация Радахлорина в области внутриклеточного простран­
ства, оцениваемая только по интенсивности его флуоресценции, мо­
жет содержать существенные погрешности вследствие сильной за­
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висимости квантового выхода флуоресценции от кислотности мик­
роокружения. При этом, определение областей различной степени
кислотности может быть проведено на основе анализа времени за­
тухания флуоресценции Радахлорина. На основе анализа фазовых
диаграмм время-разрешенных сигналов флуоресценции разработан
алгоритм для определения внутриклеточных областей с низким и
высоким уровнем pH.

5. Разработан и апробирован алгоритм автоматической сегментации
клеток на пространственных распределениях фазового запаздыва­
ния, внесенного клетками в проходящий волновой фронт. Проведе­
ны эксперименты по голографическому мониторингу реакции кле­
ток солидных опухолей карциномы почки, остеогенной саркомы
и сарком мягких тканей и меланомы на фотодинамическое воз­
действие. Показано, что использование цифровой голографической
микроскопии позволяет оценить эффективность воздействия с фо­
тосенсибилизатором Радахлорин на клетки злокачественных опухо­
лей путем анализа динамик изменения среднего фазового набега
и сухой массы клеток. На основе данных цифровой голографиче­
ской микроскопии, полученных при исследовании клеток стандарт­
ных линий в разных физиологических состояниях был разработан и
апробирован алгоритм автоматической классификации живых кле­
ток, а также клеток погибших путем апоптоза и некроза. Получен­
ные результаты были подтверждены флуоресцентными методами с
использованием стандартных флуоресцентных маркеров для детек­
тирования клеточной гибели.
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