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Введение

В настоящее время онкологические заболевания являются одной из важ
нейших проблем современной медицины, что определяет роль исследований,
направленных на создание новых и улучшение существующих методов ранней
диагностики и лечения злокачественных новообразований. Одним из перспек
тивных направлений в лечении онкологических заболеваний является фотоди
намическая терапия (ФДТ), которая основана на селективном накоплении фо
тосенсибилизаторов в опухолевых тканях и локальном облучении их светом с
длиной волны, соответствующей полосе поглощения молекул фотосенсибилиза
тора [1]. В результате их возбуждения и взаимодействия с молекулами кислоро
да происходит генерация активных форм кислорода, в том числе синглетного
кислорода, что при корректном режиме проведения ФДТ может приводить к
запуску различных механизмов гибели раковых клеток [2]. Одним из фотосен
сибилизаторов, позволяющих производить генерацию активных форм кислоро
да в раковых клетках является Радахлорин (ООО «РАДАФАРМА»), фотосен
сибилизатор хлоринового ряда, который широко применяется в клинической
практике в России, Республике Корея, а также проходит III фазу клинических
испытаний в Европе, и используется в гастроэнтерологии [3], гинекологии [4],
дерматологии [5], а также для инактивации и ингибирования вирусов [6; 7] и
анитимикробной терапии [8].

Успешность фотодинамической терапии во многом определяется эффек
тивностью, с которой фотосенсибилизатор генерирует активные формы кисло
рода в разных условиях микроокружения, например в зависимости от уровня
оксигенации [9] или кислотности среды раковых клеток [10]. Это делает оцен
ку характеристик среды, окружающей молекулы фотосенсибилизатора, весьма
важной задачей. В свою очередь, определение характеристик микроокружения
молекул фотосенсибилизатора в растворах и клетках возможно при измерении
таких параметров, как время затухания и анизотропия флуоресценции, а так
же время вращательной диффузии, определяемых время-разрешенными флу
оресцентными методами [11]. Кроме того, анализ интенсивности и параметров
время-разрешенных сигналов флуоресценции фотосенсибилизаторов широко ис
пользуется для получения важной информации об эффективности фотодинами
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ческой терапии онкологических заболеваний [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 состо
яния молекулы фотосенсибилизатора, а также скорости фотообесцвечивания
фотосенсибилизатора используются для оценки дозы фотодинамического воз
действия [14; 15]. Несмотря на широкое клиническое применение Радахлорина,
большая часть проведенных к настоящему времени исследований ограничива
лась изучением его флуоресценции [16; 17], процессов фотообесцвечивания [18]
и способности генерировать синглетный кислород [19] в водных растворах, а
также исследованием отклика клеток на воздействие с Радахлорином in vitro
[20], без детального изучения фотофизических свойств этого фотосенсибилиза
тора в разных модельных системах при изменении условий микроокружения.

В свою очередь, корректное исследование реакции фотосенсибилизирован
ных клеток in vitro и внутриклеточных процессов, важных для подбора эффек
тивных доз и режимов фотодинамического воздействия, требуют использова
ния неинвазивных методов исследования, к которым можно отнести цифровую
голографическую микроскопию [21], позволяющую получать количественные
данные об объекте без использования красителей или высоких плотностей мощ
ности лазерного излучения. В связи с этим, развитие цифровой голографиче
ской микроскопии и автоматизация определения по фазовым изображениям
клеток их отклика на фотодинамическое воздействие в комбинации с другими
методами исследования позволит улучшить подбор персонализированной тера
пии.

Целью данной работы является разработка и применение комплекса флу
оресцентно-голографических методов для исследования процессов, происходя
щих в ходе фотодинамического воздействия с генерацией активных форм кис
лорода фотосенсибилизатором Радахлорин, в водных растворах разной кислот
ности, полярности и вязкости, на органических поверхностях и в клетках.
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Для достижения поставленной цели необходимо было решить следующие
задачи:

1. Разработать и оптимизировать экспериментальную установку для ис
следования сигнала фосфоресценции синглетного кислорода, генериру
емого с помощью фотосенсибилизатора Радахлорин на органических и
неорганических поверхностях. Определить времена генерации и жизни,
а также относительный квантовый выход фосфоресценции синглетного
кислорода на поверхностях при разных параметрах окружающей среды
и оксигенации раствора Радахлорина.

2. Исследовать процессы фотообесцвечивания фотосенсибилизатора Рада
хлорин за счет анализа изменения интенсивности его флуоресценции в
ходе непрерывного облучения при его напылении на неорганические
и органические поверхности, а также изучить влияние изменения кон
центрации растворенного кислорода на скорость протекания процессов
фотообесцвечивания.

3. Определить время затухания и относительный квантовый выход флуо
ресценции Радахлорина при изменении кислотности и полярности мик
роокружения молекул фотосенсибилизатора Радахлорин в растворах.
Определить и проанализировать времена затухания флуоресценции Ра
дахлорина в различных областях внутриклеточного пространства.

4. Исследовать анизотропию флуоресценции фотосенсибилизатора Рада
хлорин при одно- и двухфотонном возбуждении на длинах волн в диа
пазоне 375—425 нм.

5. Разработать экспериментальную установку и создать алгоритмы авто
матического определения оптических и морфологических параметров
клеток в ходе фотодинамического воздействия при генерации актив
ных 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 синглетно

го кислорода на органических поверхностях с предварительным обога
щением распыляемого раствора фотосенсибилизатора кислородом поз
воляет повысить эффективность генерации синглетного кислорода.

2. Уменьшение скорости фотообесцвечивания фотосенсибилизатора Рада
хлорин на органических поверхностях по сравнению с неорганически
ми вызвано уменьшением концентрации кислорода на органических по
верхностях вследствие происходящих реакций. Обогащение раствора
фотосенсибилизатора Радахлорин кислородом повышает скорость его
фотообесцвечивания на поверхностях всех исследуемых типов.

3. Квантовый выход флуоресценции фотосенсибилизатора Радахлорин
увеличивается на порядок, а время затухания флуоресценции увели
чивается от 3,2 нс до 4,2 нс при изменении кислотности раствора от pH
= 4 до pH = 9. Пространственное распределение фотосенсибилизатора
Радахлорин во внутриклеточной среде коррелирует с распределением
времен затухания флуоресценции Радахлорина и кислотностью внут
риклеточной среды.

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

5. Разработанные алгоритмы сегментации и анализа фазовых изображе
ний ансамблей клеток позволяют определить морфологические и оп
тические параметры клеток и автоматически определять изменение их
состояния при фотодинамическом воздействии.

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

да на органических и неорганических поверхностях при напылении на
них раствора фотосенсибилизатора Радахлорин и его возбуждении в
полосе Соре.

2. Обнаружено и теоретически интерпретировано значительное различие
в скоростях фотообесцвечивания фотосенсибилизатора в зависимости
от типа поверхности и от концентрации растворенного кислорода. Про
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демонстрировано увеличение скорости генерации синглетного кислоро
да при повышении концентрации кислорода в растворе. Показано, что
тип поверхности напыления практически не влияет на время жизни
синглетного кислорода.

3. Продемонстрировано, что квантовый выход флуоресценции фотосенси
билизатора Радахлорин увеличивается на порядок, а время затухания
флуоресценции увеличивается от 3,2 нс до 4,2 нс при изменении кис
лотности раствора от pH = 4 до pH = 9.

4. Обнаружена и теоретически интерпретирована значительная разница
анизотропии флуоресценции фотосенсибилизатора Радахлорин в на
чальный момент времени при одно- и двухфотонном возбуждении, а
также зависимость анизотропии флуоресценции Радахлорина в началь
ный момент времени от длины волны возбуждения.

5. Разработан новый метод оценки накопления и локализации Радахлори
на в живых клетках с учетом влияния pH микроокружения на основе
анализа интенсивности и времени затухания флуоресценции фотосенси
билизатора с использованием время-разрешенной флуоресцентной мик
роскопии.

6. Предложен и реализован новый метод комплексного неинвазивного мо
ниторинга живых клеток на основе анализа их цифровых голограмм
для определения эффективности фотодинамического воздействия и
классификации состояния клеток разных типов с помощью алгоритмов
машинного обучения.

Научная и практическая значимость диссертационной работы заклю
чается в проведении комплексного исследования фотофизических свойств фо
тосенсибилизатора Радахлорин, применяемого для фотодинамической терапии
онкологических заболеваний и инактивации бактерий и вирусов, в разных усло
виях микроокружения, таких как кислотность, полярность и вязкость окру
жающей среды, а также уровень оксигенации раствора фотосенсибилизатора.
Обнаруженные зависимости относительного квантового выхода и времени зату
хания флуоресценции фотосенсибилизатора Радахлорин от кислотности и по
лярности раствора могут быть использованы для корректной оценки накопле
ния фотосенсибилизатора в клетках и тканях по интенсивности флуоресценции.
Результаты исследования процессов генерации синглетного кислорода и фото
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обесцвечивания Радахлорина как в водных и органических растворах, так и на
органических поверхностях, могут быть использованы для повышения эффек
тивности фотодинамической терапии в клинической практике, а разработанные
методы могут быть впоследствии использованы для проведения аналогичных
исследований широкого ряда других фотосенсибилизаторов и их сравнительно
го анализа.

Степень достоверности полученных результатов и сделанных выводов
обусловлена использованием широко применяемых на практике методов время
разрешенной люминесцентной спектроскопии, а также цифровой голографиче
ской микроскопии для изучения отклика клеток на внешнее воздействие. Для
обработки экспериментальных данных и определения параметров время-раз
решенных сигналов фосфоресценции синглетного кислорода и флуоресценции
фотосенсибилизатора Радахлорина использовались известные математические
алгоритмы. Кроме того, интерпретация исследуемых процессов фотообесцве
чивания фотосенсибилизатора Радахлорин основана на известных ранее меха
низмах, представленных в литературе. Обработка и восстановление фазовых
изображений клеток, вычисление их параметров и разработка алгоритмов клас
сификации состояния клетки проводилась по широко распространенным мето
дикам голографического мониторинга и классификации фазовых объектов. По
лученные значения времен жизни и генерации фосфоресценции синглетного
кислорода, времени затухания и анизотропии флуоресценции фотосенсибилиза
тора Радахлорин хорошо согласуются с результатами, полученными другими
авторами для случаев, когда сравнение было возможно.

Апробация работы. Основные результаты работы докладывались на 19
научных конференциях, в том числе 14 конференциях международного 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 Рос
сийского фотобиологического общества (Шепси, 2021), Laser Optics (Санкт
Петербург, 2020), Международной конференции по фотонике и информацион
ной оптике (Москва, 2020), OSA Frontiers in Optics (online, 2020), School of
Advanced Science on Modern Topics in Biophotonics (Сан-Карлос, 2019), European
Conferences on Biomedical Optics (Мюнхен, 2019), Школе - симпозиуме по голо
графии, когерентной оптике и фотонике (Екатеринбург, 2019), Международной
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конференции Физика - наукам о жизни (Санкт-Петербург, 2019), Laser Optics
(Санкт-Петербург, 2018), European Cell Death Organization (Санкт-Петербург,
2018), Конгрессе «Фотодинамическая терапия и фотодиагностика» (Москва,
2018), Международной конференции ФизикА.СПб (Санкт-Петербург, 2018),
XXX симпозиуме Современная химическая физика (Шепси, 2018), 8 съезде Рос
сийского фотобиологического общества (Шепси, 2017), Международной конфе
ренции Физика - наукам о жизни (Санкт-Петербург, 2017).

Личный вклад. Диссертация является законченной научной работой, в
которой объединены результаты нескольких исследований, проведенных лично
автором и в составе группы. Личный вклад автора заключается в анализе ли
тературных данных, разработке и оптимизации экспериментальных установок,
а также в проведении экспериментов, обработке экспериментальных данных
и их анализе. Интерпретация, обсуждение и построение моделей исследуемых
процессов проводились совместно с научным руководителем и с соавторами пуб
ликаций.

Автор выражает благодарность научному руководителю, Васютинско
му Олегу Святославовичу, а также Семёновой Ирине Владимировне и Белашо
ву Андрею Владимировичу, которые внесли значительный вклад в обсуждение
полученных результатов и мое развитие как научного сотрудника. Хотелось
бы выразить благодарность Горбуновой Иоанне Алексеевне и Сасину Максиму
Эммануиловичу за их помощь в проведении экспериментов и обработке резуль
татов, а также коллегам из ФТИ им. А.Ф.Иоффе, НИИ Цитологии и НМИЦ
онкологии им. Н.Н. Петрова за подготовку образцов, плодотворные дискуссии
и помощь в написании научных статей.

Публикации. Основные результаты по теме диссертации изложены в 15
публикациях, индексируемых в базе данных Web of Science, и в 19 тезисах до
кладов международных и всероссийский конференций.

Объем и структура работы. Диссертация состоит из введения, четырёх
глав и заключения. Общий объем дисcертации составляет 165 страниц, вклю
чая 49 рисунков и 6 таблиц, список литературы из 220 наименований и список
публикаций по теме диссертации, индексируемых в Web of Science из 15 наиме
нований.



12

Глава 1. Обзор литературы

1.1 Фотосенсибилизированная генерация синглетного кислорода в
растворах, на поверхностях и в клетках

Синглетный кислород (СК), являясь активной формой молекулярного
кислорода, играет важную роль в биологических системах. Широко распростра
ненный термин "синглетный кислород"1𝑂2 принято употреблять в отношении
молекул кислорода, находящихся в первом и втором возбужденном синглетном
состоянии. Молекула кислорода 𝑂2 имеет два синглетных низлежащих возбуж
денных электронных состояния 𝑎1∆𝑔 и 𝑏1Σ

+𝑔, расположенных на 0,96-0,98 эВ
[22; 23] и 1,61-1,63 эВ [24] выше основного состояния соответственно. Стоит от
метить, что молекула во втором возбужденном состоянии 𝑏1Σ+𝑔 быстро релак
сирует в первое возбужденное состояние 𝑎1∆𝑔, переход из которого в основное
состояние запрещен, поэтому молекула кислорода в состоянии 𝑎1∆𝑔 обладает
относительно большим временем жизни; характерные излучательные времена
жизни для первого и второго возбужденного сотояния составляют, соответствен
но, около 45 минут и 7-12 секунд в газовой фазе, и 10−6 − 10−3 и 10−11 − 10−9

секунд в растворах [25].
К настоящему моменту в научной литературе описано множество методов

генерации синглетного кислорода в растворах, которые условно можно разде
лить на два класса: методы, предполагающие и не предполагающие использова
ние оптического возбуждения на определенных длинах волн. Одним из широко
применяемых химических методов получения синглетной формы кислорода яв
ляется реакция распада перекиси водорода, например, в присутствии гипохло
рита [26], таурин хлорамина [27] и других реагентов в водных растворах [28].
Высокоэффективная генерация синглетного кислорода в непрерывном потоке
перекиси водорода и дальнейшее его применение были продемонстрированы в
работе [29]. Отличительной особенностью химических методов генерации явля
ется отсутствие требования оптического возбуждения, поэтому они обладают
неоспоримым преимуществом в ситуациях, когда использование света невоз
можно или ограничено.
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Отдельно стоит отметить методы генерации синглетного кислорода, тре
бующие облучение растворов на соответствующих длинах волн. Так, синглет
ный кислород может образовываться при облучении насыщенных озоном [30]
растворов органических веществ, или малоэффективным методом прямого воз
буждения молекул кислорода на длине волны 1270 нм, например в воде и в тяже
лой воде, что было продемонстрировано в работе [31]. Вместе с тем, генерация
активных форм кислорода, в частности синглетного кислорода, возможна на
поверхности металлических наночастиц [32] при передаче энергии от локализо
ванного поверхностного плазмонного резонанса к молекуле кислорода, а также
на поверхности оксида титана [33] в процессе фотокаталитического окисления.

Однако, наиболее распространенным в научной литературе и широко при
меняемым в медицинских целях является фотосенсибилизированный метод ге
нерации синглетного кислорода в ходе реакции типа II (см. рисунок 1.1) [34; 35].
Молекула фотосенсибилизатора (PS) в основном синглетном состоянии (𝑆0) под
действием света переходит в возбужденное высоколежащее синглетное состоя
ние (𝑆𝑛) и быстро релаксирует в нижнее возбужденное синглетное состояние
(𝑆1). В ходе интеркомбинационного перехода, возможном при спин-орбиталь
ном взаимодействии, молекула фотосенсибилизатора из состояния 𝑆1 оказыва
ется в возбужденном долгоживущем триплетном состоянии (𝑇1). При контакте
молекулы фотосенсибилизатора 𝑇1 с молекулой кислорода 𝑂2 происходит пере
дача энергии, в результате чего происходит генерация синглетного кислорода.
Стоит отметить, что с помощью фотосенсибилизатора могут образовываться и
другие активные формы кислорода, такие как супероксиданион-радикал (𝑂∙−

2 ),
гидроксильный радикал (·ОН), перекись водорода (𝐻2𝑂2), в ходе реакции типа
I, основанной на переносе электрона при взаимодействии возбужденного фото
сенсибилизатора 𝑇1 с биологическими молекулами.

Фотосенсибилизированная генерация синглетного кислорода наиболее рас
пространена в природе, так в растительных клетках основным источником син
глетного кислорода 1𝑂2 является хлорофилл Р680 [36] в возбужденном триплет
ном состоянии, образованный в фотосистеме II или в светособирающих комплек
сах [37], а в природных водоемах синглетный кислород может образовываться
с помощью растворённых хромофорных органических веществ, выступающих
в качестве фотосенсибилизаторов [38].
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Рисунок 1.1 — Схема фотосенсибилизированной генерации синглетного
кислорода в результате реакции II типа и других активных форм кислорода

при наличии органических молекул в ходе рекции I типа [35]

Детектирование синглетного кислорода, также как и его генерация, яв
ляется важной задачей для подтверждения участия синглетного кислорода в
химических реакциях [39] или его влияния на биологические системы [40]. В
настоящее время в биологических системах распространен метод косвенного
детектирования синглетного кислорода с помощью специальных флуоресциру
ющих меток, например на основе BODIPY [41] или коммерческого красителя
"Singlet oxygen sensor Green@"[42]. Однако, большинство флуоресцентных мар
керов синглетного кислорода также могут реагировать и на другие активные
формы кислорода при разных условиях [43].

С другой стороны, синглетный кислород может быть обнаружен прямым
детектированием сигнала фосфоресценции при излучательном переходе моле
кулы кислорода с нижнего возбужденного состояния 𝑎1∆𝑔 в основное, разни
ца энергий которых соотвествует люминесценции на длине волны около 1270
нм [44]. Кроме регистрации интенсивности фосфоресценции СК, исследование
времени жизни и генерации синглетного кислорода также представляют боль
шой интерес. Принципиальная схема экспериментальной установки для реги
страции время-разрешенных сигналов фосфоресценции синглетного кислорода
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представлена на рисунке 1.2 [45] при возбуждении молекул ФС импульсным
лазером.

Рисунок 1.2 — Схема экспериментальной установки для регистрации
время-разрешенных сигналов фосфоресценции синглетного кислорода [45]

Временная зависимость числа молекул СК при импульсном возбуждении
фотосенсибилизатора описывается выражением [46]:

[1𝑂2](𝑡) =
𝛾Δ𝑁𝐿(1 − 10−𝑂𝐷)𝜏Δ

𝜏Δ − 𝜏𝑇
· (𝑒

− 𝑡
𝜏Δ − 𝑒

− 𝑡
𝜏𝑇 )

где [1𝑂2] - концентрация молекул синглетного кислорода, 𝛾Δ - квантовый выход
СК, 𝑁𝐿 - количество квантов в лазерном импульсе, OD - оптическая плотность
растворенного вещества на длине волны возбуждения, 𝜏Δ - время жизни син
глетного кислорода, 𝜏𝑇 - время жизни триплетного систояния (время генерации
синглетного кислорода).

Интенсивность фосфоресценции 1𝑂2 𝐼𝑝ℎ пропорциональна концентрации
молекул СК и после упрощения может быть выражена формулой, широко ис
пользуемой для анализа экспериментальных данных:

𝐼𝑝ℎ =
Φ

𝜏Δ − 𝜏𝑇
· (𝑒

− 𝑡
𝜏Δ − 𝑒

− 𝑡
𝜏𝑇 )

где Φ - параметр, включающий эффективность генерации синглетного кис
лорода.

Данный метод регистрации люминесценции на длине волны около 1270
нм в основном применяется для исследования синглетного кислорода в рас
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творах из-за его короткого времени жизни и чрезвычайно низкого квантового
выхода фосфоресценции в биологических системах, где находится большое ко
личество тушителей синглетного кислорода. Несмотря на то, что основным ме
тодом регистрации синглетного кислорода в клетках является косвенный метод
с использованием флуоресцирующих меток, в клетках наблюдалось успешное
прямое детектирование синглетного кислорода при полной или частичной за
мене внутриклеточной 𝐻2𝑂 на 𝐷2𝑂 [47; 48], где существенно увеличиваются
времена затухания сигнала фосфоресценции СК.

Для обеспечения эффективной генерации синглетного кислорода фотосен
сибилизатор должен обладать высоким коэффициентом поглощения на длине
волны возбуждения, высоким квантовым выходом интеркомбинационного пе
рехода, длинным временем жизни возбужденного триплетного состояния (𝜏 >
1 𝜇𝑠) и энергией триплетного состояния превышающей разницу энергий син
глетного и триплетного состояния молекулы кислорода. На настоящий момент
широко применяются как искусственно синтезированные, так и органические
фотосенсибилизаторы, удовлетворяющие необходимым условиям. Из широко
применяемых в исследованиях фотосенсибилизаторов можно отметить:

– Бенгальский розовый, возбуждаемый на длине волны 550 нм и облада
ющий высоким квантовым выходом СК около 0,75 в воде [49], использу
ется как для антимикробной терапии [50] и фотохимического сшивания
тканей [51], так и для лечения стоматологических заболеваний [52].

– Метиленовый синий, максимум спектра поглощения которого находит
ся около 660 нм и квантовый выход синглетного кислорода равен 0,5,
обычно применяется в антимикробной терапии, фотодинамической те
рапии рака, а также в качестве противомалярийного средтва [53].

– Молекула феналенона в растворах приводит к генерации синглетного
кислорода с квантовым выходом около 1 в 𝐶𝐻𝐶𝑙3, что часто исполь
зуется для определения квантового выхода 1𝑂2 с помощью других фо
тосенсибилизаторов [34]. Однако, существенным недостатком этого сен
сибилизатора является диапазон длин волн возбуждения, так как его
максимум поглощения находится около 360 нм.

Кроме высокого квантового выхода 1𝑂2 и других активных форм кисло
рода фотосенсибилизаторы, ориентированные на использование для фотодина
мической терапии опухолевых заболеваний, должны обладать низкой токсич
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ностью при отсутствии облучения [54], селективным накоплением в патологи
ческих тканях [55], должны выводиться из организма после терапии [56], воз
буждаться на длине волны в области окна прозрачности тканей (650-1000 нм)
и проникать через мембраны клеток [34].

К нетоксичным фотосенсибилизаторам второго поклонения, имеющим бо
лее высокие степени накопления в патологических тканях и выведения из
организма, можно отнести фотосенсибилизаторы на основе бензопорфирина
(Vertiporfin, Visudyne) [57], тексафрина (Lutrin, Antrin, Optrin)[58], хлорина е6
(Фотодиазин, Радахлорин, Фотолон) [6], фталоцианина (Фотосенс)[59], бакте
риохлоринов (Tookad) и др. Широко используемыми в российской клинической
практике являются препараты Фотодитазин, Фотолон, Радахлорин, пик полосы
поглощения которых находится около 662 нм, и фотосенсибилизатор Фотосенс
с максимумом поглощения около 676 нм. Квантовый выход синглетного кисло
рода для фотосенсибилизаторов на основе хлорина е6 достигает 0,7 в водных
растворах [60], а для фталоцианинового ряда варьируется от 0,5 до 0,7 в зави
симости от заместителя и иона металла (цинк, алюминий, кремний)[61].

Кроме лечения онкологических заболеваний, фотосенсибилизаторы ис
пользуются для обеззараживания поверхностей [62], противовирусной [63] и
противобактериальной терапии [64], а также в флуоресцентной диагностике
[65], оценке концентрации генерируемого синглетного кислорода из анализа за
держанной флуоресценции фотосенсибилизатора [66] и подборе дозы фотоди
намического воздействия по динамике его фотообесцвечивания [67]. Поэтому
черезвычайно важно знать фотофизические своства фотосенсибилизатора, в
частности широко используемого в России препарата Радахлорин.

1.1.1 Фотосенсибилизатор хлоринового ряда Радахлорин

Фотосенсибилизатор второго поколения Радахлорин, производимый ком
панией ООО «РАДАФАРМА», широко используется в клинической практике в
России и Республике Корея и проходит III фазу клинических испытаний в Евро
пе для лечения различных заболеваний, например в гастроэнтерологии [3], гине
кологии [4], дерматологии [5], а также в инактивации и ингибировании вирусов
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[6; 7] и анитимикробной терапии [8]. Показана возможность использования мик
рочастиц, содержащих Радахлорин, для доставки фотосенсибилизатора, повы
шения эффективности и избирательности фотодинамической терапии [68; 69].
Радахлорин является фотосенсибилизатором хлоринового ряда, в состав кото
рого входит смесь активных солей: хлорин е6 (∼80%), пурпурин 5 (∼15%) и
хлорин p6 (∼5%), см рисунок 1.3.

Рисунок 1.3 — Химические формулы и молярные массы солей, входящих в
состав препарата Радахлорин

Несмотря на клиническое применение Радахлорина для фотодинамиче
ской терапии, повышение эффективности генерации активных форм кислорода,
возможного использования ФС в фотодиагностике и дозиметрии представля
ет большой интерес, что требует углубленного исследования фотофизических
свойств фотосенсибилизатора в различных условиях, например при разных
уровнях кислотности и уровнях оксигенации растворов и клеток.

К настоящему моменту достаточно хорошо изучены основные свойства Ра
дахлорина в растворах, в частности известны его спектры поглощения (300-800
нм) и флуоресценции (600-750 нм) для водных растворов (𝑝𝐻 ≈ 6) и раство
ров в фосфатном буфере (𝑝𝐻 ≈ 7), а также относительный квантовый выход
флуоресценции в воде [16; 70; 71]. Фотосенсибилизатор Радахлорин в водном
растворе имеет две широкие полосы в спектре поглощения с пиками на 405 нм
и 660 нм, обусловленными поглощением порфириновым кольцом [17] (см. рис.
1.4 ).

Известно, что максимумы спектров поглощения и флуоресценции хлорина
е6, основного компонента Радахлорина, сдвигаются в зависимости от кислотно
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Рисунок 1.4 — Спектры поглощения и флуоресценции водного раствора
фотосенсибилизатора Радахлорин [72]

сти растворителя из-за ионизации карбоксильных групп молекулы хлорина е6
и протонирования атома азота в гетероцикле [17] (см. рисунок 1.5). Вместе с
тем, в работе [17] также показано уменьшение интенcивности флуоресценции
ФС с уменьшением уровня pH, стоит отметить, что аналогичные изменения
наблюдались и для фотосенсибилизатора Радахлорин [19].

Рисунок 1.5 — Спектры поглощения (A) и флуоресценции (B) водного
раствора хлорина е6 [73]

Исследование фотосенсибилизированной генерации синглетного кислоро
да с помощью Радахлорина в работе [19] показало, что квантовый выход син
глетного кислорода в водном растворе равен 0,52. Кроме того, эффективность
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генерации синглетного кислорода быстро снижается при непрерывном облуче
нии раствора Радахлорина в диапозоне длин волн 395–405 нм диодным лазером,
что было продемонстрировано в работах [16; 74] при использовании химической
ловушки синглетного кислорода L-триптофана. Снижение эффективности ге
нерации синглетного кислорода в водных растворах Радахлорина может быть
обусловлено фотохимическим изменением молекул фотосенсибилизатора при
непрерывном облучении раствора.

1.2 Процессы фотообесцвечивания растворов фотосенсиблизаторов

Процесс уменьшения интенсивности флуоресценции флуорофоров при об
лучении называется фотообесцвечиванием, включающим фотохимическое изме
нение красителя в ходе многочисленных циклов возбуждения-излучения, что
приводит к его трансформации или разрушению и утрате его способности к
флуоресценции. Необратимость процеса фотообесцвечивания красителей с низ
кой фотостабильностью является ключевой особенностью для флуоресцентных
методов исследования диффузии, например для методов FRAP (Fluorescence
recovery after photobleaching - восстановления флуоресценции после фотообес
цвечивания) [75] и FLIP (Fluorescence Loss in Photobleaching - уменьшение
флуоресценции при фотообесцвечивании) [76]. Во флуоресцентной микроско
пии фотообесцвечивание обычно рассматривают как нежелательное явление,
понижающее качество флуоресцентных изображений в ходе наблюдения за об
разцом [77]. Однако, явление фотообесцвечивания встречается не только во
флуоресцентной микроскопии биологических образцов, например показана воз
можность эффективного использования селективного фотообесцвечивания для
визуализации распространения поверхностных плазмонов поляритонов в метал
лических волноводах [78] и для записи информации в полимерах [79].

Механизмы фотообесцвечивания фотосенсибилизаторов включают в себя
фотодинамические процессы взаимодействия между возбужденными молекула
ми флуорофоров с растворенными молекулами кислорода в основном триплет
ном состоянии. В ходе возбуждения при большом квантовом выходе интерком
бинационного перехода большинство молекул ФС переходят из возбужденного
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синглетного состояния 𝑆1 в долгоживущее возбужденное триплетное состояние
𝑇1 (для молекулы хлорина е6 в бескислородной среде время жизни триплет
ного состояния 𝜏𝑇𝑂 ≈ 200 𝜇𝑠 [80]). Взаимодействие молекулы ФС в состоянии
𝑇1 с молекулой 𝑂2 может приводить в ходе реакций I и II типа к образова
нию, соответственно, активных форм кислорода и синглетного кислорода (см.
рис 1.1), которые являются сильными окислителями и могут вызывать необра
тимые изменения и разрушение молекул фотосенсибилизатора при контакте с
ними. В работе [81] продемонстрировано, что вынужденное истощение триплет
ного уровня 𝑇1 флуорофора оптическим импульсом приводит к значительному
уменьшению эффекта фотообесцвечивания. Вместе с тем, к увеличению фо
тостабильности флуорофоров приводит деоксигенация исследуемых растворов,
что наблюдалось в работах [82; 83]. Стоит отметить, что не только активные
формы кислорода, но и молекулярный кислород в основном состоянии участву
ет в реакциях фотообесцвечивания. Так, в работе [84] для произодных фтора
было показано, что кислород в основном состоянии играет важную роль в фо
тореакциях. Перечисленные реакции, лежащие в основе механизмов фотообес
цвечивания, зависят как от концентрации активных форм кислорода, так и от
расстояния между флуорофором и органическими молекулами, следовательно,
количество излучаемых молекулой фотонов перед ее разрушением, зависит как
от природы самой молекулы красителя, так и от ее микроокружения.

Деоксигенация и подавление интеркомбинационного перехода в триплет
ное состояние ФС в ряде случаев не позволяет избежать быстрого фотообесцве
чивания при высокой интенсивности облучения, что объясняется фотоиониза
цией молекул, обычно наблюдаемой в полярных средах без кислорода и приво
дящей к образованию нефлуоресцирующих форм [85; 86]. Стоит отметить, что
молекула флуорофора в возбужденном триплетном состоянии 𝑇1 тоже является
высокореакционной и может участвовать в необратимых реакциях с молекула
ми окружающей среды, например с белками или липидами [77]. При рассмотре
нии механизмов фотообесцвечивания необходимо упомянуть автокатализ про
цессов фотообесцвечивания, когда флуорофор в результате фотохимических ре
акций с органическими молекулами может переходить в реакционноспособные
промежуточные продукты, вызывающие фотообесцвечивание других молекул,
что приводит к увеличению скорости фотообесцвечивания. Например, фотоин
дуцированный автокатализ наблюдался для красителей эритрозин и ксантен с
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длинными временами жизни триплетного состояния при микромолярных и мил
лимолярных концентрациях соответственно [87]. В свою очередь, деоксигенация
среды только способствует этому пути фотообесцвечивания, так как уменьша
ется вероятность тушения триплетного состояния молекулы флуорофора при
взаимодействии с молекулой кислорода [82]. На скорость протекания фотообес
цвечивания также влияют такие процессы, как агрегация молекул красителя и
наличие тушителей активных форм кислорода или антиоксидантов [82].

Существуют разные подходы к исследованию процессов фотообесцвечи
вания ФС, большую часть которых можно разделить на две группы: изуче
ние изменения свойств (1) поглощения и (2) флуоресценции растворов при их
непрерывном облучении. Процессы фотообесцвечивания могут быть численно
описаны несколькими путями:

– Вычисление эффективной константы 𝑘 скорости фотообесцвечивания
раствора из регистрируемой динамики интенсивности флуоресценции
𝐹 (𝑡) при непрерывном облучении [88]

𝐹 (𝑡) = 𝐹0𝑒
−𝑘𝑡 =

𝑔Φ𝑓𝑆1𝑒𝑞𝑐0𝑉𝑖𝑙𝑙
𝜏0

𝑒−𝑘𝑡

где Φ𝑓 - квантовый выход флуоресценции, 𝑔 - параметр, определяющий
эффективность регистрации сигнала флуоресценции, 𝑆1𝑒𝑞 - вероятность
заселения уровня 𝑆1, 𝑐0- концентрация красителя, 𝑉𝑖𝑙𝑙 - излучаемый объ
ем, 𝜏0 - время жизни флуоресценции. Однако, как было описано ранее,
фотообесцвечивание часто не является одностадийным процессом и в
ряде случаев не может быть описано одноэкспоненциальной функцией.

– Определением квантового выхода фотообесцвечивания Φ𝑏 [89]:

Φ𝑏 =
∆𝑁

∆𝑄

где ∆𝑁 - количество фотообесцвеченных молекул, а ∆𝑄 - количество
поглощенных фотонов за одинаковый промежуток времени. Как было
показано в работе [88] при рассмотрении системы, где процесс фотообес
цвечивания молекулы происходит только с уровней 𝑆1 и 𝑇1, и при малой
мощности облучения кюветы с раствором, Φ𝑏 можно выразить через 𝑘
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как
Φ𝑏 =

𝑉𝑠𝑜𝑙
𝜎01𝛾𝑏𝑐

· 𝑘
𝑃

где 𝑉𝑠𝑜𝑙 - освещаемый объем кюветы, 𝜎01 - сечение поглощения, 𝛾 - об
ратное значение энергии фотона, 𝑏𝑐 - длина оптического пути, 𝑃 - мощ
ность возбуждающего излучения. С другой стороны, в ряде работ Φ𝑏

определялся по свойствам поглощения растворов флуорофоров [90; 91].
– Определением констант фотообесцвечивания при мультиэкспоненциаль

ном фитировании динамики флуоресценции ФС при многоступенчатом
процессе фотообесцвечивания [72].

– Измерением времени, за которое интенсивность сигнала флуоресценции
уменьшается в два раза при непрерывном облучении раствора [92].

– Измерением количества энергии возбуждения (накачки), необходимого
для уменьшения интенсивности флуоресценции в два раза [93].

1.2.1 Фотообесцвечивание фотосенсибилизаторов хлоринового
ряда в водных и органических растворах

Фотодеградация фотосенсибилизаторов хлоринового ряда исследовалась
ранее по изменению свойств флуоресценции и поглощения растворов хлорина
е6. Так, по свойствам поглощения был определен квантовый выход фотообес
цвечивания Φ𝑏 растворов хлорина е6 в PBS с концентрацией 5𝜇 M, который
оказался равным 1,9 · 10−3 [90]. Вместе с тем, фотообесцвечивание растворов
хлорина е6 зависит от значения pH. В работе [91] было показано, что при кон
центрации хлорина e6 10𝜇 M в растворе с pH=4 Φ𝑏=0,8 · 10−3, а при pH=7.8
Φ𝑏=0,5 · 10−3. Стоит отметить, что на фотостабильность раствора хлорина е6 и
на степень изменения Φ𝑏 влияет не только pH, но и полярность растворителя
[91].

В фотообесцвечиваниии фотосенсибилизаторов хлоринового ряда синглет
ный кислород играет важную роль, однако деоксигинация раствора и использо
вание эффективного тушителя гидроксильного радикала (∙𝑂𝐻) показало так
же вовлеченность ∙𝑂𝐻 в фотообесцвечивание хлорина е6 [94]. Кроме того, в
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работе был предложен механизм фотообесвечивания деоксигенированных рас
творов с образованием радикалов:

𝐶𝑒6 + 𝐶𝑒6* → 𝐶𝑒6∙+ + 𝐶𝑒6∙−

𝐶𝑒6∙+ +𝐻2𝑂 → 𝐶𝑒6𝐻+ +∙ 𝑂𝐻

𝐶𝑒6 +∙ 𝑂𝐻 → 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑠

Вместе с тем, исследование органических растворов в работе [91] показа
ло, что Φ𝑏 хлорина е6 уменьшается при увеличении концентрации BSA (бычий
сывороточный альбумин) как в водном растворе, так и в водном растворе с
пониженной концентрацией кислорода, полученной за счет его насыщения ар
гоном (см. рисунок 1.6 (a)). Низкая фотостабильность несвязанного с белком
хлорина е6 объясняется авторами [91] умеренной эффективностью самотуше
ния, при этом связь с альбумином (BSA) приводит к экранированию белком -
не происходит окислительного повреждения с переносом электронов.

Исследования фотостабильности фотосенсибилизатора Радахлорин прово
дились в работах [95—98], где по изменению оптической плотности раствора при
его непрерывном облучении в полосе Соре вычислялась динамика концентра
ции молекул фотосенсибилизатора (см рисунок 1.6 (b)), которая уменьшалась
в два раза менее чем за 20 секунд непрерываного облучения. Относительно низ
кая фотостабильность фотосенсибилизаторов хлоринового ряда (Радахлорина
и Фотодитазина) по сравнению с Димегином объяснялась низкой симметрией
молекулы, нарушением симметрии электронного облака молекулы и, соответ
ственно, снижением устойчивости к внешним воздействиям, в частности к син
глетному кислороду.

Изменение интенсивности флуоресценции Радахлорина в водных раство
рах при различных условиях оксигенации исследовалось в работах [18; 99], где
уменьшение концентрации растворенного кислорода с 15 мг/литр до 5 мг/литр
не приводило к изменению кинетики флуоресценции Радахлорина, что объяс
нялось авторами превалированием реакции фотодеградации молекулы фото
сенсибилизатора (PS) с переносом электрона между триплетным состоянием
молекулы фотосенсибилизатора (𝑇1) и растворенными молекулами кислорода
𝑇1 +3 𝑂2 → 𝑃𝑆+ + 𝑂∙−

2 над реакцией окисления с синглетным кислородом
𝑆0 +1 𝑂2 → 𝑃𝑆+ +𝑂∙−

2 .
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Рисунок 1.6 — (a) Динамика изменения поглощения насыщенного аргоном
раствора хлорина е6 на длине волны 405 нм в зависимости от времени

облучения раствора при отношении количества молекул BSA к хлорину е6 0,
0,25 и 1,5 и при pH=7.8 [19]. (b) Зависимость концентрации

фотосенсибилизатора в растворе буфера (рН = 7.0) от времени облучения
светодиодной матрицей (𝜆𝑚= 395–405 нм) [97].

1.3 Применение время-разрешенной флуоресцентной
спектроскопии и микроскопии для исследования процессов

фотодинамического воздействия

Время-разрешенная флуоресцентная спектроскопия и микроскопия широ
ко используются для исследования микроокужения молекул [100; 101] и моле
кулярных взаимодействий [102] в растворах, клетках и тканях, а также в клини
ческой практике [103]. Время-разрешенные методы позволяют получать инфор
мацию о временах затухания (времени жизни) флуоресценции и константах ско
рости различных процессов в сложных системах. Время жизни флуоресценции
флуорофора 𝜏 - это среднее время, которое молекула проводит в возбужденном
состоянии 𝑆1 (рис. 1.1), прежде чем вернуться в основное состояние 𝑆0 в ходе
излучательных и безызлучательных процессов:

𝜏 =
1

Γ + 𝑘𝑛𝑟
(1.1)

где Γ и 𝑘𝑛𝑟 - константы скорости излучательных и безызлучательных процессов
соответственно.
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Время-разрешенные флуоресцентные методы обладают неоспоримым пре
имуществом по сравнению с флуоресцентными методами измерения интенсивно
сти, так как время затухания флуоресценции является свойством флуорофоров
и нечувствительно к изменению интенсивности возбуждения, рассеянию света
в образце, изменению концентрации флуорофора, фотообесцвечиванию и фо
кусировке микроскопа [104]. Вместе с тем, изменение микроокружения может
приводить к изменению скорости процессов безызлучательной релаксации 𝑘𝑛𝑟

и соответственно к измеряемому значению времени затухания флуоресценции
𝜏 . Таким образом, время затухания флуоресценции флуорофоров чувствитель
но к ряду параметров, например к температуре [105], рН [106], концентрации
кислорода и концентрации тушителей возбужденных состояний молекулы флу
орофора [104], полярности растворителя [107], а также к наличию в образце
молекул, способных связываться с молекулами флуорофора и др. [104].

Существует два основных метода регистрации времени затухания флуо
ресценции: фазово-модуляционный метод (frequency-domain method) и импульс
ный метод с регистрацией время-разрешенного профиля затухания флуоресцен
ции (time-domain method). Фазово-модуляционный метод измерения 𝜏 флуорес
ценции основан на модуляции (обычно синусоидальной с частотой модуляции
𝜔) интенсивности возбуждающего света и регистрации интенсивности излуче
ния, которое также модулировано и задерживается по времени относительно
возбуждения из-за конечного времени затухания флуоресценции. В данном ме
тоде время затухания флуоресценции 𝜏 может быть рассчитано из сдвига фазы
между модулированными возбуждающим светом и флуоресценцией Φ и коэф
фициента демодуляции регистрируемого сигнала 𝑀 . Для одноэкспоненциаль
ного затухания сигнала флуоресценции флуорофора [108]:

Φ = 𝑎𝑟𝑐𝑡𝑎𝑛(𝜔𝜏)

𝑀 =
1√︀

1 + (𝜔𝜏)2

Второй метод основан на возбуждении молекул коротким лазерным им
пульсом и регистрации временного профиля затухания интенсивности флуорес
ценции. Время-разрешенный профиль затухания флуоресценции может быть
получен разными методами, например с помощью стробоскопического мето
да, где быстрый фотодетектор периодически регистрирует сигнал в течение
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короткого времени при разной задержке относительно возбуждающего импуль
са, большое количество стробирующих импульсов позволяет численно получить
полную кривую затухания флуоресценции во времени [109]. Метод успешно ис
пользуется не только для спектроскопических [110], но и для микроскопических
[111] клинических применений.

С другой стороны, профиль затухания флуоресценции после импульсно
го возбуждения может быть получен время-коррелированным методом счета
единичных фотонов, который основан на регистрации единичных фотонов флу
оресценции после импульсного возбуждения. При испускании возбуждающего
импульса подается сигнал синхронизации на время-амплитудный преобразова
тель, где происходит линейное нарастание напряжения. Регистрация первого
фотона флуоресценции, например с помощью лавинного фотодиода или фото
электронного умножителя, работающего в режиме счета фотонов, останавли
вает нарастание напряжения на время-амплитудном преобразователе, при этом
временное разрешение данного метода может достигать нескольких пикосекунд.
С помощью многоканального анализатора и повторяющихся циклов возбужде
ния и регистрации времени прихода первого фотона флуоресценции формирует
ся гистограмма распределения числа фотонов от времени их регистрации после
импульса возбуждения. Регистрируемая гистограмма распределения фотонов
представляет собой свертку между временным профилем затухания флуорес
ценции (F(t)) и апаратной функция отклика (IRF(t)) [109]:

𝐼(𝑡) = 𝐹 (𝑡) ⊗ 𝐼𝑅𝐹 (𝑡) = 𝐼0

𝑡∫︁
0

𝐼𝑅𝐹 (𝑡′)
∑︁
𝑖

𝐴𝑖𝑒
𝑡−𝑡′
𝜏𝑖

𝑑𝑡′ (1.2)

где 𝜏𝑖 - время жизни флуоресценции, 𝐴𝑖 - предэкспоненциальные множители.
Основным методом анализа профилей затухания флуоресценции являет

ся подгонка экспериментальных сигналов экспоненциальными функциями 1.2.
Однако в случае, когда необходимо проводить анализ большого количества сиг
налов, например в микроскопии визуализации времени жизни флуоресценции
(Fluorescence-lifetime imaging microscopy, FLIM), где в каждом пикселе регистри
руется время-разрешенный сигнал, или при малом отношении сигнал/шум, что
делает точную подгонку невозможным, анализ сигналов часто проводится с по
мощью phasor-plot (фазовые диаграммы). Представление экспериментальных
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данных в графическом виде phasor-plot распространено при анализе FLIM-изоб
ражений, полученных как фазово-модуляционным методом (frequency-domain
method), так при регистрации время-разрешенного профиля затухания флуо
ресценции (time-domain method), что существенно упрощает анализ несколько
тысяч сигналов, зарегистрированных в каждом пикселе.

Построение фазовых диаграмм (phasor-plot) происходит при однозначном
соответствии пикселя FLIM-изображения и точкой на графике с координатами
S и G, определяемые как 𝐺 = 𝑀 · 𝑐𝑜𝑠(Φ) и 𝑆 = 𝑀 · 𝑠𝑖𝑛(Φ) для фазово-модуля
ционного метода, а при регистрации время-разрешенного профиля затухания
флуоресценции как:

𝐺 =

∞∫︀
0

𝐼(𝑡)𝑐𝑜𝑠(𝜔𝑡)𝑑𝑡

∞∫︀
0

𝐼(𝑡)𝑑𝑡

𝑆 =

∞∫︀
0

𝐼(𝑡)𝑠𝑖𝑛(𝜔𝑡)𝑑𝑡

∞∫︀
0

𝐼(𝑡)𝑑𝑡

(1.3)

где T- период, 𝜔-частота повторения возбуждающего импульсного лазера.
Одной из особенностей фазовых диаграмм (phasor-plot) является расположение
точки на полуокружности, если регистрируемый сигнал является одноэкспонен
циальным, при этом чем меньше время затухания флуоресценции тем правее на
окружности находится точка (см. рисунок 1.7). Такой анализ широко использу
ется при изучении смесей веществ с разными временами жизни флуоресценции,
в этом случае точка на phasor-plot располагается на хорде, которая соединя
ет точки на полуокружности, соответствующие отдельным компонентам смеси.
Такой подход широко используется для анализа сигналов флуоресценции, в
частности для вычисления компонент связанного и несвязанного кофермента
FAD[112; 113]. Также если в одном поле зрения находятся два флуорофора,
перекрывающиеся по спектру, и для них известны координаты S и G на phasor
plot, тогда можно разделить области их флуоресценции в поле зрения выде
ляя нужные области фазовой диаграммы[114; 115]. Вместе с тем, такой подход
используется для анализа микроокружения флуорофора при изменении пара
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метров флуоресценции[116]. Примеры пространственных распределений времен
затухания фотосенсибилизатора Радахлорин в гистологических срезах тканей
и соответствующие им фазовые диаграммы представлены на рисунке 1.7, где на
phasor-plot хорошо видно изменение положение точек полей зрения для образ
цов, подвергшихся фотообесцвечиванию, относительно сигналов, полученных
при изучении контрольных гистологических срезов.

Рисунок 1.7 — Пространственные распределения времен затухания
(FLIM-изображения) Радахлорина в разных тканях (a-e). Внизу: phasor-plot

для представленных FLIM-изображений, представленные разными
соответствующими цветами [117].

Кроме регистрации профиля затухания флуоресценции, большой интерес
представляет анизотропия флуоресценции, которая позволяет получить инфор
мацию о размере и форме молекулы [118] или о свойствах микроокружения,
например о локальной вязкости [119]. Измерения анизотропии основаны на
принципе фотоселективного возбуждения молекул флуорофоров поляризован
ным светом. В изотропном растворе возбуждаются преимущественно молеку
лы, дипольные моменты перехода которых ориентированы вдоль направления
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электрического вектора возбуждения. Поскольку дипольный момент перехода
имеет определенную ориентацию относительно главных осей молекулы, то на
блюдается ориентация молекул в возбуждённом состоянии. Такое избиратель
ное возбуждение приводит к частичной поляризации флуоресценции, степень
которой характеризуется параметром анизотропии. Относительный угол меж
ду векторами дипольного момента поглощения и флуоресценции определяет
анизотропию в начальный момент времени. Анизотропия флуоресценции (r)
определяется как [120]:

𝑟 =
𝐼‖ − 𝐼⊥

𝐼‖ + 2𝐼⊥

где 𝐼‖ и 𝐼⊥ - параллельная и перпендикулярная к направлению поляризации воз
буждающего излучения компоненты поляризованной флуоресценции при воз
буждении линейно поляризованным излучением.

Анизотропия флуоресценции может затухать в течение времени жизни
возбужденного состояния за счет взаимодействия с окружающей средой, на
пример в ходе вращательной диффузии. Предполагая, что никакие другие про
цессы кроме вращательной диффузии не приводят к изменению анизотропии,
ожидаемая временная зависимость анизотропии определяется как [121]:

𝑟(𝑡) = 𝑟0𝑒
− 𝑡

𝜏𝑟𝑜𝑡

где 𝑟0 - начальная анизотропия флуоресценции (анизотропия флуоресцен
ции в момент возбуждения), 𝜏𝑟𝑜𝑡 - время вращательной диффузии. В свою оче
редь, время вращательной диффузии задается выражением Стокса-Энштейна:

𝜏𝑟𝑜𝑡 = 𝑓𝐶
𝜃𝑉

𝑘𝑇

где k и T - постоянная Больцмана и температура соответственно, V - Ван
дер-Ваальсов объем молекул растворенного вещества, 𝜃 - макроскопическая вяз
кость растворителя, f - коэффициент, характеризующий форму молекул раство
ренного вещества, C - коэффициент, обозначающий трение между растворен
ным веществом и растворителем. Таким образом, измеряя время вращательной
диффузии по временной зависимости анизотропиии можно получить инфор
мацию о локальной вязкости [122] и о процессах связывания флоурофора с
другими крупными молекулами [123].
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Исследование фотосенсибилизаторов время-разрешенными методами в
растворах и клетках проводилось в ряде работ [124—126]. На времена жизни
флуоресценции фотосенсибилизаторов, как известно, может влиять раствори
тель, так время-разрешенные профили флуоресценции фотосенсибилизаторов
хлоринового ряда ранее исследовались в водных и спиртовых растворах, в ко
торых времена жизни флуоресценции молекулы хлорина е6 составляли 4,4 нс
и 3,7 нс в этаноле и в фосфатном буфере (pH=7,4) соответственно [127].

Кроме того, ряд фотосенсибилизаторов имеет тенденцию к агрегации. В
растворах метанола время жизни флуоресценции мономера хлорина е6 состав
ляет 4,5 нс, при этом хлорин е6 подвержен агрегированию, что приводит к су
щественному уменьшению времени жизни флуоресценции до 0,5 нс в растворах
метанола[109]. Вместе с тем, для фотосенсибилизатора mTHPC было показано,
что при внутриклеточной агрегации молекул происходит не только уменьшение
времени жизни флуоресценции, но и уменьшение эффективности фотодинами
ческого воздействия на живые клетки в связи с самотушением триплетного
уровня молекул ФС при агрегации [128].

В ходе фотодинамического воздействия могут образовываться побочные
фотопродукты, которые меняют микроокружение молекул ФС и соответствен
но влияют на процессы безызлучательной релаксации молекул. Например, для
производной гематопорфирина (HpD) показано, что длительное облучение мо
жет привести к появлению короткой компоненты в профиле затухания флуорес
ценции [124]. Исследования in vivo показали увеличение интенсивности корот
коживущей компоненты флуоресценции (1,0 ± 0,3 нс) при повышении интенсив
ности возбуждения, что может быть объяснено образованием фотопродуктов в
результате фотообесцвечивания мономеров HpD [124].

Фотопродукты и агрегаты могут приводить к изменению спектров флу
оресценции, времени жизни флуоресценции и фототоксичности. Время-разре
шенные флуоресцентные методы со спектральным разрешением позволили ис
следовать мономерные и агрегированные формы фотосенсибилизатора Фотоф
рин, а также изучить изменение митохондриального метаболизма клеток в ходе
фотодинамического воздействия с Фотофрином при регистрации автофлуорес
ценции [129].

Другим аспектом, влияющим на параметры флуоресценции фотосенсиби
лизаторов, является возможность связывания с органическими соединениями
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в биологических системах. Так, исследование время-разрешенной флуоресцен
ции хлорина е6 при взаимодействии с агентом, алкилирующим ДНК, показали
уменьшение времени жизни флуоресценции как в водном растворе так и в ми
целлярных системах, которые используются как биологические модели клеточ
ных мембран [130].

1.4 Применение методов фазовой визуализации для исследования
биологических объектов

Для всестороннего исследования процессов фотодинамического воздей
ствия, кроме изучения фотофизических свойств фотосенсибилизаторов и про
цессов генерации активных форм кислорода, необходимо изучать клеточный
отклик in vitro и in vivo. В последние годы все больше внимания уделяется
разработке и совершенствованию малоинвазивных методов анализа биологиче
ских объектов, в частности оптических методов, основанных на регистрации
изменений фазы излучения, проходящего через биологические структуры, - ме
тодов количественной фазовой визуализации (QPI) [131]. К настоящему момен
ту существует множество методов получения пространственного распределения
фазового запаздывания, индуцированного образцом в проходящий волновой
фронт, например, к таким методам можно отнести внеосевую и осевую коге
рентную голографическую микроскопию и томографию, которые основаны на
регистрации интерференционных картин, численную фазово-контрастную мик
роскопию, реализуемую за счет введения в оптический путь фазово-контрастно
го микроскопа пространственного модулятора света, а также метод основанный
на вычислении фазового запаздывания волнового фронта из серии дефокуси
рованных распределений интенсивностей в ходе решения уравнения переноса
интенсивности света (TIE, transport of intensity equation) [132].

Отличительной особенностью методов фазовой визуализации является от
сутствие требования на введение внутриклеточных маркеров и возможность ис
пользования излучения низкой плотности мощности порядка 50-100 мкВт/cм2

[133; 134] для когерентной голографической микроскопии в плоскости образца,
что позволяет минимизировать влияние метода исследования при изучении ре
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акции объекта на внешнее воздействие. Различные модификации этих методов
позволяют использовать как когерентное [135], так и низкокогерентное излуче
ние [136] и восстанавливать форму поверхности, распределения интегрального
фазового набега, трехмерные распределения показателя преломления, получать
информацию о дисперсии показателя преломления и т.д [137; 138].

Одним из методов фазовой визуализации является метод внеосевой циф
ровой голографической микроскопии, основанный на регистрации интерферен
ционной картины двух волн: опорной и предметной, прошедшей через иссле
дуемый образец. Восстановление пространственного распределения фазового
запаздывания, индуцированного образцом, из регистрируемой интерференци
онной картины возможно разными методами. Например, алгоритм, предложен
ный Томасом Крайсом, позволяет восстанавливать информацию о фазе пред
метной волны из единственной внеосевой цифровой голограммы [139; 140]. В
его основе лежит двойное применение Фурье-преобразования с фильтрацией
в частотном пространстве первого дифракционного порядка, что приводит к
уменьшению пространственного разрешения восстанавливаемого изображения.
Существуют и другие методы, позволяющие восстанавливать фазовое изобра
жение из единственной интерференционной картины, например алгоритм, пред
ложенный в работе [141], однако они также уменьшают пространственное раз
решение восстанавливаемого фазового изображения. С другой стороны, метод
фазовых шагов позволяет полностью сохранить пространственное разрешение
оптической системы, но требует регистрации нескольких интерференционных
картин со сдвигом фазы в опорном плече системы [142], что мало применимо
для исследования быстро протекающих процессов. В свою очередь, существу
ют методы повышения пространственного разрешения фазового изображения
клеток. Так, голографическая томография и цифровая голографическая мик
роскопия с использованием синтетической апертуры позволяют повысить про
странственное разрешение фазового изображения, однако требуют регистрации
большего количества данных, вращения зондирующего пучка или объекта [143].

Вне зависимости от метода восстановления пространственного распреде
ления фазового запаздывания ∆𝜑(𝑥,𝑦), индуцированного клетками, последую
щий анализ изображения позволяет определить ряд важных морфологических
и оптических параметров биологических объектов. При голографическом мо
ниторинге клеток широко применяются параметры, усредненные по площади
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клетки S, такие как суммарный ∆Φ =
∫︀
𝑆

∆𝜑(𝑥,𝑦)𝑑𝑥𝑑𝑦 и средний ∆𝜑𝑎𝑣 = ΔΦ
𝑆

по площади проекции S фазовый набег, внесенный клеточными структурами
в прошедший волновой фронт. Кроме того, при голографическом мониторинге
живых клеток, например при делении клеток [144], часто рассматривают массу
сухого вещества клеток DM:

𝐷𝑀 =
𝜆

2𝜋𝛼

∫︁
𝑆

∆𝜑(𝑥,𝑦)𝑑𝑥𝑑𝑦 (1.4)

где 𝛼 - параметр, определяющий отношение показателя преломления внут
риклеточных белков к их массе на 100 мл. Для большинства типов клеток 𝛼

колеблется в пределах 0,0018–0,0021 м3/кг со средним значением около 0,0019
м3/кг [145]. Вместе с тем, в ряде процессов меняются геометрические параметры
клеток при неизменной массе сухого вещества DM, что приводит к изменению
плотности сухой массы 𝜎 = 𝐷𝑀

𝑆 . При известном показателе преломления сре
ды 𝑛𝑚𝑒𝑑, в которой находится живая или фиксированная клетка, и ее среднем
показателе преломления 𝑛𝑎𝑣𝑐𝑒𝑙𝑙, можно получить распределение толщины клет
ки ℎ(𝑥,𝑦) = 𝜆

2𝜋(𝑛𝑎𝑣𝑐𝑒𝑙𝑙 − 𝑛𝑚𝑒𝑑) · 𝜙(𝑥,𝑦), её объем 𝑉𝑐𝑒𝑙𝑙 =
∫︀
𝑆

ℎ(𝑥,𝑦)𝑑𝑥𝑑𝑦, и площадь
поверхности:

𝑆𝐴 =

∫︁
𝑆

√︃
1 +

(︂
𝛿ℎ(𝑥,𝑦)

𝛿𝑥

)︂2

+

(︂
𝛿ℎ(𝑥,𝑦)

𝛿𝑦

)︂2

)𝑑𝑥𝑑𝑦 + 𝑆

Кроме того, в ряде работ [146; 147] в ходе фазового мониторинга клеток
вычислялся геометрический параметр - индекс сферичности клетки 𝜓, опреде
ленный как отношение площади поверхности сферы объемом 𝑉𝑐𝑒𝑙𝑙 к площади
поверхности клетки 𝑆𝐴. Вместе в тем, для полного описания отдельных клеток
принято использовать не только параметры, характеризующие клетку в целом,
но и статистические параметры распределения фазового запаздывания внутри
клетки, такие как: дисперсия, коэффициенты эксцесса и асимметрии[147].

Методы фазовой визуализации, например внеосевая цифровая гологра
фическая микроскопия и томография, широко используются в лабораторных
исследованиях для определения параметров клеточных структур и их динами
ки в ходе внешнего воздействия [132; 134]. В частности, когерентная цифровая
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голографическая микроскопия применяется для исследования биологических
объектов и может использоваться в медицинской диагностике [21]. Этот метод
был в частности использован для малоинвазивного исследования морфологии
и ее динамики для клеток крови [148], эндотелиальных клеток [149], нейро
нов [150], бактериальной инфекции [151], гистологических срезов тканей[152],
культур раковых клеток [153] и их динамики в ответ на противоопухолевую
терапию [154]. Была продемонстрирована возможность определения не только
морфологических параметров клеток, но и их сухой массы [135], метастатиче
ского потенциала [155] и типа клеточной гибели при внешнем воздействии [135].

Важно отметить, что методы цифровой голографической микроскопии
позволяют осуществлять мониторинг живых клеток в динамике в течение дли
тельного времени. В частности, несколько исследовательских групп занимались
мониторингом in vitro отдельных живых клеток и их реакцией на внешние воз
действия, включая химиотерапию В-клеточной лимфомы [156], электропора
цию клеток [157], воздействие цитопатического агента [158]. На основе внеосе
вого голографического микроскопа был предложен неинвазивный метод про
точной цитометрии [159].

Исследования отклика клеток на фотодинамическое воздействие (ФДВ)
с фотосенсибилизатором Радахлорин проводились ранее с использованием ме
тодов цифровой голографической микроскопии, где было показано [134; 135;
160], что метод цифровой голографической микроскопии позволяет численно
оценить скорость протекания внутриклеточных процессов благодаря анализу
динамики сухой массы и среднего фазового набега, внесенного клеткой. В рабо
те [160] была показана возможность наблюдения клеточных процессов с помо
щью голографической томографии, позволяющей получить данные о трехмер
ном распределении показателя преломления в клетке. Голографические методы
мониторинга клеток при ФДВ с Радахлорином показали существенно разную
динамику клеточных параметров в зависимости от дозы облучения. Было пока
зано, что при разных дозах могут реализовываться разные механизмы гибели
клеток, приводящие к разным сценариям изменения их сухой массы и среднего
фазового набега (см. рис. 1.8).
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Рисунок 1.8 — Динамика среднего фазового набега (a) и сухой массы (b)
клеток линии HeLa в ходе фотодинамического воздействия с Радахлорином

при разных дозах облучения [135].

1.4.1 Современное состояние автоматизации голографического
мониторинга и классификации фазовых объектов

Различие в динамике среднего фазового набега и сухой массы клеток при
фотодинамическом воздействии с Радахлорином позволяет сделать вывод о воз
можности определения состояния клеток в ходе ФДВ на основе данных, полу
ченных голографическими методами. На сколько известно, автоматизация опре
деления состояния клеток при ФДВ по их параметрам, полученным с помощью
голографической микроскопии, ранее не проводилась. Однако, в настоящее вре
мя машинное обучение успешно применяется для обработки восстановленных
амплитудных и фазовых распределений в области цифровой голографии. В на
учной литературе представлен ряд статей, посвященных решению проблем ав
тофокусировки [161], увеличения глубины резкости изображения, полученных
голографическими методами [162], или оценки качества фокусировки изображе
ний, что позволяет выбрать изображение наилучшего качества, а также рассчи
тать расстояние между плоскостями изображения и объекта [163]. Кроме того,
методы машинного обучения могут быть использованы для решения широко
распространенных задач, например, для компенсации оптических аберраций
[164] или для увеличения пространственного разрешения при автоматическом
сшивании набора голографических данных с синтетической апертурой [165]. В
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цифровой голографии машинное обучение используется также для обработки
изображений и вычисления параметров клеток, в частности для сегментации
клеток на их фазовых распределениях [166].

Кроме автоматизации голографического мониторинга и обработки дан
ных методы машинного обучения широко используется для анализа клеточных
параметров и классификации клеток. Голографический мониторинг применял
ся для отслеживания траекторий отдельных сперматозоидов в большом объеме
≈ 18 мкл с глубиной резкости ≈ 0,6 мм [167]. Применение алгоритма машин
ной классификации (метода опорных векторов) для анализа подвижности спер
матозоидов, их морфологических и оптических параметров, полученных голо
графическим методом, позволило разделить клетки в нормальном состоянии
и подверженные окислительному стрессу с точностью ≈ 90 % [168]. Вместе с
тем, применение метода опорных векторов на основе голографических данных
позволило разделять клетки разной морфологии с большей точностью по срав
нению с данными оптической микроскопии [133]. В работе [169] было показано,
что диагностика малярии возможна при комбинации методов машинной клас
сификации и осевого голографического мониторинга параметров клеток крови
с точностью классификации более 95%. Показана возможность автоматизиро
ванного разделения трех типов клеток крови при использовании внеосевого
голографического микроскопа и анализа 14 оптических и морфологических па
раметров клеток [170].

Сравнение точности различных алгоритмов автоматической классифика
ции (метода опорных векторов, построения дерева решений, k-ближайших со
седей и др.) при исследовании клеток в питательной среде и в натрий-фосфат
ном буфере (PBS), инициирующем изменение морфологии клеток, с помощью
голографической микроскопии было проведено в работе [171], где продемон
стрировано, что дополнение морфологических параметров, таких как площадь
проекции и периметр площади прикрепления клетки, оптическими параметра
ми, полученными с помощью голографии, повышает точность классификации
объектов для всех используемых алгоритмов. Однако, несмотря на широкое
распространение алгоритмов машинного обучения для классификации фазо
вых объектов при их исследовании методами фазовой визуализации разработка
алгоритмов автоматического определения отклика фотосенсибилизированных
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клеток на внешнее фотодинамическое воздействие на основе голографических
данных ранее не проводилась.
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Глава 2. Исследование время-разрешенных сигналов
фосфоресценции синглетного кислорода и процессов

фотообесцвечивания растворов фотосенсибилизатора Радахлорин
при напылении их на органические поверхности струей аэрозоля

Фотосенсибилизированная генерация синглетного кислорода (СК), наряду
с другими активными формами кислорода, лежит в основе фотодинамической
терапии (ФДТ), инактивации бактерий и вирусов, что широко используется
в настоящее время, как было подробно описано в разделе 1.1. Несмотря на
большое количество исследований время-разрешенных сигналов фосфоресцен
ции синглетного кислорода в растворах, в биологических системах основным
методом детектирования активных форм кислорода являются флуоресцентные
маркеры. Исследование же процессов фотообесцвечивания ФС, в частности Ра
дахлорина (см. раздел 1.1.1), в основном также проводилось лишь в водных и
органических растворах, что подробно рассмотрено в разделе 1.2.1. При этом,
для оценки дозы фотодинамического воздействия может быть использованы
измерения времен жизни и генерации синглетного кислорода, а также скорости
фотообесцвечивания ФС [14; 15], что определяет актуальность исследований
этих процессов в биологических системах.

В свою очередь, распыление фотосенсибилизаторов является эффектив
ным методом их доставки в дыхательные пути [172; 173].Вместе с этим посто
янное обновление раствора ФС может позволить прямое детектирование сигна
ла фосфоресценции синглетного кислорода на длине волны 1270 нм в модель
ной системе биологических объектов при использовании аэрозоли. Несмотря
на применение аэрозоля как метода доставки, процессы генерации синглетного
кислорода и фотообесцвечивания фотосенсибилизаторов хлоринового ряда при
напылении на органические поверхности, насколько известно автору, не были
представлены ранее в научной литературе.
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2.1 Исследование люминесценции синглетного кислорода в струе
аэрозоля фотосенсибилизатора Радахлорин при разных условиях

оксигенации раствора

До проведения экспериментов, направленных на исследование сигнала
фосфоресценции синглетного кислорода, генерируемого на поверхностях, были
проведены работы по визуализации пространственного распределения интен
сивности сигнала флуоресценции фотосенсибилизатора и регистрации интен
сивности фосфоресценции СК в струе аэрозоля Радахлорина. Кроме того, был
получен спектр люминесценции в диапазоне 1250 - 1300 нм при возбуждении
молекул ФС в аэрозоле, для подтверждения того, что регистрируемый сигнал
является именно сигналом фосфоресценции СК. Пространственное распреде
ление флуоресценции фотосенсибилизатора часто используется как косвенный
метод определения и визуализации пространственного распределения СК и ши
роко применяется для фотодинамической диагностики и интраоперационного
определения границ опухолей [174; 175]. Применяемый в работе метод прямо
го детектирования СК, основанный на регистрации сигнала люминесценции в
области пика его фосфоресценции, хорошо известен и широко используется в
научных исследованиях (раздел 1.1).

Схема экспериментальной установки, используемой для регистрации ин
тенсивностей флуоресценции ФС и фосфоресценции СК в струе аэрозоля Рада
хлорина, представлена на рисунке 2.1. Струя раствора фотосенсибилизатора об
лучалась возбуждающим лазером, люминесценция СК фокусировалась линзой
на входную щель монохроматора и регистрировалась фотоэлектроным умножи
телем (ФЭУ), а пространственное распределение интенсивности флуоресценции
ФС регистрировалось на матрице цифровой камеры.

Струя аэрозоля формировалась с помощью компрессорного небулайзера
для аэрозольной терапии Airbox nebulizer mod. C1 (MED2000, Италия), создаю
щего непрерывную струю аэрозоля за счет высокоскоростного потока газа через
раствор фотосенсибилизатора. Скорость потока газа через небулайзер для фор
мирования струи аэрозоля был экспериментально оценен как ≈ 5 л в минуту, в
то время как расход раствора ФС варьировался от 0,12 до 0,15 мл в минуту и
зависел от размера образующихся капель, находящегося в диапазоне от 5 до 10
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Рисунок 2.1 — Схема экспериментальной установи для регистрации
интенсивностей фосфоресценции синглетного кислорода и флуоресценции

Радахлорина в струе аэрозоля раствора фотосенсибилизатора

мкм. Экспериментальное исследование слабых сигналов фосфоресценции СК,
генерируемого в мелкодисперсной структуре струи аэрозоля, затруднено из-за
рассеяния возбуждающего и регистрируемого излучений, что привело к необ
ходимости повышения локальной концентрации фотосенсибилизатора за счет
выбора сопла, формирующего струю. Конструкция небулайзера позволила про
вести небольшую модификацию, где в канал забора газа подключалась подуш
ка с кислородом, что позволило генерировать капли аэрозоля ФС, используя
чистый кислород, и таким образом варьировать концентрацию кислорода. Дав
ление кислорода в подушке контролировалось и поддерживалось таким, чтобы
расход газа и раствора ФС при формировании аэрозоля чистым кислородом
не отклонялся более чем на 5% от условий экспериментов, проводимых при
использовании атмосферного воздуха. Для формирования аэрозоля использо
вался водный раствор Радахлорина с концентрацией активных солей 0,7 мг/мл
(≈ 1,1 мM), при этом концентрация ФС в объеме аэрозоля была значительно
ниже и была оценена как ≈ 2 · 10−5 мг/мл.

Возбуждение ФС Радахлорин возможно в широком диапазоне длин волн
(см. рис. 1.4), в частности в клинической практике обычно применяются крас
ные светодиодные матрицы, излучающие в пределах Q-полосы поглощения, ко
торая имеет максимум около 660 нм, что соответствует "окну прозрачности
тканей"и позволяет возбуждающему свету проникать вглубь образований [176].
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Однако, при облучении фотосенсибилизатора на поверхности более эффектив
ное возбуждение молекул ФС может быть достигнуто при возбуждении в обла
сти полосы поглощения Соре с максимумом на длине волны 405 нм (рис. 1.4).
Таким образом, для возбуждения молекул Радахлорина в данной части рабо
ты использовался непрерывный лазер с длиной волны 405 нм и относительно
высокой плотностью мощности 2,2 Вт/см2.

Применяемая методика исследования может быть выполнена с временным
разрешением сигнала фосфоресценции СК на длине волны около 1270 нм, что
является информативным путем получения параметров сигнала фосфоресцен
ции СК [177]. Однако, измерения с временным разрешением оказались невоз
можны из-за низких концентраций молекул как ФС, так и СК в единице объе
ма струи аэрозоля. Поэтому, в потоке капель раствора ФС проводилась только
регистрация интенсивности фосфоресценции СК ФЭУ NIR PMT (H10330B-45,
Hamamatsu), чувствительным в спектральном диапазоне 900-1400 нм и работа
ющим в режиме счета фотонов. Спектральный диапазон регистрируемого излу
чения выделялся с помощью монохроматора MDR-12 (ЛОМО, Россия) с обрат
ной дисперсией 4,8 нм/мм, в котором входная и выходная щели были раскрыты
на 2 мм, что обеспечивало спектральное разрешение 9,6 нм. Дополнительно пе
ред ФЭУ устанавливалась кремниевая пластинка, отсекающая внешний шум в
оптическом диапазоне длин волн.

Вначале, было визуализировано пространственное распределение интен
сивности флуоресценции Радахлорина в струе аэрозоля (рис. 2.2 (а)). Как из
вестно, полоса флуоресценции Радахлорина, соответствующая переходу из пер
вого синглетного состояния 𝑆1 в основное 𝑆0, имеет максимум примерно на 663
нм (см. рис. 1.4). Для регистрации интенсивности сигнала флуоресценции в экс
периментальной установке использовалась CCD-камера Nx1000 (Samsung), обес
печивающая относительно длительное время экспозиции, и оптический фильтр
КС-13 (600-2500 нм, ЛенЗОС, Россия) для отсечения лазерного излучения, рас
сеянного каплями аэрозоля (рис.2.1).

В отличие от стационарной схемы детектирования флуоресценции ФС в
кювете [99], регистрация сигнала в струе аэрозоля не сопровождалась фотообес
цвечиванием раствора за счет непрерывного обновления молекул ФС в наблю
даемом объеме, что позволило получить стабильные сигналы интенсивности
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Рисунок 2.2 — (а) Пространственное распределение интенсивности
флуоресценции ФС в струе аэрозоля раствора Радахлорина при возбуждении

лазером на длине волны 405 нм. Возбуждающий лазерный луч направлен
противоположно направлению распространения струи. (b) Количество

фотонов сигнала фосфоресценции синглетного кислорода в спектральном
диапазоне 1269-1279 нм в соответствующих областях, обозначенных белыми
кружками на рисунке (а), при выключенном (от 0 до 55 сек) и включенном

(от 55 до 100 сек) возбуждающем непрерывном лазере.

флуоресценции ФС. Флуоресцентное изображение пространственного распреде
ления ФС в струе аэрозоля показано на рис. 2.2 (а).

Регистрация интегрального сигнала фосфоресценции СК в спектраль
ном диапазоне 1269-1279 нм, выделяемого монохроматором, была проведена
в нескольких местах струи аэрозоля при непрерывном облучении лазером с
длиной волны 405 нм. Типичные сигналы фосфоресценции СК, полученные из
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областей, расположенных на разных расстояниях от сопла небулайзера, пока
заны на рис. 2.2 (b). В диапазоне от 0 до 55 с показан сигнал, обусловленный
темновым током ФЭУ и другими шумами, включение непрерывного лазерного
возбуждения приводило (начиная с 55 сек) к регистрации устойчивого сигнала
фосфоресценции СК. Как видно на рис. 2.2 (b), превышение регистрируемого
сигнала фосфоресценции СК над шумом (количество фотонов в секунду указа
но на рисунке) уменьшается с увеличением расстояния от сопла небулайзера.
Таким образом, концентрация синглетного кислорода уменьшалась при удале
нии от сопла небулайзера, что было связано с расширением диаметра струи при
условии постоянного объема детектирования (фокального объема, собираемого
линзой на катоде ФЭУ). Стоит отметить, что изменение расстояния между объ
емом регистрации сигнала и соплом может привести к варьированию эффектив
ности детектирования фосфоресценции СК из-за разных условий рассеяния и
поглощения света. Однако результаты экспериментов показали, что эффектив
ность регистрации сигнала фосфоресценции СК снижалась всего лишь на 3-5 %
с увеличением расстояния между соплом и фокальным объемом регистрации.
Таким образом, можно предположить, что наблюдаемое снижение интенсивно
сти сигнала фосфоресценции в первую очередь связано со снижением концен
трации СК, вызванного расширением струи и уменьшением концентрации ФС
в объеме аэрозоля.

Для подтверждения того, что полученный сигнал в диапазоне 1269-1279
нм (рис. 2.2 (b)) обусловлен именно фосфоресценцией СК, была исследована
спектральная зависимость интенсивности сигнала люминесценции в струе сра
зу на выходе из сопла небулайзера. Схема установки, используемой для реги
страции спектра люминесценции, представлена на рисунке 2.1. Для каждой
длины волны, выделяемой монохроматором, вначале определялся уровень шу
ма - сигнал на катоде ФЭУ без возбуждения молекул ФС, после чего вклю
чался непрерывный возбуждающий лазер и проводилась регистрация сигнала
люминесценции (см. вставки на рис. 2.3, где от 0 до 60 с прописан уровень шу
ма), что позволило рассчитать среднюю интенсивность фосфоресценции СК в
определенном спектральном диапазоне. На рис. 2.3 представлен спектр люми
несценции в струе аэрозоля ФС в диапазоне 1250-1300 нм. Полученный спектр
имеет типичный пик фосфоресценции СК, асимметрия которого объясняется
его наложением на ниспадающий сигнал ("хвост") люминесценции молекул ФС
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хлорина е6, который ранее наблюдался в работе [178]. Интегральное увеличение
интенсивности сигнала в диапазоне 1250-1300 нм по сравнению с фоном, обу
словленным темновым током ФЭУ и "хвостом"люминесценции ФС, примерно
на 36% хорошо согласуется с данными, полученными из спектров люминесцен
ции водных растворов Радахлорина в кювете [178]. Таким образом, полученная
спектральная зависимость имеет характерный пик фосфоресценции СК и хо
рошо согласуется с литературными данными, что подтверждает регистрацию
именно сигнала фосфоресценции СК.

Рисунок 2.3 — Спектр люминесценции аэрозоля ФС Радахлорин в диапазоне
1250-1300 нм при возбуждении на длине волны 405 нм

Относительно низкая концентрация молекул СК в струе аэрозоля не поз
волила получить сигналы фосфоресценции с временным разрешением и досто
верно вычислить время жизни синглетного кислорода в аэрозоли. Однако, вре
мена жизни СК не должны существенно отличаться от типичных значений,
регистрируемых в водных растворах (около 3 мкс) [179], так как подавляющее
большинство молекул кислорода в аэрозоле возбуждается внутри капель вод
ного раствора ФС.

После подтверждения того, что регистрируемый сигнал является имен
но результатом фосфоресценции СК было проведено исследование влияния ок
сигенации раствора на концентрацию генерируемого Радахлорином СК. Как
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было отмечено ранее, варьирование концентрации кислорода в условиях экспе
римента достигалось за счет использования чистого кислорода для образования
капель аэрозоля. В ходе продувки раствора ФС кислородом в небулайзере про
исходило насыщение раствора кислородом, что в свою очередь приводило к
увеличению концентрации растворенного кислорода. Для контроля изменения
концентрации растворенного кислорода был проведен эксперимент, в ходе кото
рого чашу небулайзера заполняли 6 мл водного раствора ФС и продували его
чистым кислородом с образованием струи аэрозоля в течение различных перио
дов времени от 2 с до 2 мин. После чего концентрация растворенного кислорода
измерялась в растворе, оставшемся в чаше небулайзера, с помощью оксиметра
Water Liner WDO-64 (Metronx, Росиия). В начале каждого нового измерения
раствор ФС заменялся свежим с нормальным уровнем оксигенации. Динамика
увеличения концентрации растворенного кислорода при формировании аэрозо
ля кислородом представлена на рисунке 2.4 (b).

Рисунок 2.4 — (а) – Сигнал фосфоресценции синглетного кислорода в струе
аэрозоля, образующейся при использовании атмосферного воздуха и чистого

кислорода для формирования аэрозоли. (b) –Концентрация кислорода,
растворенного в воде, в зависимости от времени продувки раствора ФС

чистым кислородом.

Были получены экспериментальные сигналы фосфоресценции СК, реги
стрируемые при использовании для образовании аэрозоля атмосферного возду
ха (рис. 2.4 (а) зеленая кривая) и чистого кислорода (рис. 2.4 (а) синяя кри
вая). На рисунке 2.4 (в диапазонах 0-70 и 150-220 сек) также показан уровень
шума - сигнал, регистрируемый при отсутствии облучения аэрозоля возбужда
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ющим лазером. Как видно, сигнал фосфоресценции СК при использовании ат
мосферного воздуха составил 3,3·103 фотон/сек, а для чистого кислорода после
насыщения раствора - 4,5·103 фотон/сек. Таким образом, увеличение сигнала
фосфоресценции СК при использовании чистого кислорода над сигналом, по
лученным при условии нормальной оксигенации раствора, составило 35%. При
этом увеличение сигнала фосфоресценции СК при использовании кислорода
(синяя кривая рис. 2.4 (а)) происходило не скачкообразно, потребовалось около
минуты для выхода сигнала на уровень плато. Динамики насыщения раствора
кислородом (красные точки рис. 2.4 (b)) и увеличения сигнала фосфоресценции
СК (синяя кривая рис. 2.4 (а)) хорошо согласуются друг с другом, что видно при
их наложении. Несмотря на одинаковые динамики, среднее значение концентра
ции СК в струе аэрозоля увеличилось согласно зарегистрированным сигналам
фосфоресценции примерно на 35% при увеличении концентрации кислорода
[3𝑂2] в рассматриваемой системе в 2,25 раза. Этот результат можно объяснить
нелинейной зависимостью средней концентрации СК ⟨[1𝑂2]⟩ от концентрации
кислорода в основном состоянии [3𝑂2] (см. уравнение (2.9)), полученное в ходе
детального рассмотрения фотосенсибилизированных процессов при непрерыв
ном облучении.

2.2 Сравнительный анализ время-разрешенных сигналов
фосфоресценции синглетного кислорода на органических и
неорганических поверхностях при изменении концентрации

кислорода в растворе

Генерация синглетного кислорода при напылении аэрозоля на различные
органические поверхности представляет практический интерес для использова
ния фотодинамического воздействия для инактивации бактерий и вирусов на
поверхностях, а также определения дозы воздействия. В то время как основные
параметры, характеризующие фосфоресценцию СК в водных растворах фото
сенсибилизатора Радахлорин были определены ранее в работах [18; 180; 181],
случай нанесения аэрозоля ФС на органические поверхности ранее не изучался.
Регистрацию время-разрешенных сигналов фосфоресценции СК в струе аэрозо
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ля при разных условиях оксигенации раствора осуществить было невозможно
из-за потока капель ФС и низкой концентрации СК в аэрозоли. Однако, напы
ление ФС на поверхности разной природы позволило преодолеть эти трудности.
В работе были проведены эксперименты по регистрации сигналов фосфоресцен
ции СК с временным разрешением на различных органических и неорганиче
ских поверхностях. Для проведения экспериментов использовалась оптическая
установка, схема которой изображена на рисунке 2.5. В основе установки лежит
время-коррелированный метод счета единичных фотонов, который был описан
в разделе 1.3 для регистрации сигналов флуоресценции, но он также применим
и для исследования сигналов фосфоресценции СК. Время-разрешенные сигна
лы СК, генерируемого на поверхности образцов, регистрировались в спектраль
ной полосе 1269-1279 нм, соответствующей пику фосфоресценции СК (см. раз
дел 2.1 и работу [180]). Нужный спектральный диапазон выделялся в помощью
монохроматора MDR-12 (ЛОМО), сигналы фосфоресценции регистрировались
ФЭУ NIR PMT H10330B-45 (Hamamatsu) с низким уровнем шума, работающим
в режиме счета фотонов и затем обрабатывались модулем счета одиночных фо
тонов с временной корреляцией (TCSPC) PicoHarp 300 (PicoQuant), синхрони
зированным с возбуждающим лазером (см. рис.2.5). В отличие от предыдущего
этапа работы возбуждение Радахлорина осуществлялось импульсным полупро
водниковым лазером на длине волны 405 нм с длительностью импульса 100
нс, энергией импульса 108 нДж и частотой повторения 100 кГц. Для каждого
исследуемого образца сигналы фосфоресценции СК с временным разрешени
ем 0,512 нс собирались с поверхности в течение 600 сек. Образец, на который
проводилось напыление раствора ФС, крепился на предметное стекло и рас
полагался перед входной щелью монохроматора под углом 45𝑜 к оптической
оси установки. Линза, расположенная на двойном фокусном расстоянии от об
разца и от монохроматора, собирала сигнал фосфоресценции СК в плоскости
входной щели монохроматора. Исследование влияния оксигенации на времен
ные профили фосфоресценции СК происходило при непрерывном нанесении
аэрозоля ФС на поверхность образца. Для образования аэрозоля использовал
ся водный раствор ФС с концентрацией 0,7 мг/мл (≈1.1 мМ), диаметр капель
аэрозоля варьировался в диапазоне 5-10 мкм. Также было реализовано 2 ме
тода образования аэрозоля при продувке раствора ФС атмосферным воздухом
и кислородом. Как и ранее в предыдущем разделе, расход раствора ФС для



49

формирования аэрозоля контролировался и поддерживался таким же, как и в
экспериментах с атмосферным воздухом.

Рисунок 2.5 — Схема экспериментальной установки, используемой для
регистрации время-разрешенных сигналов фосфоресценции 1𝑂2 и

фотообесцвечивания ФС на поверхностях. Соответствующие типичные
сигналы показаны на вставках.

В качестве моделей органических поверхностей в работе использовались
три типа образцов разной природы и пористости, с разными свойствами, близ
кими к свойствам поверхностей, которые могут быть подвергнуты ФДВ. Для
моделирования слизистых оболочек были выбраны фасциальные ткани кожных
покровов курицы (образец №1) и рыбы (образец №2), а в качестве органиче
ского образца с высокой пористостью использовалась внутренняя поверхность
пилеипеллиса (кутикулы) шампиньона (образец №3). В качестве референтной
неорганической гладкой поверхности использовалось предметное стекло.

Типичные время-разрешенные сигналы фосфоресценции СК в спектраль
ном диапазоне 1269-1279 нм, полученные при его генерации на разных поверх
ностях при непрерывном нанесении аэрозоля ФС, представлены на рисунке 2.6.
Эти сигналы характеризуют процессы образования и тушения 1𝑂2 в ходе им
пульсного возбуждения молекул ФС. На первом этапе анализа полученных сиг
налов проводилось уменьшение шума сигналов, который обусловлен темновым
шумом ФЭУ (около 1500 фотон/сек) и фотонами рассеянного света (около 1000
фотон/сек). Численная обработка регистрируемых временных профилей была
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проведена с помощью фильтра скользящего среднего с Гауссовым распределе
нием весовых коэффициентов, диапазон фильтрации сигнала составлял 100 нс.

Рисунок 2.6 — Время-разрешенные сигналы фосфоресценции СК,
генерируемого на разных поверхностях с ФС Радахлорин. Сигналы,

полученные при использовании (а) атмосферного воздуха и (b) чистого
кислорода для образования аэрозоля. Точки соответствуют

экспериментальным данным, сплошные линии - результат подгонки данных
функцией 2.1

Как известно (см. раздел 1.1), временной профиль фосфоресценции СК
представляет собой сигнал, обусловленный процессами образования и тушения
1𝑂2. Таким образом, регистрируемые сигналы были подогнаны соответствую
щей двухэкспоненциальной моделью исследуемых процессов:

𝐼𝑝ℎ(𝑡) =
Φ

𝜏1 − 𝜏2

[︃
𝑒−

𝑡
𝜏1 − 𝑒−

𝑡
𝜏2

]︃
(2.1)

где одно слагаемое описывает образование СК и характеризуется време
нем жизни триплетного состояния 𝑇1 молекулы ФС (временем генерации СК), а
второе - описывает деградацию СК и характеризуется временем жизни СК. Φ -
площадь под кривой, пропорциональная квантовому выходу синглетного кисло
рода. В ходе подгонки экспериментальных данных были определены времена 𝜏1
и 𝜏2 и относительный квантовый выход СК Φ для различных поверхностей при
напылении на них раствора ФС нормальной и повышенной оксигенации. Полу
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ченные результаты представлены в таблице 1 и на рисунке 2.7. Погрешность
определения времен 𝜏1 и 𝜏2 составила порядка 0,3 мксек.

Рисунок 2.7 — Характерные времена жизни 1𝑂2 и триплетного состояния
молекулы ФС 𝑇1, которые были определены в ходе анализа
экспериментальных данных, представленных на рис. 2.6.

В общем случае численный анализ время-разрешенных сигналов фосфо
ресценции СК не позволяет определить, какое из времен 𝜏1 или 𝜏2 соответствует
процессам генерации (нарастание сигнала), а какое тушению (уменьшение сиг
нала) молекул СК. Однако, на основе литературных данных [180; 182] и прини
мая во внимание изменения условий оксигенации, которые должны приводить
к уменьшению времени генерации СК при повышении концентрации растворен
ного кислорода в растворе ФС, можно утверждать, что более короткое время
𝜏1 в таблице 1 соответствует процессам образования 1𝑂2, а более длинное время
𝜏2 - процессам тушения молекул кислорода в синглетном состоянии.

Результаты, приведенные в таблице 1, демонстрируют различия обоих зна
чений времен 𝜏1 и 𝜏2, определенных на разных поверхностях и при разных усло
виях насыщения кислородом. Можно выделить основные экспериментально на
блюдаемые особенности изменения параметров процессов генерации и тушения
СК:
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Таблица 1 — Типичные времена (𝜏1, 𝜏2) и относительный квантовый выход
(Φ), характеризующие процессы образования и тушения молекул синглетного
кислорода 1𝑂2 при нанесении аэрозоля ФС на разные поверхности

Образец

Продувка атмосферным воздухом Продувка кислородом
Времена генерации

Φ (a.u.)
Времена генерации

Φ (a.u.)и жизни СК (мкс) и жизни СК (мкс)
𝜏1 𝜏2 𝜏1 𝜏2

Стекло 1.9 2.3 560 0.5 2.6 760
Образец №1 2.3 2.6 490 0.5 3.3 650
Образец №2 2.2 2.6 540 0.6 3.2 710
Образец №3 2.0 2.5 1300 0.5 3.1 1530
Кювета 2.4 2.8

1. При использовании атмосферного воздуха для образования аэрозоля
(см. второй столбец таблицы 1) время генерации СК 𝜏1 незначитель
но изменяется в рамках погрешности, при этом наименьшее значение
2,3 мкс достигалось на гладкой неорганической поверхности стекла, а
наиболее длительные значения 2,6 мкс наблюдались на органических
поверхностях №1 и 2, моделирующих слизистые оболочки. Кроме того,
время генерации СК 𝜏1 на органических поверхностях оказалось таким
же или немного меньшим, чем при исследовании раствора ФС в кювете.

2. При повышенной оксигенации раствора ФС время генерации 1𝑂2 𝜏1

уменьшалось примерно в 4 раза по сравнению с условиями нормальной
оксигенации раствора для всех исследуемых поверхностей (см. второй
и четвертый столбцы таблицы 1). Резкое уменьшение времени генера
ции СК 𝜏1, полученное при условиях повышенной оксигенации на всех
поверхностях, в ходе реакции 2.4 (𝑇1 + 3𝑂2

𝑘𝑆𝑂𝐹−−−→ 1𝑂2 + 𝑆0, где 𝑘𝑆𝑂𝐹

- константа скорости образования СК) объясняется тем, что скорость
протекания этого процесса определяется соотношением 𝜏1 = 1

𝑘𝑆𝑂𝐹 ·[3𝑂2]

и обратно пропорциональна концентрации кислорода в системе, кото
рая в рамках эксперимента достигает уровня плато в течение 2 мин
использования чистого кислорода для образования аэрозоля (см. рис.
2.4).

3. В условиях нормальной оксигенации время жизни СК 𝜏2 в третьем
столбце таблицы 1 незначительно варьируется в пределах погрешности
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на разных поверхностях, при этом время жизни СК в кювете было
немного выше, чем на всех исследуемых поверхностях.

4. В свою очередь, насыщение раствора кислородом приводит к неболь
шому увеличение наблюдаемого времени жизни СК 𝜏2 на всех поверх
ностях относительно значений, полученных при нормальных условиях
оксигенации (третий и шестой столбцы таблицы 1). Зависимость вре
мени генерации и тушения СК от концентрации кислорода в раство
ре уже изучалась ранее в других работах [183—185]. Так, в работе
[185] показаны два возможных канала тушения СК, чувствительных к
концентрации кислорода: взаимодействие двух молекул СК и взаимо
действие СК с молекулой ФС в T1. При этом первый канал приводит
к уменьшению времени жизни СК 𝜏2, в то время как второй – к его
увеличению при повышении концентрации растворенного кислорода.
Эксперименты, проведенные в работе [185] при относительно низкой
концентрации ФС (20 𝜇M) показали, что СК в тех экспериментальных
условиях должен тушиться преимущественно в ходе взаимодействия с
другой молекулой СК. Однако, в условиях данной работы в рамках
экспериментов на поверхности, где концентрация ФС составляла около
1 mМ и превышала концентрацию кислорода в несколько раз, время
жизни СК 𝜏2 продемонстрировало незначительное увеличение при на
сыщении кислородом, как видно из таблицы 1. Этот эффект может
быть связан с преимущественным путем тушения СК молекулами ФС
в триплетном состоянии 𝑇1, которое проходит с константой скорости
реакции 𝑘𝐷𝐹 . В этом случае время жизни СК 𝜏2 = 1

𝑘𝐷𝐹 [𝑇1]
обратно про

порционально концентрации триплетного состояния ФС [𝑇1], которая
может уменьшается с увеличением количества кислорода в системе из
за процессов фотообесцвечивания ФС, как будет показано в разделе
2.3, согласно уравнению (2.12).

5. Значения относительного квантового выхода СК Φ, полученные из
экспериментальных время-разрешенных сигналов фосфоресценции СК
(см. рис. 2.6) представлены в четвертом и седьмом столбцах таблицы
1 и имеют одинаковые значения в пределах погрешностей измерения
для всех исследованных поверхностей при одинаковых условиях окси
генации, за исключением высокопористой органической поверхности об
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разца №3 (кутикулы гриба), для которого Φ был примерно в два раза
больше, чем на других поверхностях, как при использовании воздуха,
так и кислорода для формировании аэрозоля. Как известно, кванто
вый выход СК ΦΔ прямо пропорционален средней концентрации СК и
в условиях эксперимента может быть представлен в виде [18]:

ΦΔ = Φ𝑇
𝑘𝑆𝑂𝐹 [3𝑂2]

𝑘𝑆𝑂𝐹 [3𝑂2] + 𝑘𝑇𝑇 [𝑇1] + 𝛾𝑇
, (2.2)

где константы скорости реакций 𝑘𝑆𝑂𝐹 [3𝑂2], 𝑘𝑇𝑇 [𝑇1] и 𝛾𝑇 характеризуют
тушение триплетного состояния ФС в ходе фотосенсибилизированной
генерации СК, триплет–триплетной (T-T) аннигиляции и других реак
ций, соответственно. Φ𝑇 - квантовый выход состояния 𝑇1 молекулы ФС,
который равен Φ𝑇 = 𝜏𝑖𝑛𝑡/(𝜏𝑓𝑙 + 𝜏𝑖𝑛𝑡), где 𝜏𝑖𝑛𝑡 - время безызлучательно
го интеркомбинационного перехода молекул ФС в состояние 𝑇1 и 𝜏𝑓𝑙 -
время затухания флуоресценции ФС.
Из уравнения (2.2) видно, что одинаковые экспериментальные значе
ния относительного квантового выхода Φ в третьем столбце таблицы 1
могут быть объяснены схожими условиям тушения триплетного состо
яния ФС на всех исследованных поверхностях за исключением органи
ческой поверхности №3.
Вместе с тем стоит отметит, что насыщения напыляемого раствора фо
тосенсибилизатора Радахлорин кислородом приводит к увеличению от
носительного квантового выхода примерно на 28% для всех исследуе
мых поверхностях.

Таким образом, полученные результаты демонстрируют разные скорости
генерации и тушения СК на разных поверхностях при нормальных условиях
оксигенации, при этом 𝜏1 и 𝜏2, полученные в ходе контрольного эксперимента
по исследованию водного раствора Радахлорина в кювете (последняя строка в
таблице 1), хорошо согласуются с литературными данными [183; 186; 187].
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2.3 Исследование процессов фотообесцвечивания
фотосенсибилизатора Радахлорин на органических и

неорганических поверхностях при изменении концентрации
кислорода в растворе

Исследование процессов фотообесцвечивания ФС Радахлорин проводи
лось на тех же типах органических поверхностей при использовании аналогич
ных параметров формирования аэрозоли, что и в ходе изучения фосфоресцен
ции синглетного кислорода, описанного в предыдущем разделе. Однако для
исследования процессов фотообесцвечивания Радахлорина на органических по
верхностях напыление аэрозоли не было постоянным. Водный раствор Радахло
рина в концентрации 0,7 мг/мл (≈ 1.1 мM) напылялся на поверхность образца
в течение 4 секунд. При этом сопло небулайзера, расположенное на расстоянии
12 мм от поверхности, обеспечивало подачу примерно 40 мкл раствора на 1
см2 поверхности образца в каждом эксперименте по мониторингу фотообесцве
чивания Радахлорина. Как было описано ранее в разделе 2.2, формирование
аэрозоля осуществлялось с помощью атмосферного воздуха или при продувке
раствора ФС чистым кислородом для варьирования условий оксигенации рас
твора ФС. После напыления аэрозоля проводилось измерение динамики интен
сивности флуоресценции ФС при непрерывном возбуждении диодным лазером
на длине волны 405 нм с плотностью мощности 145 мВт/см2 . Изменение сиг
налов интенсивности флуоресценции в ходе фотообесцвечивания Радахлорина
на различных поверхностях регистрировалось с помощью экспериментальной
установки, изображенной на рис. 2.5, после выключения небулайзера. Сигнал
флуоресценции ФС с поверхности образца спектрально выделялся фильтром
КС-13 (600-2500 нм, ЛенЗОС, Россия) и фокусировался собирающей линзой в
плоскость, где был установлен кремниевый фотодиод ФД-24K. Кинетика ин
тенсивности сигнала флуоресценции ФС регистрировалась цифровым осцилло
графом RTB2000 (Rohde&Schwarz) с временной дискретизацией сигнала 4,3 мс
до тех пор, пока интенсивность флуоресценции ФС в ходе непрерывного облу
чения не достигала значения фона. Численная обработка экспериментальных
данных с использованием фильтра скользящего среднего позволила уменьшить
шум регистрируемых кинетик фотообесцвечивания. В ходе работы для каждого
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образца было получено несколько экспериментальных сигналов для получения
статистически значимых результатов. Типичные динамики интенсивности флу
оресценции ФС Радахлорин, напыленного на разные органические поверхности
в условиях нормальной оксигенации раствора, при непрерывном облучении ла
зером на длине волны 405 нм представлены на рисунке 2.8.

Рисунок 2.8 — Динамика интенсивности флуоресценции Радахлорина,
нанесенного на разные поверхности, при непрерывном возбуждении молекул

ФС в условиях нормальной оксигенации.

Численное описание процессов фотообесцвечивания возможно разными
методами (см. раздел 1.2), в частности определение констант скорости фото
обесцвечивания растворов в ходе подгонки экспериментальных данных экспо
ненциальными функциями широко применяется в научной литературе [88]. В
рамках данной работы полученные кинетики флуоресценции в процессе фото
обесцвечивания ФС представляли собой сигналы, которые хорошо описывались
функцией:

𝐼(𝑡) = 𝑎1𝑒
− 𝑡

𝜏𝑏𝑙1 + 𝑎2𝑒
− 𝑡

𝜏𝑏𝑙2 + 𝐶0 (2.3)

Полученные в ходе анализа экспериментальных динамик интенсивности
флуоресценции ФС характерные времена фотообесцвечивания 𝜏𝑏𝑙1 и 𝜏𝑏𝑙2, усред
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Таблица 2 — Амплитуды и константы скорости кинетик фотообесцвечивания
Радахлорина, нанесенного на разные органические поверхности.

𝑎1, a.u. 𝜏𝑏𝑙1, s 𝑎2, a.u. 𝜏𝑏𝑙2, s
Стекло 0.57 3.8 0.35 27.8

Образец №1 0.27 49.5 0.69 248
Образец №2 0.31 26.4 0.66 162
Образец №3 0.34 22.5 0.58 63.5

ненные по нескольким измерениям (не менее 10 измерений), для каждого типа
поверхности представлены в таблице 2. Как видно из таблицы 2, характерные
времена фотообесцвечивания ФС, нанесенного на разные поверхности, значи
тельно варьируются в зависимости от типа и структуры поверхности.

Как отмечалось ранее в работах [18; 99], кинетики фотообесцвечивания
водных растворов Радахлорина, полученные при исследовании флуоресценции
ФС в кювете, носят одноэкспоненциальный характер. При этом, результаты
мониторинга изменений интенсивности флуоресценции Радахлорина на органи
ческих поверхностях позволили зарегистрировать ярко выраженное отклонение
формы сигнала от одноэкспоненциальной зависимости. Кроме того, как видно
из рис. 2.8 и таблицы 2 характерные времена фотообесцвечивания ФС на орга
нических поверхностях существенно меньше (в 10 раз) времени фотообесцвечи
вания на неорганической поверхности стекла. Стоит отметить, что кинетики,
зарегистрированные на разных участках одного и того же образца, могли незна
чительно отличаться, однако эти различия были намного меньше, чем разница,
наблюдаемая между типами поверхностей.

Процессы, происходящие на молекулярном уровне в ходе ФДВ и приводя
щие к потере способности ФС флуоресцировать, рассматривались ранее разны
ми научными группами, преимущественно для водных растворов (см. раздел
1.2, [18]). Реакции, происходящие в ходе ФДВ и приводящие к фотообесцвечи
ванию ФС Радахлорин в упрощенной модели представлены схематически на
рисунке 2.9. Как обсуждалось ранее в разделе 1.1, в рамках эксперимента
при возбуждении молекул ФС лазерным излучением на длине волны 405 нм
происходило заполнение второго синглетного возбужденного состояния 𝑆2 ФС
(см. схему 2.9). В результате быстрых безызлучательных интеркомбинацион
ных переходов молекулы ФС переходили в низшее триплетное состояние 𝑇1, а
при контакте молекулы ФС в состоянии 𝑇1 с молекулой кислорода в основном
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Рисунок 2.9 — Схема энергетических уровней молекул ФС и кислорода, а
также фотофизические и фотохимические процессы, связанные с генерацией

СК (1𝑂2): Ex - преход ФС в синглетное состояние 𝑆2 при возбуждении на
длине волны 405 нм; Fl(PS) - флуоресценция ФС из синглетного состояния 𝑆1;
Ph(PS) и Ph(SO) - фосфоресценция из триплетного состояния молекулы ФС
𝑇1 и СК соответственно; Bl1 и Bl2 - процессы фотообесцвечивания с переносом
электронов; ET - реакция переноса энергии, приводящая к образованию СК.

состоянии 3𝑂2 происходила генерация синглетного кислорода 1𝑂2:

𝑇1 + 3𝑂2
𝑘𝑆𝑂𝐹−−−→ 1𝑂2 + 𝑆0. (2.4)

Можно выделить основные реакции, происходящие в процессе фотодина
мического воздействия и приводящие к изменению концентрации ФС:

1. 1𝑆0 − 1𝑂2 (константа скорости 𝑘𝑃𝑆𝑂). Окисление молекулы ФС в ос
новном состоянии СК в ходе реакции с переносом электрона обозначена
пунктирной линией (Bl2) на рисунке 2.9. В работе [18] по исследованию
Радахлорина в водном растворе было показано, что данный тип реак
ции является доминантным процессом при фотообесцвечивании ФС,
однако в условиях эксперимента необходимо рассматривать и другие
процессы.

2. 𝑇1 − 3𝑂2 (константа скорости 𝑘𝑇𝑂). Взаимодействие молекул может
приводить как к фотосенсибилизированной генерации СК (ET, рис.2.9),
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так и к реакции с переносом электрона и образованию не флуоресциру
ющих фотопродуктов (Bl1, рис.2.9).

3. 𝑇1 − 1𝑂2 (константа скорости 𝑘𝐷𝐹 ) - эффект "задержанной флуорес
ценции при котором молекула ФС переходит в состояние 1𝑆0 [66].

4. 𝑇1 − 𝑇1 (константа скорости 𝑘𝑇𝑇 ) - триплет–триплетная аннигиляция
ФС [25].

На основании указанных процессов, приводящих к изменению концентра
ции молекул ФС, уравнение, описывающее изменение концентрации молекул
ФС в триплетном состояния 𝑇1, может быть записано в виде:

𝑑[𝑇1]

𝑑𝑡
= 𝐶[1𝑆0] − [𝑇1][

3𝑂2]𝑘𝑆𝑂𝐹 − [𝑇1][
1𝑂2]𝑘𝐷𝐹 − [𝑇1][𝑇1]𝑘𝑇𝑇 − [𝑇1]𝛾𝑇 , (2.5)

где [1𝑆0] - концентрация молекул ФС в основном состоянии, 𝑘𝑇𝑇 - коэф
фициент скорости триплет–триплетной аннигиляции ФС [25], а 𝛾𝑇 - скорость
тушения триплетного состояния 𝑇1, обусловленная всеми другими реакциями.
Второе слагаемое в правой части уравнения 2.5 соответствует процессу генера
ции СК в ходе реакции 2.4, а третий - "задержанной флуоресценции обсуждае
мой ранее.

В свою очередь, константа 𝐶 в уравнении (2.5) может быть представлена
в виде:

𝐶 =
𝜎𝑎𝑏𝐼0
~𝜔

Φ𝑇 , (2.6)

где 𝜎𝑎𝑏 - поперечное сечение поглощения лазерного пучка, 𝐼0 - интенсив
ность лазерного излучения на единицу площади, ~𝜔 - энергия поглощенного
фотона, Φ𝑇 = 𝜏𝑓𝑙/(𝜏𝑖𝑛𝑡 + 𝜏𝑓𝑙) - квантовый выход интеркомбинационной конвер
сии ФС из синглетного в триплетное состояние, 𝜏𝑓𝑙 - время затухания флуорес
ценции ФС, а 𝜏𝑖𝑛𝑡 - время внутренней конверсии из синглетных в триплетные
мультиплеты ФС.

Согласно литературным данным, представленным в работах [80; 90], вре
мя жизни триплетного состояния 𝜏𝑇 = 𝛾−1

𝑇 в производных хлорина 𝑒6 может
быть оценено около 300 нс.

Тогда, в уравнении (2.5) слагаемым, содержащим 𝛾𝑇 можно пренебречь.
Вместе с тем, стоит отметить, что скорости протекания реакций (1𝑆0 − 1𝑂2,
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𝑇1 − 3𝑂2 и 𝑇1 − 1𝑂2), приводящих к изменению концентрации молекул ФС
в состоянии 𝑇1, напрямую зависят от концентрации молекул кислорода [3𝑂2]

в системе. Таким образом, для описания экспериментальных результатов из
менения интенсивности флуоресценции в ходе фотообесцвечивания необходимо
рассматривать не только изменение концентрации молекул ФС в состоянии 𝑇1,
а также изменение концентрации кислорода, в ходе непрерывного облучения
ФС на органических поверхностях.

В рамках эксперимента концентрация СК определялась его генерацией в
ходе реакции 2.4 и тремя основными каналами тушения СК в рассматривае
мой системе: при взаимодействии с молекулой ФС в триплетном состоянии 𝑇1,
с другой молекулой СК 1𝑂2 и другими путями тушения СК, не обусловленны
ми наличием в системе 𝑇1 и 1𝑂2. Тогда изменение концентрации СК можно
приблизительно записать в виде:

𝑑[1𝑂2]

𝑑𝑡
= [𝑇1][

3𝑂2]𝑘𝑆𝑂𝐹 − [𝑇1][
1𝑂2]𝑘𝐷𝐹 − [1𝑂2][

1𝑂2]𝑘𝑆𝑂 − [1𝑂2]𝛾𝑆𝑂𝐷, (2.7)

где [3𝑂2], [1𝑂2] и [𝑇1] - концентрации кислорода 𝑂2 в основном состоянии, в
возбужденном 1𝑂2 синглетном состоянии и ФС в 𝑇1 триплетном соответственно,
𝑘𝑆𝑂 - константа скорости тушения СК из-за взаимодействия с другой молеку
лой СК, соответственно, а 𝛾𝑆𝑂𝐷 - скорость тушения СК в ходе других реакций,
например в ходе окисления органических молекул или столкновения с молеку
лами растворителя.

Стоит обратить внимание, что константа скорости тушения СК 𝑘𝐷𝐹 опи
сывает процесс взаимодействия СК 1𝑂2 с молекулой ФС в триплетном возбуж
денном состоянии 𝑇1. Этот процесс может быть ярко выражен при высоких
концентрациях ФС и может приводить к эффекту "задержанной флуоресцен
ции"(delayed fluorescence, DF), наблюдавшейся, например, в работе [66] для раз
ных видов ФС. В ходе взаимодействия происходит переход молекулы ФС из
состояния 𝑇1 обратно в возбужденное синглетное состояние 𝑆1 при передаче
энергии от СК 1𝑂2 и перехода молекулы кислорода в основное состояние 3𝑂2,
что приводит к тушению СК.

В свою очередь, процессы тушения СК в ходе реакций, не обусловленных
взаимодействиями с 𝑇1 и 1𝑂2 (𝛾𝑆𝑂𝐷), можно разделить на два канала: не ме
няющие (oxygen-preserving, pr) и меняющие (oxygen-loosing, lo) концентрацию
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кислорода в исследуемой системе. Тогда константу скорости тушения СК 𝛾𝑆𝑂𝐷

в уравнении 2.7 можно представить в виде:

𝛾𝑆𝑂𝐷 = 𝛾
(𝑝𝑟)
𝑆𝑂𝐷 + 𝛾

(𝑙𝑜)
𝑆𝑂𝐷. (2.8)

где 𝛾(𝑝𝑟)𝑆𝑂𝐷 и 𝛾
(𝑙𝑜)
𝑆𝑂𝐷 - константы скорости реакций тушения СК, в ходе ко

торых, соответственно, сохраняется и меняется концентрация кислорода в си
стеме. В качестве реакций, не связанных с кислородом (𝛾(𝑝𝑟)𝑆𝑂𝐷), можно рассмат
ривать процессы тушения СК в ходе неупругих столкновений с окружающими
молекулами растворителя, например с H2O. Тогда 𝛾

(𝑝𝑟)
𝑆𝑂𝐷(𝐻2𝑂) = [𝑊 ]𝑘𝑊 , где

[𝑊 ] - концентрация молекул воды, а 𝑘𝑊 - соответствующая константа скорости
тушения СК. Известно, что типичные времена таких процессов тушения СК
лежат в микросекундном диапазоне [25]. Вместе с тем, характерными реакци
ями, сопровождающимися изменением концентрации кислорода (𝛾(𝑙𝑜)𝑆𝑂𝐷), явля
ются процессы окисления любых молекул в системе синглетным кислородом, в
том числе реакция между молекулами СК и ФС в основном состоянии 𝑆0 [25;
188]. В частности, этот тип реакций обычно приводит к фотообесцвечиванию
ФС (см. раздел 1.2) в рамках временного диапазона в несколько секунд.

Из-за относительно медленных окислительных процессов, приводящих к
необратимому изменению концентрации кислорода в системе, по сравнению с
быстрыми циклами генерации в ходе реакции 2.4 и тушения СК, средняя кон
центрация СК в системе при возбуждении молекул ФС непрерывным лазерным
излучением может быть получена при устремлении производной из уравнения
2.7 к нулю:

⟨[1𝑂2]⟩ ≈
(𝑘𝐷𝐹 [𝑇1] + 𝛾𝑆𝑂𝐷)

2𝑘𝑆𝑂

[︃(︂
1 +

4𝑘𝑆𝑂𝑘𝑆𝑂𝐹 [𝑇1][
3𝑂2]

(𝑘𝐷𝐹 [𝑇1] + 𝛾𝑆𝑂𝐷)2

)︂1/2

− 1

]︃
. (2.9)

Угловые скобки в левой части уравнения 2.9 обозначают усреднение по
времени в микросекундном диапазоне. При относительно низких концентраци
ях кислорода в основном состоянии 3𝑂2, выражение 2.9 может быть упрощено
следующим образом:
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⟨[1𝑂2]⟩ ≈
𝑘𝑆𝑂𝐹 [𝑇1][

3𝑂2]

(𝑘𝐷𝐹 [𝑇1] + 𝛾𝑆𝑂𝐷)
. (2.10)

Реакции, приводящие к изменению концентрации молекул ФС в состоя
нии 𝑇1 в рассматриваемой системе, происходят на несколько порядков медлен
нее, чем реакция фотосенсибилизированной генерации СК, которая происходит
без необратимого изменения концентрации ФС (2.4). Наблюдаемые эффекты
фотообесцвечивания ФС на органических поверхностях могут быть объясне
ны при рассмотрении вышеперечисленных реакций. Тогда, принимая во внима
ние вышесказанное, выражение для средней концентрации ФС в состоянии 𝑇1,
при условии усреднения в микросекундном диапазоне, полученное из уравне
ния. (2.5) принимает вид:

⟨[𝑇1]⟩ ≈
𝑘𝑆𝑂𝐹 [3𝑂2] + 𝑘𝐷𝐹 [1𝑂2]

2𝑘𝑇𝑇

[︃(︂
1 +

4𝐶𝑘𝑇𝑇 [1𝑆0]

(𝑘𝑆𝑂𝐹 [3𝑂2] + 𝑘𝐷𝐹 [1𝑂2])2

)︂1/2

− 1

]︃
(2.11)

При относительно низких концентрациях ФС в основном состоянии ([1𝑆0])
уравнение (2.11) может быть представлено в виде:

⟨[𝑇1]⟩ ≈
𝐶[1𝑆0]

𝑘𝑆𝑂𝐹 [3𝑂2] + 𝑘𝐷𝐹 [1𝑂2]
(2.12)

Стоит отметить, что в случае относительно низкой концентрации молекул
ФС ([1𝑆0]) средняя концентрация молекул ФС в триплетном состоянии ⟨[𝑇1]⟩
обратно пропорциональна концентрации молекул кислорода. С другой стороны,
при очень высокой концентрации ФС ([1𝑆0]) средняя концентрация молекул
ФС в триплетном состоянии ⟨[𝑇1]⟩ не зависит от концентрации кислорода (см.
уравнение (2.12)).

Усреднение по времени концентрации молекул фотосенсибилизатора 𝑇1 и
кислорода 1𝑂2 в уравнениях (2.9) и (2.11) проводилось в микросекундном диа
пазоне. При этом предполагается, что концентрации молекул ФС и кислорода
в других состояниях, указанные в уравнениях (2.9) и (2.11), медленно зависят
от времени в рамках процесса фотообесцвечивания ФС в ходе реакций с пере
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носом электронов. Как видно, полученные уравнения (2.9) и (2.11) нелиней
ны и взаимосвязаны, поэтому исследуемые процессы фотообесцвечивания ФС
и генерации синглетного кислорода были рассмотрены совместно при анализе
экспериментальных результатов.

При исследовании процессов фотообесцвечивания ФС в кювете, представ
ленных в литературе (см. раздел 1.2), концентрация кислорода [3𝑂2] со време
нем не менялась и существенно превышала концентрацию молекул ФС ([1𝑆0]) в
системе. При этом фотообесцвечивание ФС преимущественно происходит в ходе
реакции с переносом электрона 𝑇1 − 3𝑂2 (Bl1, рис.2.9), а динамика изменения
интенсивности флуоресценции представляет собой одноэкспоненциальную зави
симость [18].

В нашем случае наблюдение кинетики фотообесцвечивания Радахлорина
на органических поверхностях проводилось при существенно иных условиях.
Так, оценочная концентрация молекул кислорода в наносимом на поверхность
растворе составляла ≈ 1,69·1020 шт/л, в то время как концентрация молекул
ФС была в несколько раз выше, около 7·1020 шт/л. Вместе с тем, из-за при
сутствия в системе органических соединений становятся возможными реакции
окисления этих биологических молекул синглетным кислородом, образующим
ся в результате реакции (2.4). В этом случае концентрацию кислорода [3𝑂2] в
системе нельзя считать постоянной, так как она уменьшалась в ходе окисли
тельных реакций, что приводило к уменьшению скорости протекания реакций,
зависимых от концентрации кислорода, а именно: 1𝑆0 −1𝑂2, 𝑇1−3𝑂2 и 𝑇1 − 1𝑂2.

Таким образом, отклонение кинетик затухания от одноэкспоненциального
характера, наблюдавшегося в работе [18] для водного раствора Радахлорина в
кювете, и резкое различие между полученными скоростями фотообесцвечива
ния ФС на разных поверхностях (см. таблицу 2), можно объяснить тем, что на
органических поверхностях происходит медленное изменение концентрации кис
лорода в системе из-за окислительных реакций, проходящих при возбуждении
ФС лазерным излучением в течение секунд. При этом, окисление органических
соединений более вероятно на пористых поверхностях (фасциальные ткани и ку
тикула гриба), чем на гладкой поверхности стекла, что объясняет полученные
экспериментальные результаты (рис. 2.8) и разные скорости фотообесцвечива
ния на разных поверхностях, обусловленные разными скоростями изменения
концентрации кислорода в системе.
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Необходимо отметить, что, как упоминалось выше, концентрация ФС, ис
пользуемая в наших экспериментах, была довольно высокой и составляла при
мерно 1 мМ, что, вероятно, приводило к агрегации ФС [80]. Потенциальная
агрегация молекул ФС может рассматриваться как альтернативная причина
разных скоростей затухания флуоресценции, наблюдаемых на разных поверхно
стях. Однако в этом случае скорость изменения флуоресценции, обусловленная
агрегацией, скорее всего не должна зависеть ни от интенсивности лазерного из
лучения, ни от концентрации кислорода. Для проверки нами были проведены
эксперименты по исследованию динамики фотообесцвечивания ФС при измене
нии условий оксигенации и режима облучения.

Был проведен контрольный эксперимент при тех же условиях, но при вы
ключении возбуждающего лазера на 2 минуты. Типичная кинетика фотообес
цвечивания приведена на рисунке 2.10, где хорошо видно, что при отсутствии
облучения не происходит процессов, приводящих к изменению интенсивности
сигнала флуоресценции. Таким образом, можно утверждать, что в условиях экс
перимента фотообесцвечивание Радахлорина на поверхности происходит только
при освещении.

Рисунок 2.10 — Динамика интенсивности флуоресценции Радахлорина,
нанесенного на поверхность модели слизистой ткани (образец № 1) при

облучении (а) с перерывом на 2 минуты и (b) при "сшивании"сигнала до и
после прерывания облучения

Анализ влияния уровня оксигенации раствора на скорость протекания
процессов фотообесцвечивания проводился при использовании чистого кислоро
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да для формирования аэрозоля, наносимого на исследуемые поверхности, при
этом другие условия эксперимента были такими же, как и при нормальном
уровне насыщения кислородом. Кривые изменения интенсивности флуоресцен
ции при непрерывном облучении поверхностей с Радахлорином при двух уров
нях насыщения кислородом раствора ФС представлены на рисунке 2.11. Как
видно из результатов, представленных на рисунке 2.11, скорость фотообесцве
чивания ФС на всех поверхностях значительно увеличивается при повышении
оксигенации раствора.

Рисунок 2.11 — Динамика интенсивности флуоресценции Радахлорина,
нанесенного на разные поверхности, при непрерывном возбуждении молекул

ФС в условиях нормальной и повышенной оксигенации.

Таким образом, результаты проведенных контрольных экспериментов поз
воляют подтвердить, что резкая разница между скоростями фотообесцвечива
ния ФС на разных поверхностях обусловлена главным образом эффективными
потерями молекул кислорода в реакциях окисления при лазерном облучении.

Необходимо отметить, что характерные времена фотообесцвечивания 𝜏𝑏𝑙1
и 𝜏𝑏𝑙2, приведенные в таблице 2, на 1-2 порядка меньше, чем время затуха
ния одноэкспоненциальной кинетики фотообесцвечивания Радахлорина в кюве
те полученное в работах [18; 99]. При сравнении времен фотообесцвечивания
Радахлорина на поверхностях и в кювете [18; 99] необходимо иметь в виду ис
пользуемые плотности мощности возбуждающего лазерного излучения 𝐼0, так
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как скорость фотообесцвечивания пропорциональна плотности мощности облу
чения 𝐼0. В нашем случае плотность мощности при освещении поверхностей
была примерно в 3 раза выше, чем в экспериментах, описанных в работах [18;
99] (145 против 50 МВт/см2). Кроме того, увеличение концентрации ФС (бо
лее чем на два порядка по сравнению с работами [18; 99]) в экспериментах на
поверхностях приводила к значительному увеличению скорости фотообесцвечи
вания из-за химических реакций переноса электронов 𝑇1 − 𝑇1, 1𝑆0 − 1𝑂2 и
𝑇1 − 1𝑂2, что привело к многоэкспоненциальному изменению концентрации
ФС в состоянии [1𝑆0]. При этом, как было отмечено в работах [18; 99], при ма
лой концентрации ФС эти реакции не вносили существенный вклад в фотообес
цвечивание. Таким образом, мы полагаем, что указанные факторы являются
основными причинами существенно различающихся абсолютных значений ско
ростей фотообесцвечивания в наших экспериментах на поверхностях и данных,
полученных в работах [18; 99].

Заметим, что существуют также другие факторы, которые могли приве
сти к наблюдаемому двухэкспоненциальному затуханию флуоресценции Рада
хлорина. При высокой концентрации молекул ФС кластеризация ингредиентов
Радахлорина могла быть существенной, что могло привести к отклонению ки
нетики фотообесцвечивания от одноэкспоненциальной функции. Кроме того,
вклад дополнительных активных солей, содержащихся в Радахлорине в малой
концентрации, мог стать заметным в сигнале флуоресценции наряду с вкладом
основного компонента хлорина е6 в процессе его фотодеградации.

Таким образом, в данной главе зарегистрирован спектр фосфорес
ценции СК в диапазоне 1250-1300 нм в струе аэрозоли фотосенсибилизатора
Радахлорин, подтверждающий фотосенсибилизированную генерацию СК в ис
следуемой мелкодисперсной среде. Показано, что использование чистого кис
лорода для генерации аэрозоля приводит к увеличению интенсивности сигна
ла фосфоресценции СК, а динамика нарастания сигнала схожа со скоростью
увеличения растворенного кислорода при продувки раствора кислородом. По
лучены время-разрешенные сигналы фосфоресценции СК на органических по
верхностях при изменении концентрации растворенного кислорода демонстри
рующие резкое уменьшение времени генерации и небольшое увеличение време
ни жизни СК. Анализ время-разрешенных сигналов фосфоресценции СК пока
зал увеличение относительного квантового выхода на ≈ 28% при обогащении
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раствора фотосенсибилизатора Радахлорин кислородом. Исследованы процес
сы фотообесцвечивания Радахлорина на органических поверхностях при раз
ных условиях оксигенации. Получено и теоретически обосновано, что резкая
разница между скоростями фотообесцвечивания ФС на разных органических
поверхностях обусловлена главным образом эффективными потерями молекул
кислорода в реакциях окисления при лазерном облучении.
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Глава 3. Исследование время-разрешенных сигналов
флуоресценции фотосенсибилизатора Радахлорин в растворах и во

внутриклеточной среде

Анализ интенсивности и параметров время-разрешенных сигналов флуо
ресценции фотосенсибилизаторов широко используется для получения важной
информации об эффективности фотодинамической терапии онкологических за
болеваний [12] и об индивидуальном отклике клеток на генерируемые в ходе
терапии активные формы кислорода (АФК) [13]. Кроме того, такие параметры
как время затухания и анизотропия флуоресценции, а также время вращатель
ной диффузии, определяемые время-разрешенными флуоресцентными метода
ми, используются для измерения параметров микроокружения молекул ФС в
растворах и клетках [11].

Влияние ФС Радахлорин на клетки и на ткани как агента, генерирующе
го активные формы кислорода, хорошо изучено, однако его флуоресцентные
свойства преимущественно исследовались лишь в водных растворах. При этом,
как известно, по параметрам флуоресценции флуорофора возможно исследо
вать свойства его микроокружения, что может позволить улучшить качество
фотодиагностики, определения необходимой дозы препарата в зависимости от
индивидуальных особенностей пациента и от типа и локализации опухоли. До
настоящего времени было проведено лишь несколько детальных исследований
параметров флуоресценции фотосенсибилизаторов в зависимости от условий
микроокружения в растворах и клетках, в том числе для ФС Фотофрин [189],
PpIX [190], Фоскан [191], Се6 [192], фотодитазин [193] и mTHPC [126]. Таким
образом, исследование характеристик флуоресценции ФС Радахлорин в различ
ных условиях является актуальной задачей с широким последующим примене
нием в области медицины и цитологии.

В данной главе представлены результаты проведенного комплексного ис
следования сигналов флуоресценции ФС Радахлорин с временным разрешением
в растворах и во внутриклеточной среде. В разделе 3.1 представлены результа
ты исследования влияния кислотности и полярности на параметры флуоресцен
ции Радахлорина, определены зависимости ее относительного квантового выхо
да и времени затухания. Исследование анизотропии флуоресценции и времени
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вращательной диффузии в растворах разной кислотности, вязкости и полярно
сти, а также результаты анализа полученных данных описаны в разделе 3.3.
В разделе 3.2 представлены результаты исследования влияния условий микро
окружения молекул ФС (кислотности и полярности растворителя) на фотосен
сибилизированную генерацию синглетного кислорода, вычислен относительный
квантовый выход фосфоресценции синглетного кислорода в зависимости от рН
и полярности раствора. Полученные результаты исследования параметров сиг
налов флуоресценции ФС в растворах были использованы для анализа свойств
микроокружения во внутриклеточной среде, где наблюдалась сильная корреля
ция между изменениями времени затухания флуоресценции ФС и различиями
в значениях рН во внутриклеточных структурах (см. раздел 3.4).

3.1 Влияние кислотности и полярности растворов на параметры
время-разрешенных сигналов флуоресценции фотосенсибилизатора

Радахлорин

Как отмечалось ранее в разделе 1.3 варьирование условий микроокруже
ния молекул ФС может привести к изменению параметров его флуоресценции,
в частности времени затухания флуоресценции, из-за изменения скорости про
цессов безызлучательной релаксации (см. уравнение 1.1). Известно (см. раз
дел 1.1.1), что фотосенсибилизаторы на основе хлорина е6 чувствительны к
изменению кислотности растворителя. Так, наблюдалось изменение положения
максимумов спектров поглощения и флуоресценции, а также уменьшение ин
тенсивности флуоресценции с уменьшением pH, что связывают с ионизацией
карбоксильных групп молекулы хлорина е6 и протонированием атома азота
в гетероцикле [17]. Для Радахлорина подобные исследования ранее не прово
дились. В настоящем разделе приведены результаты исследования параметров
время-разрешенных сигналов флуоресценции Радахлорина при изменении уров
ня кислотности и полярности растворов.

Экспериментальное наблюдение время-разрешенных сигналов флуорес
ценции Радахлорина в растворах разной кислотности и полярности проводи
лось с использованием время-коррелированного метода счета единичных фо
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тонов (TCSPC) с помощью TCSPC модуля SPC-150N (Becker&Hickl). Сиг
налы флуоресценции ФС регистрировались гибридными датчиками GaAsP
HPM-100-40 (Becker&Hickl) с временным откликом (IRF) 120 пс, которые ра
ботали в режиме счета одиночных фотонов. Для возбуждения молекул Рада
хлорина в растворах использовался пикосекундный лазер BDS-SM-405-PS-101
(Becker&Hickl) с длительностью импульса 60 пс и частотой повторения импуль
сов 20 МГц, излучающий на длине волны 405 нм, соответствующей максимуму
полосы поглощения Радахлорина (см. рисунок 1.4). Из-за относительно длитель
ного времени затухания флуоресценции Радахлорина (до 5,5–6 нс [179]) низкая
частота следования лазерных импульсов позволяла регистрировать кривые за
тухания сигнала флуоресценции полностью. Сигнал флуоресценции Радахлори
на выделялся полосовым интерференционным фильтром BP645/75 (Chroma),
с полосой попускания соответствующей максимуму спектра флуоресценции Ра
дахлорина (см. рисунок 1.4), а для отсечения возбуждающего лазерного излу
чения использовался длинноволновый фильтр LP425 (Chroma). Время накопле
ния сигналов составляло 10-100 с для достижения количества регистрируемых
фотонов не менее 105. Анализ экспериментальных сигналов проводился с по
мощью программного обеспечения SPCImage NG Data Analysis для подгонки
результатов одноэкспоненциальными функциями с учетом временного отклика
датчиков и профиля лазерного импульса для вычисления времени затухания
флуоресценции.

Параметры профилей затухания флуоресценции Радахлорина исследова
лись в водных растворах PBS (фосфатный буфер, pH=7,5) с разными значени
ями кислотности (pH), которые варьировались в диапазоне 3-10 с помощью до
бавления небольшого количества HCl и KOH. Исследование времен затухания
флуоресценции в водно-спиртовых растворах разной полярности проводилось
при концентрации ФС в растворе 15 𝜇M. Поскольку, как известно, молекулы
хлорина е6 способны образовывать агрегаты, что может приводить к изменению
фотофизических свойств ФС, дополнительно были проведены эксперименты с
разными концентрациями ФС в растворах. При исследовании влияния кислот
ности на свойства флуоресценции Радахлорина концентрация активных солей
в растворах варьировалась от 0,587 𝜇М до 587 𝜇М.

Типичные экспериментальные время-разрешенные сигналы флуоресцен
ции Радахлорина, зарегистрированные в растворах PBS при уровне pH=7,5
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с разными концентрациями ФС в растворе представлены в логарифмическом
масштабе на рисунке 3.1 (a). Препарат Радахлорин представляет собой водный
щелочной (pH≈9) раствор и варьирование концентрации ФС в широком диапа
зоне приводило к изменению pH итоговых растворов, поэтому уровень pH для
каждой концентрации корректировался до уровня 7,5. Как видно из рисунка 3.1
(a), временные профили затухания флуоресценции Радахлорина не зависят от
концентрации ФС в растворе, при этом среднее время затухания флуоресценции
𝜏𝑓𝑙 составило 4,02±0,15 нс. Стоит отметить, что регистрируемые кривые явля
ются одноэкпоненциальными зависимостями, и наблюдаемое время затухания
флуоресценции не зависит от концентрации ФС,что позволяет предполагать,
что агрегирование не влияет на параметры флуоресценции в выделяемом спек
тральном диапазоне 601-682 нм. Время-разрешенные кривые флуоресценции,
полученные при концентрации раствора Радахлорина 5,87 𝜇М при изменении
уровня кислотности (pH) представлены в логарифмическом масштабе на рисун
ке 3.1 (b). Как видно, при всех исследуемых значениях рН сигналы флуоресцен
ции ФС также являются одноэкспоненциальными, однако вычисленное в ходе
анализа экспериментальных данных время затухания флуоресценции Радахло
рина (𝜏𝑓𝑙) изменяется в зависимости от pH раствора. Зависимость 𝜏𝑓𝑙 от уровня
кислотности представлена на рисунке 3.2 (a). Видно, что зависимость 𝜏𝑓𝑙 от рН
раствора сильно нелинейна, наиболее быстрые изменения 𝜏𝑓𝑙 происходят в диа
пазоне рН 5-7 и достигают плато на значениях около 3,15±0,15 нс и 4,1±0,15
нс при рН менее 5 и более 7, соответственно.

Рисунок 3.1 — Примеры экспериментальных сигналов флуоресценции
Радахлорина с временным разрешением (точки) и результат подгонки

сигналов одноэкспоненциальными функциями (сплошные линии,(𝜒2<1.2)) при
(а) различных концентрациях ФС в растворе (pH=7.5) и (b) при

концентрации ФС 5,87 𝜇М в растворах с разным рН.
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Рисунок 3.2 — (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 наблюдаемого
времени затухания флуоресценции 𝜏𝑓𝑙. Экспериментальные погрешности

измерения 𝜏𝑓𝑙 и FQY равны ±0,15 нс и 0,04 a.u., соответственно

На основе анализа экспериментальных время-разрешенных сигналов флу
оресценции была получена зависимость относительного квантового выхода флу
оресценции Радахлорина (FQY), рассчитанного как отношение интенсивности
флуоресценции к интенсивности поглощенного света, от кислотности раствора.
Коэффициент поглощения Радахлорина в растворах PBS был вычислен из экс
периментальных данных, полученных в ходе измерения изменения плотности
мощности излучения, прошедшего через кварцевую кювету с раствором без и с
Радахлорином при одинаковых значениях pH. Зависимость коэффициента по
глощения Радахлорина от pH раствора показана на рисунке 3.2 (b) (голубые
окружности, правая шкала). Полученная зависимость относительного кванто
вого выхода флуоресценции (FQY) Радахлорина представлена на рисунке 3.2
(b) (цветные квадраты, левая шкала). Как можно видеть, оба параметра моно
тонно растут с увеличением рН. Стоит отметить, что FQY Радахлорина уве
личивается в 10 раз в диапазоне pH 4-8, что является важным фактом, так
как интенсивность флуоресценции ФС в ряде случаев используется для оценки
накопления молекул ФС, однако, как видно из полученных результатов, кис
лотность микроокружения существенно влияет на квантовый выход флуорес
ценции Радахлорина. При этом оценить уровень pH можно по изменению вре
мени затухания флуоресценции ФС, как было показано ранее. Проанализировав
совместно данные на рис. 3.2 (a) и (b), можно получить соотношение относи



73

тельного квантового выхода и времени затухания флуоресценции Радахлорина,
обусловленное изменением pH раствора (рис. 3.2(c)). Полученное соотношение
FQY и 𝜏𝑓𝑙 является важным результатом и может быть использовано для оценки
относительного квантового выхода флуоресценции, например в клетках, путем
экспериментального измерения времен затухания флуоресценции ФС, в предпо
ложении, что внутриклеточный рН является основным фактором, влияющим
на изменение времени затухания флуоресценции.

Рисунок 3.3 — (а) Демонстрация обратимости 𝜏𝑓𝑙 с изменением рН; (b) Время
затухания флуоресценции Радахлорина в растворе PBS при последовательном

повышении рН раствора от 2,2 до 10,2, а затем уменьшении до 3,0 с шагом
∆(pH)≈2. Погрешность измерения 𝜏𝑓𝑙 равна ±0,15 нс.

Кроме того, было обнаружено, что изменения 𝜏𝑓𝑙 в зависимости от рН рас
твора обратимы. Были проведены 2 типа контрольных экспериментов, в ходе
которых: (1) рН растворов Радахлорина с разным уровнем кислотности снача
ла повышали примерно до рН≈10, а затем снижали до рН≈3 (рис. 3.3 (a)) и
(2) проводили пошаговое изменение pH одного и того же раствора Радахлори
на (рис. 3.3 (b)). В ходе первого эксперимента сначала (верхний ряд рис. 3.3
(a)) было измерено 𝜏𝑓𝑙 9 растворов Радахлорина с различными значениями рН,
далее (средний ряд рис. 3.3 (a)) значения рН всех этих растворов увеличивали
примерно до 10 и снова измеряли 𝜏𝑓𝑙 флуоресценции Радахлорина. Как можно
видеть, 𝜏𝑓𝑙 во всех образцах увеличился примерно до 4,1 нс. После этого (ниж
ний ряд рис.3.3 (a)) рН всех растворов был снижен примерно до 2-3, измеренное
время затухания флуоресценции 𝜏𝑓𝑙 уменьшилось примерно до 3-3,1 нс. Следо
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вательно, изменение рН раствора приводит к обратимым изменениям времени
затухания флуоресценции. Такое же обратимое поведение 𝜏𝑓𝑙 в зависимости от
рН раствора наблюдалось в ходе второго эксперимента при поэтапном измене
нии рН одного и того же раствора, см. рис. 3.3 (b). Постепенное повышение
рН от 2 до 10 с шагом 2 и дальнейшее снижение до pH=3 обеспечивало ту же
зависимость, что и на рис. 3.2 (a).

На следующем этапе работ были проведены эксперименты по исследова
нию параметров флуоресценции ФС в зависимости от полярности растворите
ля. Флуоресценция Радахлорина исследовалась в водных растворах этанола и
метанола, в которых изменение концентрации спирта приводило к изменению
полярности раствора. В ходе экспериментов наблюдались значительные измене
ния квантового выхода и времени затухания флуоресценции Радахлорина при
изменении концентрации этанола/метанола в растворе (см. рисунок 3.4). Уве
личение концентрации спирта приводило к уменьшению полярности раствора
(диэлектрическая проницаемость воды равна 80, в то время как диэлектриче
ские проницаемости метанола и этанола равны 33 и 25 соответственно [194]).
Как хорошо видно из рисунка 3.4 (а), при концентрации спирта около 50%
происходит увеличение относительного квантового выхода флуоресценции Ра
дахлорина примерно в два раза, за которым следует плато. Стоит отметить,
что не наблюдалось никакой разницы в FQY Радахлорина в растворах этанола
и метанола (рис. 3.4 (а)).

В свою очередь, время затухания флуоресценции 𝜏𝑓𝑙 нелинейно увеличи
вается с концентрацией спирта вплоть до 60-65% , а при более высоких концен
трациях выходит на плато. При этом было обнаружено, что время затухания
флуоресценции в растворах этанола ниже, чем в растворах метанола, характе
ризующегося большей полярностью по сравнению с этанолом. В частности, 𝜏𝑓𝑙
увеличилось с 3,5 нс в водном растворе Радахлорина (рН=6,2) примерно до 4,3
нс в EtOH и до 4,6 нс в MeOH (рис. 3.4 (b)). Стоит отметить, что при изме
нении концентрации спиртов в растворах менялась не только полярность, но и
вязкость микроокружения. Однако, в общем случае время затухания флуорес
ценции флуорофоров не зависит от вязкости растворителя, за исключением для
особых типов - молекулярных ротор. Вместе с тем, вязкость водно-спиртовых
растворов изменяется нелинейно (см. рис. 3.12, b) и не коррелирует с наблюда
емым изменением времени затухания флуоресценции Радахлорина (см. рис 3.4,
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Рисунок 3.4 — (а) Относительный квантовый выход флуоресценции
Радахлорина в зависимости от концентрации спирта в растворе. (b) Время

затухания флуоресценции (𝜏𝑓𝑙) Радахлорина в зависимости от концентрации
спирта при одно- и двухфотонном возбуждении на 405 и 810 нм.

b), что позволяет связывать изменение 𝜏𝑓𝑙 времени затухания флуоресценции
Радахлорина именно с изменением полярности, которая может влиять на безыз
лучательные пути релаксации возбужденной молекулы фотосенсибилизатора.

Нелинейные зависимости времени затухания флуоресценции 𝜏𝑓𝑙, представ
ленные на рисунках 3.2 (a) и 3.4 (b), могут быть обусловлены одновременным
существованием нескольких форм компонентов Радахлорина с разными физиче
скими и химическими свойствами, зависящими от рН раствора или полярности.
Как известно, компоненты Радахлорина, хлорин е6, хлорин р6 и пурпурин 5 яв
ляются производными порфирина, содержащими ионизуемые карбоксильные
группы и пиррольные азотистые соединения (см. рис. 1.3), которые позволяют
этим молекулам существовать в разных ионных формах с разным зарядом в
зависимости от окружающей среды [17; 195]. Изменения распределения моле
кулярного заряда и межмолекулярного электростатического поля могут сильно
влиять на вероятность безызлучательных релаксационных переходов в молеку
лах (см. уравнение 1.1) [196], что приводит к нелинейному изменению наблюда
емого 𝜏𝑓𝑙 в зависимости от рН и полярности раствора.

Помимо наблюдаемого уменьшения времени затухания флуоресценции 𝜏𝑓𝑙
и FQY, уменьшение рН раствора приводило к смещению максимумов полос по
глощения Соре и Q(IV) в красную область и смещению полосы Q(I) в синюю
область (рис. 3.5(a)). Представленные спектры поглощения и флуоресценции
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Радахлорина в растворах PBS с разными значениями pH и в водно-спиртовых
растворах были получены с помощью спектрофотометра UV-3600 UV-VIS-NIR
Spectrophotometer (Shimadzu, Япония) и спектрофлуориметра Fluoromax-4P
spectrofluorometer (Horiba, Япония).

Рисунок 3.5 — Спектры поглощения (a, b) и флуоресценции (c, d)
Радахлорина в растворах PBS с разными значениями рН (a,c), и в

водно-спиртовых растворах (b,d).

В свою очередь, пик флуоресценции Радахлорина смещался в коротковол
новую область с уменьшением значения рН раствора (рис. 3.5(c)). Аналогичные
изменения спектров поглощения и флуоресценции хлорина е6 в зависимости
от рН раствора наблюдались ранее и предполагалось, что данная зависимость
обусловлена протонированием карбоксильных групп и пиррольных азотистых
соединений молекулы в кислой среде и их депротонированием в щелочной [17;
197]. При этом, уменьшение отрицательного заряда при кислом рН вызывает
повышенную гидрофобность и способствует агрегации молекул ФС.
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В растворах как метанола, так и этанола наблюдался существенный сдвиг
максимума поглощения Q(I) и пика флуоресценции в длинноволновую область
спектра, а также увеличение общего поглощения молекул ФС (рис. 3.5(b,d)). На
блюдаемое длинноволновое смещение максимума флуоресценции Радахлорина
в спиртовых растворах по сравнению с водным раствором свидетельствует об
увеличении дипольного момента молекул ФС при возбуждении в этих раство
рителях [198].

Таким образом, мы показали, что параметры флуоресценции (𝜏𝑓𝑙 и FQY)
ФС Радахлорин существенно зависят как от кислотности, так и от полярности
растворителя. Полученные в данном разделе результаты были использованы
для анализа данных, полученных в ходе исследования свойств флуоресценции
Радахлорина во внутриклеточной среде (раздел 3.4).

3.2 Определение параметров время-разрешенных сигналов
фосфоресценции синглетного кислорода, генерируемого с помощью
фотосенсибилизатора Радахлорин в растворах разной кислотности

и полярности

Исследование флуоресценции ФС Радахлорин в растворах разной кислот
ности и полярности сопровождалось изучением время-разрешенных сигналов
фосфоресценции синглетного кислорода в таких же условиях. Времена генера
ции и жизни синглетного кислорода (СК), а также его относительный кванто
вый выход (SOQY) в водных растворах разной кислотности (рН) и в водно
спиртовых растворах разной полярности оценивали путем регистрации сигна
лов фосфоресценции СК с временным разрешением. Используемая эксперимен
тальная установка аналогична изображенной на рисунке 2.5 в разделе 2.2, где
вместо исследуемой поверхности была установлена кварцевая кювета с иссле
дуемым раствором.

Для возбуждения молекул Радахлорина использовался лазер, излучаю
щий на длине волны 405 нм с длительностью импульса 100 нс и частотой сле
дования импульсов 80 кГц. Для детектирования сигналов фосфоресценции СК
использовался фотоумножитель (ФЭУ) NIR PMT H10330B-45 (Hamamatsu), ра



78

ботающий в режиме счета фотонов. Сигнал с ФЭУ обрабатывался модулем
TCSPC PicoHarp 300 (PicoQuant) для регистрации время-разрешенных сигна
лов фосфоресценции СК. Сигнал фосфоресценции СК спектрально выделялся в
диапазоне 1269-1279 нм, соответствующем максимуму полосы люминесценции
СК, с помощью монохроматора МДР-12 (ЛОМО). Сигналы фосфоресценции
СК собирались в течение 600 с с временным разрешением 512 пс. Типичные
сигналы фосфоресценции СК в растворах PBS с разными значениями pH и в
водно-спиртовых растворах разной полярности представлены на рисунке 3.6.

Рисунок 3.6 — Время-разрешенные сигналы фосфоресценции СК (𝐼𝑝ℎ),
генерируемого с помощью Радахлорина в растворах PBS с разными
значениями pH (a) и в водных растворах этанола (b) и метанола (c).

Из экспериментальных сигналов были определены интенсивности фосфо
ресценции СК в разных растворах путем интегрирования площади под время
разрешенными сигналами СК с учетом темнового шума и рассеянного света.
На основе этих данных был рассчитан относительный квантовый выход син
глетного кислорода (SOQY) с учетом определенных ранее коэффициентов по
глощения растворов. Результаты вычисления SOQY в исследуемых растворах
представлены на рисунке 3.7.

В ходе анализа экспериментальных данных были определены времена
жизни и генерации СК в разных условиях при подгонке регистрируемых сигна
лов двухэкспоненциальной функцией:

𝐼𝑝ℎ(𝑡) =
Φ

𝜏1 − 𝜏2

[︃
𝑒−

𝑡
𝜏1 − 𝑒−

𝑡
𝜏2

]︃
(3.1)
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Рисунок 3.7 — Относительный квантовый выход фосфоресценции СК,
генерируемого с помощью Радахлорина в растворах PBS с различными

значениями pH (a) и в водных растворах этанола (b) и метанола (c).

где 𝜏1 и 𝜏2 – времена генерации и жизни синглетного кислорода, Φ - пло
щадь под время-разрешенной кривой фосфоресценции СК, которая пропорцио
нальна квантовому выходу СК.

Результаты обработки экспериментальных данных и определения времен
жизни и генерации СК в растворах разной кислотности и полярности представ
лены на рисунке 3.8.

Рисунок 3.8 — Времена генерации и жизни СК, генерируемого с помощью
Радахлорина в растворах PBS с разными значениями pH (a) и в водных

растворах этанола (b) и метанола (c).

Несмотря на значительные изменения параметров флуоресценции Рада
хлорина - относительного квантового выхода (FQY) и времени затухания - в
зависимости от рН раствора (см. рисунок 3.2 в разделе 3.1), относительный
квантовый выход фосфоресценции СК (SOQY) почти не изменяется с измене
нием кислотности раствора, как это можно видеть на рисунке 3.7. Незначитель
ные изменения SOQY на рисунке 3.7 (a) находится в пределах относительно
больших экспериментальных погрешностей в условиях низкого отношения сиг
нал/шум сигнала фосфоресценции CК. Также, как видно из рисунка 3.8 (a),



80

не наблюдалось статистически значимых изменений времен генерации и жизни
фосфоресценции CК в зависимости от рН.

Наоборот, изменение полярности растворителя в водно-спиртовых раство
рах приводило не только к изменению свойств флуоресценции Радахлорина
(см. раздел 3.1), но и к изменению как относительного квантового выхода СК
(SOQY), так и характерных времен сигнала его фосфоресценции. Зарегистриро
ванные сигналы фосфоресценции СК с временным разрешением в водно-спир
товых растворах показаны на рисунке 3.6 (b, с). Относительные квантовые вы
ходы, времена жизни и генерации СК в зависимости от концентрации спиртов
показаны на рисунках 3.7 (b),(c) и 3.8 (b),(c), соответственно.

Увеличение концентрации спирта в растворе сопровождается уменьшени
ем полярности раствора и к значительному увеличению количества генерируе
мого синглетного кислорода (SOQY), примерно в 10 раз в этаноле и в 6 раз в
метаноле (рис. 3.7 (b) и (c)). В то же время увеличение концентрации спирта
приводит к значительным изменениям обоих характерных времен сигнала фос
форесценции СК 𝜏1 и 𝜏2. Так, наблюдалось уменьшение времени генерации СК
𝜏2 и увеличение времени жизни 𝜏1 (рис. 3.8 (b) и (c)). В то время как изменения
𝜏2, вызванные увеличением концентрации этанола и метанола, были примерно
одинаковыми, изменения 𝜏1 более выражены в растворах этанола. Полученные
результаты свидетельствуют о том, что микроокружение молекул Радахлори
на может существенно влиять не только на их фотофизические свойства, но
и на генерацию синглетного кислорода и, возможно, других активных форм
кислорода. Наблюдаемый значительный рост SOQY, а также резкие изменения
времен 𝜏1 и 𝜏2 с увеличением доли спирта в смесях вода/этанол и вода/метанол
могут быть объяснены увеличением константы скорости радиационного пере
хода из возбужденного синглетного состояния молекулы кислорода в основное
состояние от 0,16 сек−1 в воде до 0,42 сек−1 в метаноле и 0,5 сек−1 в этаноле, как
это было показано в работе [199]. Значительное повышение квантового выхода
СК в менее полярных растворителях (метаноле и этаноле) с низкой диэлектри
ческой проницаемостью (в 2,4 и 3,2 раза ниже, чем у воды, соответственно)
следует учитывать при оценке образования СК в клетках и тканях, поскольку
внутри- и внеклеточные значения полярности могут заметно различаться [194].
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3.3 Анизотропия флуоресценции и время вращательной диффузии
фотосенсибилизатора Радахлорин в растворах разной кислотности,

вязкости и полярности при одно- и двухфотонном возбуждении

Информацию о микроокружении флуорофора можно получить с помо
щью анализа время-разрешенных компонент поляризованной флуоресценции
(анизотропии флуоресценции). В частности, такие параметры как время враща
тельной диффузии (𝜏𝑟𝑜𝑡) и параметр анизотропии 𝑟0, который характеризуется
углом 𝜃 между дипольными моментами переходов возбуждения и флуоресцен
ции, позволяют сделать выводы о связывании молекул, изменении их конфор
маций, а также вязкости микроокружения [200]. Несмотря на широкое приме
нение время-разрешенной флуоресцентной анизотропной спектроскопии, иссле
дование ФС Радахлорин и его основного компонента хлорина е6 в растворах
с разными условиями микроокружения данным методом не проводилось как
при одно-, так и при двухфотонном возбуждении, обеспечивающим большую
оптическую селекцию молекул при возбуждении. В данном разделе представле
ны результаты исследования влияния режима и длины волны возбуждения на
анизотропию флуоресценции Радахлорина в водных и водно-спиртовых раство
рах, а также экспериментально определены анизотропия и время вращательной
диффузии в растворах разной вязкости и кислотности.

Исследование параметров время-разрешенных сигналов поляризованной
флуоресценции Радахлорина в растворах проводилось с помощью оптической
установки, схема которой представлена на рисунке 3.9. Фемтосекундный Ti:Sa
лазер Mai-Tai HP DS (Spectra Physics), перестраиваемый в спектральном диа
пазоне 690-1040 нм, с длительностью импульса 100 фс и частотой следования
импульсов 80,4 МГц использовался в качестве источника возбуждающего излу
чения. Флуоресценция Радахлорина возбуждалась в полосе поглощения Соре с
максимумом около 405 нм (см. рисунок 1.4) в условиях однофотонного (OPE)
и двухфотонного (TPE) возбуждения в диапазонах длин волн 375-420 нм и
750-840 нм, соответственно, с шагом изменения длины волны не более 5 нм.
Лазерный луч в схеме OPE был получен путем удвоения частоты основного
выходного сигнала лазера генератором второй гармоники Inspire Blue (Spectra
Physics). Плотность мощности лазерного импульса в фокальной области образ
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ца поддерживалась на уровне 0,2 МВт/см2 в режиме OPE и 795 МВт/см2 в
режиме TPE. Степень линейной поляризации возбуждающего света была вы
ше 0,995, а направление поляризации регулировалось пластиной 𝜆/2. Лазерный
луч фокусировался в центр кварцевой кюветы с раствором ФС, а сигнал флуо
ресценции Радахлорина собирали в направлении, перпендикулярном лазерному
лучу. Ортогонально поляризованные компоненты флуоресценции I|| и I⊥ разде
лялись призмой Глана и регистрировались двумя сверхбыстрыми фотоприем
никами SPAD PD-050-CTC (MPD). Сигнал флуоресценции спектрально выде
лялся при помощи полосового фильтра BP645/75. В режиме TPE рассеянное
возбуждающее лазерное излучение отсекалось от сигнала флуоресценции филь
тром SP700 (Chroma), а в режиме OPE оно блокировалось фильтром LP470
(Chroma). Сигналы флуоресценции Радахлорина, накопленные в течение 3 ми
нут с временным интервалом 4 пс в режиме счета фотонов, анализировались
системой TCSPC PicoHarp 300 (PicoQuant).

Рисунок 3.9 — Схема экспериментальной установки для исследования
анизотропии флуоресценции и времен вращательной диффузии.

Зарегистрированные ортогональные компоненты I|| и I⊥ сигналов флуорес
ценции ФС Радахлорин с временным разрешением использовались для вычис
ления параметра начальной анизотропии 𝑟0 и времен вращательной диффузии
𝜏𝑟𝑜𝑡. Обработка сигналов выполнялась с помощью процедуры глобального фи
тинга с использованием выражений [123]:
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𝐼|| = 𝐺

∫︁ 𝑡

0

𝐼𝑅𝐹 (𝑡′)𝐼(𝑡− 𝑡′)[1 + 2𝑟(𝑡− 𝑡′)]𝑑𝑡

𝐼⊥ = 𝐺

∫︁ 𝑡

0

𝐼𝑅𝐹 (𝑡′)𝐼(𝑡− 𝑡′)[1 − 𝑟(𝑡− 𝑡′)]𝑑𝑡

(3.2)

где I(t) - изотропная часть сигнала затухания флуоресценции, r(t) - анизо
тропия флуоресценции, IRF(t) - функция отклика детекторов, а G - отношение
чувствительности детекторов в двух каналах регистрации сигналов. Параметр
G и функция отклика детекторов IRF(t) были предварительно определены кол
легами из ФТИ института им. А.Ф. Иоффе в ходе дополнительных экспери
ментов для используемой в работе установки [123]. Изотропная часть флуорес
ценции Радахлорина I(t) исследовалась ранее неполяризованными методами в
разных условиях микроокружения, как было показано в предыдущем разделе
3.1. Было показано, что I(t) имеет одноэкспоненциальную форму затухания с
временем затухания флуоресценции 𝜏𝑓𝑙, изменяющимся в диапазоне 3-4,5 нс
при разных условиях кислотности и полярности. При этом I(t) в уравнении 3.2
принимает вид:

𝐼(𝑡− 𝑡′) = 𝐼0 · 𝑒
− 𝑡−𝑡′

𝜏𝑓𝑙 (3.3)

Таким образом, в данном разделе приведены результаты исследования
именно анизотропной компоненты флуоресценции Радахлорина r(t) в разных
условиях микроокружения ФС. Как упоминалось ранее в разделе 1.3, параметр
анизотропии может изменяться со временем r(t) и рассчитывается из ортого
нальных компонент сигнала флуоресценции 𝐼|| и I⊥ как [201]:

𝑟(𝑡) =
1
𝐺𝐼(𝑡)‖ − 𝐼(𝑡)⊥
1
𝐺𝐼(𝑡)‖ + 2𝐼(𝑡)⊥

(3.4)

Исследование время-разрешенных компонент поляризованной флуорес
ценции Радахлорина проводилось в водных растворах фосфатного буфера
(PBS) разной кислотности и в водно-спиртовых растворах этанола и метано
ла, что приводило к изменению как полярности растворителя, так и вязкости
исследуемой системы. Также, как и в предыдущих разделах, уровень pH варьи
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ровался в диапазоне 3-10 и изменялся добавлением небольших количеств HCl и
KOH. Исследование анизотропии флуоресценции и времен вращательной диф
фузии Радахлорина в растворах проводилось при концентрации 15 𝜇M и 30 𝜇M
для одно- (OPE) и двух-фотонного (TPE) режимов возбуждения.

Типичные время-разрешенные сигналы затухания ортогональных компо
нент поляризованной флуоресценции I|| и I⊥ Радахлорина в воде, полученные
в режимах OPE и TPE с возбуждением на длине волны 405 нм, представлены
на рисунке 3.10 (a) и (b), соответственно. Зависимость от времени парамет
ра анизотропии флуоресценции Радахлорина, рассчитанной с использованием
уравнения 3.4, показана на рисунке 3.10 (c) для OPE и TPE синим и красным
цветом, соответственно.

Рисунок 3.10 — Время-разрешенные сигналы ортогонально поляризованных
компонент флуоресценции Радахлорина в воде при: (а) OPE при возбуждении

на 405 нм и (b) TPE при возьуждении на 810 нм. (c) Сигналы затухания
анизотропии r(t), рассчитанные из I|| и I с использованием уравнения 3.4.

В условиях проводимых экспериментов изменение анизотропии со време
нем (см рисунок 3.10 (c) ) обусловлено эффектом вращательной диффузии и
динамику изменения анизотропии r(t) можно представить в одноэкспоненци
альной форме:

𝑟(𝑡) = 𝑟
(𝑛)
0 𝑒−

𝑡
𝜏𝑟𝑜𝑡 , (3.5)

где 𝑟(𝑛)0 - параметр начальной анизотропии флуоресценции (в момент воз
буждения), индекс n, равный 1 или 2, обозначает возбуждение в одно- (OPE) и
двухфотонном (TPE) режиме, а 𝜏𝑟𝑜𝑡 - время вращательной диффузии молекулы
ФС.

Вначале было проведено исследование анизотропии ФС при разных дли
нах волн возбуждения в пределах полосы Соре при одно- и двухфотонном ре
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жимах для оценки экспериментальных параметров, которые могут быть исполь
зованы для проведения последующих экспериментов и определения локальной
вязкости в растворах и во внутриклеточной среде. Исследования влияния ре
жима и длины волны возбуждения проводились на растворах Радахлорина в
воде и в 40% смеси метанола и воды. Параметры поляризованной флуоресцен
ции Радахлорина в водном и в 40% водно-метанольном растворе, полученные в
ходе анализа экспериментальных данных и подгонке зависимостей анизотропии
флуоресценции одноэкпоненциальной функцией 3.5, представлены в таблице 3.

Таблица 3 — Параметры флуоресценции Радахлорина при одно- (OPE) и
двухфотонном (TPE) возбуждении на длине волны 405 нм и 810 нм в водном
и 40% водно-спиртовом растворах

Вода 40% MeOH
OPE, 405 нм TPE, 810 нм OPE, 405 нм TPE, 810 нм

𝜏𝑓𝑙±0.35, нс 3.3 3.5 3.5 3.8
𝜏𝑟𝑜𝑡±0.07, нс 0.32 0.24 0.44 0.34
𝑟0±0.02 -0.03 0.35 -0.02 0.39

В ходе анализа экспериментальных сигналов было получено для водного
и 40% водно-метанольного растворов Радахлорина время затухания 𝜏𝑓𝑙 изотроп
ной части флуоресценции I(t) (см. уравнение 3.3), время вращательной диффу
зии 𝜏𝑟𝑜𝑡 и параметр начальной анизотропии 𝑟0 (см. уравнение 3.5) для возбуж
дения в режиме OPE и TPE, полученные значения представлены в таблице 3.
Стоит отметить, что время затухания флуоресценции 𝜏𝑓𝑙 для обоих режимов
возбуждения были получены одинаковыми в одном и том же растворе в пре
делах экспериментальных погрешностей, но для водно-метанольного раствора
𝜏𝑓𝑙 больше на 0,03 нс, чем в воде, как и было ранее получено в разделе 3.1 при
исследовании 𝜏𝑓𝑙 неполяризованными методами.

Время вращательной диффузии 𝜏𝑟𝑜𝑡 в воде оказалось несколько короче,
чем в водно–метанольном растворе, что согласуется с различием вязкости рас
творителей и будет обсуждаться ниже при рассмотрении соотношения Эйн
штейна-Стокса (уравнение 3.11). Кроме того, время вращательной диффузии
𝜏𝑟𝑜𝑡, полученных в режиме TPE немного короче, чем при однофотонном воз
буждении (см. таблицу 3). Наблюдаемая разница в значениях 𝜏𝑟𝑜𝑡 может быть
обусловлена локальным изменением температуры раствора в фокальной обла
сти при однофотонном и двухфотонном режимах поглощения. Так, плотность
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мощности лазерного излучения, используемого для TPE, была примерно в 4000
раз выше, чем для режима OPE. Несмотря на то, что отношение поперечных
сечений поглощения для TPE и OPE было небольшим, примерно 10−4, можно
предположить, что локальная температура раствора была выше в случае TPE,
что могло привести к уменьшению локальной вязкости раствора и несколько
меньшему наблюдаемому времени вращательной диффузии.

Результаты, представленные на рисунке 3.10 и в таблице 3, демонстрируют
резкое различие значений параметра начальной анизотропии (𝑟0) флуоресцен
ции, полученных в режимах OPE и TPE. Видно, что в случае TPE значение
начальной анизотропии флуоресценции Радахлорина в воде 𝑟(2)0 =0,35, в то вре
мя как в случае возбуждения в режиме OPE значение 𝑟(1)0 оказалось довольно
низким и отрицательным: 𝑟(2)0 ≈-0,03. Для водно-метанольного раствора Рада
хлорина значения анизотропии флуоресценции в начальный момент времени
составили 𝑟(2)0 =0,39 и 𝑟(1)0 =-0,02 для TPE и OPE, соответственно.

Обнаруженное существенное различие значений параметра анизотропии в
начальный момент времени 𝑟0 при OPE и TPE было исследовано далее в рамках
экспериментов при изменении длины волны возбуждения и параметров раство
ра. Сначала, в 40% водно-метанольном растворе, для которого наблюдалось
более медленное фотообесцвечивание ФС, анизотропия в начальный момент
времени была проанализирована как функция от длины волны возбуждения в
полосе поглощения Соре при одно- (𝑟(1)0 ) и двухфотонном (𝑟(2)0 ) возбуждении.
Полученные данные представлены на рисунке 3.11 (a), где сплошной линией
также изображен спектр поглощения раствора Радахлорина в спектральном
диапазоне 370-430 нм. Как видно из рисунка 3.11 (a), параметр анизотропии
𝑟0, полученный в режимах OPE и TPE, резко изменяется в спектральном диа
пазоне 370-430 нм. В случае OPE параметр анизотропии 𝑟

(1)
0 имеет небольшое

отрицательное, почти нулевое значение вблизи максимума полосы поглощения
Соре при 405 нм и значительно увеличивается при смещении как в длинновол
новое, так и коротковолновое крыло полосы поглощения. В случае двухфотон
ного возбуждения параметр 𝑟(2)0 имеет максимум ≈0,43 при длине волны около
395 нм и плавно уменьшается при изменении длины волны возбуждения в обе
стороны спектра. Стоит отметить, что в области спектра поглощения 420 нм
параметр начальной анизотропии 𝑟𝑛0 становится практически одинаковым для
обоих режимов OPE и TPE.
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Рисунок 3.11 — (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

Резкое различие в параметрах анизотропии флуоресценции, полученных
при OPE и TPE, показанное на рисунке 3.11 (a) и в таблице 3, может быть объ
яснено с помощью выражений, описывающих угловые зависимости параметров
анизотропии в начальный момент времени. Известно, что в случае однофотон
ного возбуждения молекул типа симметричного волчка или плоских молекул
с внутриплоскостными поляризованными переходами начальная анизотропия
𝑟
(1)
0 пропорциональна многочлену Лежандра второго порядка от косинуса уг

ла 𝜃 между дипольными моментами переходов возбуждения и флуоресценции
[120]:

𝑟
(1)
0 =

2

5
𝑃2(cos 𝜃), (3.6)

где 𝜃 - угол между дипольными моментами d𝑎𝑏 и d𝑓𝑙 переходов поглощения
и флуоресценции, соответственно, а 𝑃2(cos 𝜃) - многочлен Лежандра второго
порядка.

Из приведенного выражения 3.6 для начального значения анизотропии
при однофотонном возбуждении, параметр 𝑟

(1)
0 принимает значения от 2/5 до

-1/5 при изменении угла между дипольными моментами перехода поглощения
и флуоресценции 𝜃 от 0 до 𝜋/2, соответственно, и обращается в ноль при 𝜃 ≈
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57 ∘. Стоит отметить, что экспериментально полученное значение анизотропии
в начальный момент времени для однофотонного возбуждения Радахлорина на
длине волны 405 нм близко к нулю (см. рисунок 3.11 (а) и таблицу 3), таким
образом значения 𝜃 для исследуемой молекулы ФС около ≈57 ∘.

В случае двухфотонного возбуждения двумя одинаковыми фотонами, па
раметр анизотропии флуоресценции 𝑟(2)0 , в общем случае может быть представ
лен в виде [123; 202]:

𝑟
(2)
0 =

2

7

[︁ 3𝐷

𝑇𝑑2𝑓𝑙
− 1

]︁
, (3.7)

где

𝐷 = 2d𝑓𝑙 · S2 · d𝑓𝑙 + (d𝑓𝑙 · 𝑆 · d)𝑇𝑟𝑆, (3.8)

и

𝑇 = 𝑇𝑟2S + 2𝑇𝑟S2, (3.9)

где S - тензор двухфотонного поглощения с компонентами 𝑆𝑋𝑋 , 𝑆𝑌 𝑌 , 𝑆𝑍𝑍

относительно главных осей молекулы.
В общем случае при двухфотонном возбуждении, направление дипольно

го момента перехода флуоресценции d𝑓𝑙 в уравнении 3.8 описывается двумя
полярными углами 𝜃𝐹𝑆 и 𝜑𝐹𝑆 относительно главной оси тензора S двухфо
тонного поглощения. Стоит отметить, что параметр начальной анизотропии
флуоресценции 𝑟

(2)
0 в рассматриваемом случае имеет экстремальные значения

(1 ± 3
√︀

6/5)/7, что было показано авторами работы [202]. При этом, в случае
когда одна из компонент тензора двухфотонного поглощения S намного больше
других, например 𝑆𝑋𝑋 ≫ 𝑆𝑌 𝑌 , 𝑆𝑍𝑍 , параметр анизотропии флуоресценции 𝑟(2)0

в уравнении 3.7 может быть упрощен до вида [120; 123; 202]:

𝑟
(2)
0 =

4

7
𝑃2(cos 𝜃𝐹𝑆), (3.10)
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где 𝜃 ≈ 𝜃𝐹𝑆. Тогда параметр 𝑟
(2)
0 в уравнении 3.10 варьируется от 4/7 до -2/7,

обращаясь в ноль при 𝜃𝐹𝑆 ≈57 ∘.
Экспериментально полученная нами значительная разница параметров на

чальной анизотропии флуоресценции Радахлорина 𝑟(1)0 и 𝑟(2)0 , показанная на ри
сунке 3.11 (а) и в таблице 3, позволяет предположить, что при двухфотонном
возбуждении раствора Радахлорина приближение 𝑆𝑋𝑋 ≫ 𝑆𝑌 𝑌 , 𝑆𝑍𝑍 является
неверным для исследуемого ФС и выражение 3.10 не применимо для данного
ФС. В этом случае принципиальная структура тензора двухфотонного поглоще
ния S может не иметь прямого отношения к дипольному моменту перехода одно
фотонного поглощения, а углы 𝜃𝐹𝑆 и 𝜃 в данном случае различны [202]. Таким
образом, для теоретической оценки значения 𝑟

(2)
0 следует использовать общее

неосесимметричное выражение 3.7, а не его упрощенную форму, представлен
ную в уравнении 3.10. Стоит отметить, что на настоящий момент не известны
компоненты тензора двухфотонного поглощения S для молекулы хлорина е6, а
неосесимметричная форма уравнения 3.7 может приводить к различным значе
ниям начальной анизотропии 𝑟

(2)
0 в режиме TPE по сравнению со значениями

𝑟
(1)
0 для OPE, что и было экспериментально показано на рисунке 3.11 (а).

Как известно из литературных данных, анизотропия флуоресценции ча
сто изменяется в диапазоне спектра возбуждения [202; 203]. Полученная зависи
мость начальной анизотропии флуоресценции Радахлорина в 40% водно-мета
нольном растворе от длины волны возбуждения при разных режимах возбужде
ния, представленная на рисунке 3.11 (a), может быть рассмотрена в совокупно
сти с анализом изменения спектров флуоресценции ФС 3.11 (b). Из полученных
спектров флуоресценции Радахлорина видно, что в диапазоне 600-750 нм, в ко
тором проводилась регистрация анизотропии флуоресценции, форма спектров
значительно зависит от длины волны возбуждения, особенно при возбуждении
в длинноволновой части полосы поглощения Соре, при котором наблюдалось
резкое изменение параметра начальной анизотропии при режимах OPE и TPE,
см. рисунок 3.11 (a). Таким образом, изменение начальной анизотропии 𝑟(𝑛)0 Ра
дахлорина с длиной волны возбуждения может быть обусловлено поглощением
в различные возбужденные состояния или различными компонентами исследу
емого ФС (см. рисунок 1.3).

Исследование параметра 𝑟0 и времени вращательной диффузии 𝜏𝑟𝑜𝑡 при
разных режимах возбуждения было проведено также в растворах разной кис
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лотности, поскольку, как было показано ранее (см. рисунок 3.2 (a)) изменение
кислотности раствора существенно влияло на время затухания изотропной ча
сти флуоресценции Радахлорина, предположительно из-за протонирования/де
протонирования карбоксильных групп молекулы хлорина е6 [17; 197]. Резуль
таты анализа время-разрешенных сигналов анизотропии флуоресценции Рада
хлорина, полученные в зависимости от рН раствора при OPE и TPE приведены
на рисунке 3.12 (a) и (c) для времени вращательной диффузии 𝜏𝑟𝑜𝑡 и параметра
начальной анизотропии 𝑟0, соответственно.

Рисунок 3.12 — Время вращательной диффузии Радахлорина в зависимости
от рН раствора (а) и концентрации спирта (b). Вязкость раствора в

зависимости от концентрации спирта показана на рисунке (b) сплошными
линиями. Анизотропия флуоресценции Радахлорина в зависимости от рН

раствора (c) и концентрации спирта (d).

Как видно из рисунка 3.12 (a) изменение рН раствора не приводит к су
щественным изменениям времени вращательной диффузии, поскольку 𝜏𝑟𝑜𝑡 ха
рактеризует вязкость окружающей среды, которая не менялась с изменением
кислотности исследуемого раствора. В то же время, как при OPE, так и при
TPE наблюдалось некоторое уменьшение анизотропии флуоресценции в диапа
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зоне рН от 3 до 6 с выходом на плато в диапазоне значений pH 6-10 (рис. 3.12(c)).
При этом значения параметра анизотропии 𝑟0, полученные при однофотонном
(405 нм) и двухфотонном (810 нм) режимах возбуждения, существенно различа
ются, хотя и имеют общую тенденцию небольших изменений при варьировании
pH.

Таким образом, мы показали, что значения параметра анизотропии при
однофотонном и двухфотонном режимах возбуждения существенно отличают
ся, причем при двухфотонном возбуждении во всех исследуемых растворах
наблюдались значительно более высокие значения 𝑟0. Поэтому однофотонное
возбуждение на длине волны 405 нм менее предпочтительно для оценки вре
мени вращательной диффузии молекул исследуемого ФС из-за относительно
высокой погрешности, а измерения поляризованной флуоресценции в режиме
двухфотонного возбуждения дают более точные данные.

Исследование параметров затухания анизотропной части флуоресценции
Радахлорина r(t) было проведено в режиме TPE с возбуждением на длине вол
ны 820 нм в водно-этанольных и водно-метанольных растворах с разной концен
трацией спирта. Значения параметра начальной анизотропии 𝑟0 в растворах
метанола и этанола оказались близкими и продемонстрировали незначитель
ное увеличение с ростом концентрации спирта, почти в пределах погрешности,
см. рисунок 3.12 (d). Зависимости полученных значений времени вращательной
диффузии 𝜏𝑟𝑜𝑡 в водных растворах метанола и этанола, а также вязкости иссле
дуемых растворов, от концентрации спирта приведены на рисунке 3.12 (b). Как
упоминалось ранее 𝜏𝑟𝑜𝑡 зависит от вязкости окружающей среды. При этом вид
но, что зависимость 𝜏𝑟𝑜𝑡 от концентрации спиртов демонстрирует идеальную
корреляцию с вязкостью раствора для метанола и хорошее соответствие для
этанола при концентрациях примерно до 50%. Однако при более высоких кон
центрациях этанола 𝜏𝑟𝑜𝑡 демонстрирует более высокие значения, чем те, которые
ожидаются исходя из вязкости раствора.

В общем случае зависимость времени вращательной диффузии 𝜏𝑟𝑜𝑡 от вяз
кости растворителя может быть описана с помощью соотношения Эйнштейна
Стокса [204]:

𝜏𝑟𝑜𝑡 = 𝑓𝐶
𝜂𝑉

𝑘𝑇
, (3.11)
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где k и T - постоянная Больцмана и температура, соответственно, V - Ван
дер-Ваальсов объем молекул растворенного вещества, 𝜂 - макроскопическая вяз
кость растворителя, 𝑓 ≥ 1 - коэффициент, характеризующий форму молекул
растворенного вещества, а C - коэффициент, обозначающий трение между рас
творенным веществом и растворителем. Таким образом, если форма молекулы
(𝑉 = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡, 𝑓 = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡) и коэффициент 𝐶 = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡 не изменяются в зависимо
сти от условий микроокружения, то время вращательной диффузии становится
показателем локальной вязкости [204]. Однако 𝑉, 𝑓 и 𝐶 могут варьироваться в
зависимости от типа растворителя, что нарушает прямую пропорциональность
между 𝜏𝑟𝑜𝑡 и 𝜂. Например, для молекулы NADH в водно-метанольных раство
рах несоответствие между вязкостью и временем вращательной диффузии вы
звано изменением конформации NADH при высоких концентрациях метанола
[196]. В случае Радахлорина параметр формы 𝑓 молекулы ФС, вероятно, оста
ется постоянным из-за жесткой структуры молекул ФС и используемых типов
растворителей. Однако, нарушение прямой пропорциональности времени вра
щательной диффузии 𝜏𝑟𝑜𝑡 и вязкости 𝜂 растворителя может быть связано с
изменением C и V. Так, при высоких концентрациях этанола (см. рисунок 3.12
(b)) может происходить изменение Ван-дер-Ваальсова объема молекулы 𝑉 и
коэффициента трения 𝐶 при различных условиях сольватации.

3.4 Анализ времени затухания флуоресценции
фотосенсибилизатора Радахлорин во внутриклеточной среде в

зависимости от условий микроокружения

Результаты исследования фотофизических свойств ФС Радахлорин в вод
ных и водно-спиртовых растворах, описанные в предыдущей главе, были ис
пользованы для изучения его свойств во внутриклеточной среде, представля
ющих большой практический интерес. Полученные в разделе 3.1 зависимости
относительного квантового выхода и времени затухания флуоресценции Рада
хлорина от кислотности и полярности растворов ставят под сомнение коррект
ность оценок преимущественного накопления молекул Радахлорина в клетках и
тканях на основе распределений интенсивности его флуоресценции, поскольку
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внутриклеточная среда неоднородна, в частности по уровню pH, а опухолевые
ткани характеризуются более низким уровнем pH, чем здоровые.

Исследования пространственных распределений параметров время-раз
решенных сигналов флуоресценции Радахлорина во внутриклеточной среде
были проведены с использованием установки FLIM-микроскопии, которая
применялась для изучения параметров флуоресценции Радахлорина в рас
творах в разделе 3.1. Установка была оснащена конфокальным сканирую
щим модулем DCS-120 счета одиночных фотонов с корреляцией по времени
(TCSPC) (Becker&Hickl), который был установлен в оптический путь микро
скопа Ti-2A (Nikon). Для достижения высокого пространственного разреше
ния флуоресцентных изображений внутриклеточной среды использовался объ
ектив микроскопа 60x с числовой апертурой NA = 1,49 (Nikon). Возбужде
ние молекул ФС Радахлорин проводилось с помощью пикосекундного лазера
BDS-SM-405-PS-101 с длительностью импульсов 60 пс и частотой следования
импульсов 20 МГц, излучающего на длине волны 405 нм, вблизи максимума
полосы поглощения ФС (см. рисунок 1.4). Достаточно низкая частота следова
ния лазерных импульсов обеспечивала возможность регистрации полных кри
вых затухания сигнала флуоресценции, которые регистрировались в режиме
счета одиночных фотонов с использованием гибридного GaAsP-фотоприемни
ка HPM–100-40 (Becker&Hickl) с временным откликом 120 пс (IRF). Сигнал
флуоресценции Радахлорина спектрально выделялся полосовым интерферен
ционным фильтром BP645/75 (Chroma), полоса пропускания которого соответ
ствовала максимуму спектра флуоресценции Радахлорина (см. рисунок 1.4), а
для отсечения возбуждающего лазерного излучения и автофлуоресценции внут
риклеточной среды использовался длинноволновый фильтр LP425 (Chroma).
Сигнал флуоресценции ФС накапливался в течении 30-60 с для достижения, по
меньшей мере, 104 фотонов под кривой затухания флуоресценции. Для увеличе
ния числа регистрируемых фотонов, увеличения скорости обработки и упроще
ния процедуры анализа данных производилась пиксельная бинаризация (бин
нинг - объединение соседних пикселей) по 5 соседним пикселям [205].

Анализ сигналов флуоресценции Радахлорина с временным разрешением
в каждой группе пикселей флуоресцентного изображения выполнялся с помо
щью программного обеспечения SPCImage (Becker&Hickll), и включал в себя
свертку одноэкспоненциальной функции затухания и IRF, преимущественно ха
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рактеризующейся временем отклика датчика. На основе результатов аппрокси
мации время-разрешенных сигналов, регистрируемых в каждой группе пиксе
лей изображения, формировалось пространственное распределение времен за
тухания флуоресценции Радахлорина во внутриклеточном пространстве для
каждого поля зрения. Для визуализации полученных результатов вычисленное
в ходе подгонки время затухания флуоресценции Радахлорина 𝜏𝑓𝑙 в каждой точ
ке изображения обозначалось цветом, где синему цвету соответствовали мень
шие времена затухания, а красному - большие.

В ходе работы по исследованию свойств флуоресценции Радахлорина во
внутриклеточной среде были использованы разные типы клеточных линий для
минимизации случайных зависимостей от типа клеток и для обобщения полу
ченных зависимостей свойств флуоресценции Радахлорина от его микроокруже
ния. Исследование флуоресценции ФС проводилось во внутриклеточной среде
в живых клетках in vitro. Клетки стандартизованных линий HeLa, A549 и 3Т3
(из коллекции клеточных линий Института цитологии РАН) культивировались
в питательной среде DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), содержащей
10% эмбриональной бычьей сыворотки и 1% пенициллин-стрептомицина при
температуре 37∘С в атмосфере с 5% содержанием CO2. Спустя 48 часов после
посева клеток, в питательную среду добавлялся фотосенсибилизатор Радахло
рин в концентрации 30 𝜇M, после чего, в течение 24 часов инкубации клеток
в растворе ФС происходило его проникновение и накопление в клетках. Впо
следствии для минимизации сигнала флуоресценции ФС вне клеток, раствор
питательной среды с ФС заменялся на чистую питательную среду DMEM. Реги
страция пространственных распределений время-разрешенных профилей зату
хания флуоресценции Радахлорина во внутриклеточной среде проводилась при
физиологических условиях жизни клеток: температуре 37∘С, 50% влажности
и атмосфере с 5% содержанием CO2, поддерживаемых инкубатором, который
устанавливался внутрь FLIM-микроскопа.

В ходе исследования свойств флуоресценции Радахлорина сначала были
получены пространственные распределения интенсивности и времени затуха
ния флуоресценции ФС во внутриклеточной среде живых клеток трех раз
ных линий, HeLa A549 и 3Т3. Типичные пространственные распределения ин
тенсивности и времен затухания флуоресценции Радахлорина в клетках раз
ных линий, полученные при одинаковых условиях эксперимента, представле
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ны на рисунке 3.13 (a)-(c) и (d)-(f), соответственно. Как видно из рисунка 3.13
(d)-(f), где цветом обозначены времена затухания флуоресценции в каждой точ
ке изображения, во внутриклеточном пространстве наблюдается значительная
неоднородность значений времени затухания флуоресценции Радахлорина 𝜏𝑓𝑙.
При этом, стоит отметить, что в каждой точке внутриклеточного пространства
время-разрешенные сигналы флуоресценции ФС хорошо описываются одноэкс
поненциальными функциями. Так, в ходе подгонки экспериментальных сигна
лов с использованием одноэкспоненциальной модели невязка составляла 𝜒2 <
1,25, небольшое отклонение от одноэкспоненциальной зависимости можно объ
яснить как неидеальностью оптической системы микроскопа и не дельтообраз
ной функцией рассеяния точки, так и необходимостью объединения сигналов
флуоресценции с нескольких соседних пикселей (бининг), в которых молеку
ла ФС может находится в разных условиях микроокружения. Из рисунка 3.13
(d)-(f) видно, что во внутриклеточной среде наиболее сильные пространствен
ные неоднородности времени затухания флуоресценции Радахлорина наблюда
лись вблизи ядер клеток, где типичные времена затухания находились в диа
пазоне 3,2–3,3 нс (соответствует синему цвету), в то время как в других обла
стях клеток 𝜏𝑓𝑙 было значительно выше и достигало 6,0 нс (показаны красным
цветом на рисунке 3.13 (d)-(f)). Кроме неоднородности распределения времени
затухания 𝜏𝑓𝑙 анализ флуоресценции Радахлорина во внутриклеточной среде по
казал, что интенсивность флуоресценции в околоядерных областях в несколько
раз выше, чем в других областях, при этом области с высокой интенсивностью
флуоресценции Радахлорина на рисунке 3.13 почти полностью совпадают с об
ластями, где наблюдались низкие времена затухания флуоресценции 𝜏𝑓𝑙.

Основываясь на результатах измерения времен затухания и квантового
выхода флуоресценции Радахлорина в растворах разной кислотности и поляр
ности, приведенных в предыдущей главе, можно предположить, что варьиро
вание внутри клетки интенсивности и времени затухания флуоресценции Ра
дахлорина связано с различным микроокружением ФС во внутриклеточной
среде. Стоит отметить, что типичное время затухания флуоресценции Рада
хлорина внутри клеток несколько больше (𝜏𝑓𝑙 ≈ 3,5-6 нс, со средним значением
< 𝜏𝑓𝑙 >≈ 5 нс), чем в водных растворах Радахлорина (𝜏𝑓𝑙 ≈ 3-4,2 нс, см. рису
нок 3.2 (а)). Возможно, различие в наблюдаемых диапазонах времен затухания
флуоресценции во внутриклеточной среде и в водных растворах может быть
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Рисунок 3.13 — Пространственные распределения интенсивности (a-c) и
времени затухания (d-f) флуоресценции Радахлорина в трех типах живых

клеток: HeLa (a, d), A549 (b, e) и 3T3 (c,f).

объяснено различными параметрами микроокружения молекулы ФС, в частно
сти полярностью. В научной литературе на основе косвенных измерений, про
веденных флуоресцентными методами [206; 207] получены значения средней
диэлектрической проницаемости разных областей внутриклеточной среды, ко
торые варьируются в диапазонах < 𝜀 >≈ 4-6 в липидных структурах, 7-9 в
эндосомах и 24-26 в цитозоле (жидкая фракция цитоплазмы) клеток. При про
ведении экспериментов, описанных в разделе 3.1, по исследованию зависимости
свойств Радахлорина от полярности растворителей в водно-спиртовых раство
рах, диэлектрическая проницаемость растворителя менялась в диапазоне от 80
(чистая вода) с увеличением доли спиртов до 𝜀 = 33 для метанола и 𝜀 = 24 для
этанола, при этом время затухания флуоресценции Радахлорина увеличивалось
с уменьшением полярности растворителя и достигало плато уже при 60% фрак
ции спиртов в растворе (см. рисунок 3.4 (b)). Исходя из литературных данных
полярность во внутриклеточной среде в цитозоле (< 𝜀 >≈ 25) близка к значе
ниям диэлектрической проницаемости этанола (𝜀 = 24) и метанола (𝜀 = 33), в
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растворах которых время затухания флуоресценции Радахлорина 𝜏𝑓𝑙 состави
ло около 4,7 нс и 4,4 нс, соответственно, что близко к наблюдаемому среднему
времени затухания во внутриклеточной среде (< 𝜏𝑓𝑙 >≈ 5 нс). Таким образом,
можно предположить, что наблюдаемое увеличение времени затухания флуо
ресценции 𝜏𝑓𝑙 Радахлорина во внутриклеточной среде по отношению к водным
растворам главным образом вызвано низкой полярностью внутриклеточной сре
ды.

Вместе с тем, варьирование времени затухания во внутриклеточном про
странстве в диапазоне 𝜏𝑓𝑙 ≈ 3,5-6 нс может быть также вызвано неоднородным
уровнем кислотности. Так, ранее в разделе 3.1 на водных растворах ФС было
показано, что изменение уровня pH в диапазоне 4-9 приводит к изменению 𝜏𝑓𝑙

на 1 нс (см. рисунок 3.2 (а)), что позволяет предположить корреляцию неод
нородности времени затухания флуоресценции с уровнем pH внутриклеточной
среды. Для подтверждения этого, были проведены дополнительные эксперимен
ты со стандартными маркерами внутриклеточных структур, в ходе которых
было получено, что области с малыми временами затухания и большей интен
сивностью флуоресценции Радахлорина совпадают с локализацией лизосом (см
рисунок 3.14). Также полученные результаты по локализации молекул ФС во
внутриклеточной среде хорошо согласуются с результатами работы [179], где
было показано, что Радахлорин преимущественно накапливается в лизосомах
клеток. При этом, хорошо известно, что лизосомы обладают наименьшим pH в
районе 4,5, в то время как уровень кислотности в цитоплазме составляет поряд
ка 7,2 [208]. Как можно видеть из рисунка 3.14, области окрашенные в зеленый
цвет флуоресцентным маркером лизосом в первой колонке совпадают с ярки
ми областями высокой интенсивности флуоресценции Радахлорина во второй
колонке и с областями низких времен затухания флуоресценции ФС, обозна
ченные синим цветом, в третьей колонке. На рисунке 3.14 (d,h,l) синим цветом
показаны примеры время-разрешенных сигналов флуоресценции Радахлорина
в области лизосом, характеризующихся pH около 4,5, а красным цветом - сиг
налы флуоресценции в области цитоплазмы в клетках каждой линии. Хорошо
видно, что сигналы, полученные из областей внутриклеточного пространства с
низким уровнем pH, затухают быстрее, чем из областей с более высоким pH,
что полностью согласуется с результатами, полученными на водных растворах
ФС разной кислотности в разделе 3.1.
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Рисунок 3.14 — Изображения колокализации интенсивности флуоресценции
маркера лизосом LysoTracker (a,e,i), интенсивности флуоресценции

Радахлорина (b,f,j) и времени затухания флуоресценции (c,g,k) в трех типах
живых клеток: HeLa (a-d), A549 (e-h) и 3T3 (i-l). Примеры время-разрешенных

сигналов флуоресценции Радахлорина во внутриклеточной среде с
относительно длинным и коротким временем затухания флуоресценции (d,h,l).

Для подтверждения влияния pH микроокружения внутриклеточной сре
ды на время затухания флуоресценции ФС был проведен эксперимент, в ходе
которого искусственно был выровнен уровень pH внутри исследуемых клеток
с помощью препарата бафиломицин А1 (Baf A1). Были проведены измерения
пространственных распределений времен затухания флуоресценции Радахлори
на в нормальных условиях и при выравнивании pH во внутриклеточной среде в
разных клеточных линиях, результаты экспериментов представлены на рисунке
3.15. Как видно из рисунка 3.15 (верхний ряд) выравнивание pH во внутрикле
точной среде приводит к более однородным распределениям времен затухания
флуоресценции ФС по сравнению с нормальными условиями. При этом вымы
вание бафиломицина А1 и мониторинг времен затухания флуоресценции через
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20 минут показывает восстановление разнообразия времен затухания флуорес
ценции Радахлорина во внутриклеточной среде, как показано на рисунке 3.16.
Таким образом, проведенные эксперименты по определению областей с низким
уровнем pH (лизосом) и по выравниванию pH во внутриклеточной среде дока
зывает ведущую роль уровня кислотности в варьировании времени затухания
флуоресценции Радахлорина во внутриклеточной среде.

Кроме неоднородности времени затухания 𝜏𝑓𝑙 анализ флуоресценции Ра
дахлорина во внутриклеточной среде показал, что интенсивность флуоресцен
ции Радахлорина в областях внутриклеточного пространства (лизосомы) с низ
ким уровнем pH около 4,5, в несколько раз выше, чем в других областях (см.
рисунок 3.14, вторая колонка). Вместе с тем, области высокой интенсивности
флуоресценции Радахлорина на рисунках 3.13 и 3.14 почти полностью совпа
дают с областями, где наблюдались низкие времена затухания флуоресценции
𝜏𝑓𝑙. Для подтверждения корреляции между интенсивностью и временем затуха
ния 𝜏𝑓𝑙 флуоресценции была построена диаграмма рассеяния, представленная
на рисунке 3.17 (b), где каждая точка диаграммы соответствует пикселю поля
зрения, представленного на рисунке 3.17 (a), с определенной интенсивностью и
временем затухания флуоресценции. При этом на диаграмме рассеяния хорошо
видно, что области с более высокой интенсивностью характеризуются малы
ми временами затухания флуоресценции, находящимися в областях с низким
уровнем pH. С другой стороны ранее в ходе исследования водных растворов
ФС было получено, что квантовый выход флуоресценции (FQY) Радахлорина
уменьшается с уменьшением pH растворителя (см. рисунок 3.2 (b)). Таким об
разом, можно сделать вывод, что наблюдаемое увеличение интенсивности флу
оресценции в областях с низким временем затухания флуоресценции и уровнем
pH, характеризующимся низким FQY, связано именно с преимущественным на
коплением молекул ФС в областях с кислым уровнем pH (в лизосомах).

Как отмечалось ранее в разделе 1.3, анализ время-разрешенных сигналов
возможен без подгонки экспериментальных данных заданной модельной функ
цией, а именно в ходе представления сигналов затухания флуоресценции в виде
фазовых диаграмм (phasor plot), что упрощает обработку экспериментальных
данных и не зависит от выбранной модельной функции аппроксимации данных.
В результате такого анализа флуоресцентное изображение, в каждом пикселе
которого прописан время-разрешенный сигнал флуоресценции, представляет
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Рисунок 3.15 — Пространственные распределения времен затухания
флуоресценции Радахлорина в трех типах клеток при выравнивании уровня
pH бафиломицином А1 (верхний ряд) и при нормальных условиях (нижний

ряд). Фазовые диаграммы (phasor plot), показанные под каждым
распределением 𝜏𝑓𝑙, демонстрируют меньшее разнообразие значений времени
затухания флуоресценции при выравнивании pH во внутриклеточной среде

бафиломицином А1.

ся в виде диаграммы рассеяния, где каждая точка соответствует конкретному
пикселю и располагается согласно G и S координатами косинусоидального (G)
и синусоидального (S) Фурье-преобразования зарегистрированного сигнала в
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Рисунок 3.16 — Пространственные распределения времен затухания
флуоресценции Радахлорина во внутриклеточной среде клеток линии HeLa,
полученные до и после выравнивания внутриклеточного pH препаратом Baf

A1, и после вымывания Baf A1 из внутриклеточной среды через 20 минут, что
приводило к восстановлению нормального уровня pH. Примеры

время-разрешенных сигналов флуоресценции ФС показаны справа, видно, что
после вымывания Baf A1 происходит частичное восстановление разнообразия

времен затухания флуоресценции и можно наблюдать области
внутриклеточной среды со значительно отличающимися 𝜏𝑓𝑙.

соответствующем пикселе флуоресцентного изображения (см. формулы 1.3 в
разделе 1.3). Применяемые методы анализов фазовых диаграмм были ранее
апробированы в работе [117] в ходе изучения методом FLIM микроскопии флу
оресценции Радахлорина в образцах гистологических срезов тканей до и после
воздействия возбуждающего лазера. Полученные время-разрешенные сигналы
флуоресценции Радахлорина во внутриклеточной среде, помимо подгонки од
ноэкспоненциальными функциями, были также проанализированы с помощью
представления их в виде фазовых диаграмм с использованием программного
обеспечения SPCImage.

Примеры фазовых диаграмм для каждого пространственного распределе
ния время-разрешенных сигналов флуоресценции Радахлорина во внутрикле
точном пространстве представлены на рисунке 3.15. Стоит отметить, что при
выравнивании кислотности внутриклеточной среды с помощью Baf A1 точки
на графиках локализованы более близко друг к другу, что согласно свойствам
фазовых диаграмм говорит о большей схожести динамик сигналов, чем для нор
мальных условий внутриклеточной среды (вторая строчка рисунка 3.15), также
как и ранее это было показано с помощью аппроксимации данных одноэкспо
ненциальными функциями. Анализ фазовых диаграмм значительно убыстряет
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обработку данных и позволяет проводить автоматизацию процедуры анализа
результатов.

На основе полученных данных зависимости время-разрешенных сигналов
флуоресценции ФС от кислотности микроокружения был разработан алгоритм
автоматической сегментации областей внутриклеточной среды. Анализ данных,
включая кластеризацию внутриклеточного пространства на основе фазовых
диаграмм, был выполнен в программном пакете собственной разработки на
платформе MatLab. Значительная разница во времени затухания флуоресцен
ции Радахлорина во внутриклеточной среде (см. рисунок 3.13 и 3.14) свидетель
ствует о существенном разнообразии микроокружения (в частности, как было
показано ранее, уровне кислотности), влияющем на параметры флуоресценции.
Принимая во внимание наблюдаемую разницу во времени затухания флуорес
ценции Радахлорина в разных частях внутриклеточной среды была проведена
сегментация областей и их классификация на две группы, соответствующие от
носительно коротким и длинным временам затухания флуоресценции. Чтобы
упростить процедуру сегментации и получить надежные данные, был разра
ботан алгоритм автоматической кластеризации фазовых диаграмм. В основе
алгоритма лежит кластеризация время-разрешенных пространственных распре
делений сигналов флуоресценции Радахлорина во внутриклеточном простран
стве путем сопоставления двумерных графиков рассеяния phasor-plot с двумя
2D-Гауссовыми распределениями. На рисунке 3.17 (а) показано типичное рас
пределение времен затухания флуоресценции Радахлорина, полученное в ходе
аппроксимации сигналов в каждом пикселе одноэкспоненциальной функцией,
соответствующая ему фазовая диаграмма показана на рисунке 3.17(d), где так
же показаны пунктирными линиями результат фитирования phasor-plot двумя
2D-гауссовыми распределениями. При обратном переходе из координат phasor
plot в пространство координат изображения пиксели, попадающие в первый
кластер (в одно 2D-гауссово распределение), окрашивались в голубой цвет и
обладали относительно короткими временами затухания флуоресценции, а при
попадании во второй кластер (во второе 2D-гауссово распределение), окраши
вались в желтый цвет и относились к группе относительно длинных времен
затухания флуоресценции. Результат работы программы кластеризации время
разрешенного флуоресцентного изображения внутриклеточной среды на две
области (голубая и желтая) с относительно короткими и длинными времена
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ми затухания флуоресценции представлен на рисунке 3.17 (с). Кроме того, на
нескольких десятках флуоресцентных изображений с временным разрешением
было показано, что кластер, окрашенный голубым цветом и характеризующий
ся короткими временами затухания флуоресценции, совпадает с локализацией
кислых областей внутриклеточной среды (лизосом), что позволяет использо
вать данный алгоритм для анализа свойств флуоресценции Радахлорина в за
висимости от уровня pH его микроокружения в клетках.

Рисунок 3.17 — (а) Пример пространственного распределения времен
затухания флуоресценции Радахлорина во внутриклеточной среде, (b)

соответствующая ему диаграмма рассеяния, демонстрирующая корреляцию
между интенсивностью и временем затухания флуоресценции Радахлорина,

(c) результат кластеризации внутриклеточного пространства на два кластера
с короткими и длинными временами затухания флуоресценции, (d) phasor-plot

и результат его подгонки двумя двумерным гауссовыми функциями,
обозначенный пунктирными эллипсами голубого и желтого цветов.
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Представленный выше алгоритм был использован для анализа нескольких
десятков флуоресцентных время-разрешенных изображений и были получены
данные о средних интенсивностях и временах затухания флуоресценции Рада
хлорина в областях, соответствующих первому и второму кластеру, вычислен
ные средние значения представлены в таблице 4. Анализ флуоресценции Рада
хлорина в клетках разных линий и автоматическая кластеризация областей на
фазовых диаграммах позволила получить средние значения времен затухания
флуоресценции Радахлорина 𝜏𝑓𝑙 в областях разной кислотности для каждой
клеточной линии. Как видно из таблицы 4, средние 𝜏𝑓𝑙 различаются как между
типами раковых клеток (HeLa и А549), так и между раковыми и не раковыми
клетками. Таким образом, разработанная методика может быть в дальнейшем
расширена и применена для определения типа клеток или для определения их
состояния по анализу флуоресценции ФС Радахлорин.

Таблица 4 — Среднее время затухания флуоресценции Радахлорина в двух
автоматически выделяемых кластерах и соотношение интенсивностей
флуоресценции в этих кластерах во внутриклеточной среде клеток разных
линий. Данные были получены путем анализа и усреднения данных,
полученных в нескольких десятках полей зрения.

HeLa A549 3T3
𝜏𝑓𝑙 (нс) в I-ом кластере 4.3 4.3 4.3
𝜏𝑓𝑙 (нс) в II-ом кластере 5.2 4.9 4.8
I𝐼−𝑠𝑡/I𝐼𝐼−𝑛𝑑 (у.е.) 2.7 2.3 2.0

Таким образом,в данной главе было проведено комплексное иссле
дование фотофизических свойств фотосенсибилизатора Радахлорин, а именно
времени затухания и относительного квантового выхода его флуоресценции,
спектров флуоресценции и поглощения, времени вращательной диффузии и
анизотропии в начальный момент времени, в водных и органических раство
рах разной кислотности, вязкости и полярности. Были проведены исследования
фосфоресценции синглетного кислорода, генерируемого с помощью Радахлори
на, в разных условия микроокружения. Экспериментально были получены за
висимости времени вращательной диффузии молекул Радахлорина от вязкости
раствора и анизотропии флуоресценции Радахлорина в начальный момент вре
мени от длины волны возбуждения, представлено теоретическое обоснование
полученных результатов.
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Важным полученным результатом является зависимость времени затуха
ния и относительного квантового выхода флуоресценции Радахлорина от кис
лотности микроокружения. При этом, была продемонстрирована зависимость
времени затухания флуоресценции от уровня pH не только в растворах, но и во
внутриклеточной среде, что наиболее приближено к практическим условиям.
Наблюдалась сильная корреляция между временами затухания флуоресценции
Радахлорина и областями разной кислотности, а также показано преимуще
ственное влияние pH на варьирование времени затухания флуоресценции ФС
во внутриклеточной среде. Кроме того, было показано, что фактическое коли
чество Радахлорина в области внутриклеточного пространства с низким pH,
оцениваемое исключительно по интенсивности его флуоресценции, может быть
недооценено, в частности, из-за сильной зависимости квантового выхода флу
оресценции от кислотности микроокружения. При этом, определение областей
разной кислотности и, соответственно, определение квантового выхода флуо
ресценции возможно по анализу изменения времени затухания флуоресценции
Радахлорина, а определение локализации областей с низким уровнем pH во
внутриклеточном пространстве возможно с помощью представленного алгорит
ма кластеризации на основе анализа phasor-plots.

Полученные результаты могут быть использованы в дальнейшем для точ
ной оценки накопления Радахлорина в областях с разной кислотностью и по
лярностью, а также для определения параметров микроокружения молекул ФС
по анализу время-разрешенных сигналов флуоресценции. Разработанный метод
автоматической сегментации участков с разными pH может быть использован
для статистических исследований внутриклеточных параметров клеток инди
видуальных пациентов. Полученные результаты могут позволить расширить
возможность использования данного фотосенсибилизатора в качестве не толь
ко терапевтического агента, но и диагностического инструмента, позволяюще
го получить дополнительную информацию о характеристиках внутриклеточной
среды в результате анализа время-разрешенных характеристик флуоресценции.
Кроме того, установленная в рамках данного исследования существенная зави
симость квантового выхода флуоресценции ФС и квантового выхода генерации
синглетного кислорода от кислотности и полярности среды показывает, что до
зиметрия генерации синглетного кислорода по интенсивности флуоресценции
фотосенсибилизатора не всегда является корректной.
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Глава 4. Разработка голографического метода автоматического
определения состояния клеток при фотодинамическом воздействии

Исследования фотофизических свойств фотосенсибилизатора, в частно
сти Радахлорина, в разных модельных условиях позволяет лучше понять про
цессы, протекающие в ходе фотодинамической терапии, и впоследствии учиты
вать полученные результаты для усовершенствования методики. Кроме спек
троскопических методов исследования флуоресценции ФС, его способности ге
нерировать активные формы кислорода в разных условиях, важно изучать непо
средственно реакцию и отклик клеточных структур на фотодинамическое воз
действие с конкретным ФС. В настоящее время существует множество методов,
используемых в цитологии для изучения реакции клеток на внешние воздей
ствия, например конфокальная флуоресцентная микроскопия и проточная цито
метрия. Несмотря на широкое распространение флуоресцентных методов визу
ализации они обладают рядом недостатков, например в случае проточной цито
метрии отсутствует возможность непрерывного мониторинга отдельной живой
клетки. Такой широко используемый метод, как флуоресцентная микроскопия,
требует введения в клетки посторонних флуорофоров, которые могут искажать
суть исследуемых процессов. Таким образом, существует необходимость разра
ботки новых и совершенствования имеющихся методов изучения клеточного
отклика на внешнее воздействие.

В последние годы все больше внимания уделяется разработке и совершен
ствованию неинвазивных методов визуализации и анализа биологических объ
ектов. Одной из таких групп подходов являются оптические методы фазовой
визуализации, основанные на регистрации изменений фазы волнового фронта,
проходящего через исследуемые структуры, которые были подробно рассмот
рены с разделе 1.4. Методы фазовой визуализации (QPI) позволяют получать
высококонтрастные изображения клеток без введения флуорофоров и прово
дить количественные оценки их оптических и морфологических параметров. К
таким методам относятся внеосевая и осевая цифровая голографическая микро
скопия и голографическая томография, которые уже хорошо себя зарекомендо
вали при исследовании различных процессов на клеточном уровне [134]. Мето
ды цифровой голографической микроскопии позволяют исследовать изменения
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фазового запаздывания регистрирующего излучения, которые предоставляют
количественную информацию о пространственных распределениях оптических
свойств клеток, последующий анализ которых позволяет определить ряд важ
ных морфологических и оптических параметров. Важно отметить, что методы
цифровой голографической микроскопии позволяют осуществлять мониторинг
живых клеток в динамике в течение длительного времени из-за возможности
использования малой плотности мощности регистрирующего излучения. В част
ности, несколько исследовательских групп занимались мониторингом in vitro
отдельных живых клеток и их реакцией на внешние раздражители, включая,
например, химиотерапию В-клеточной лимфомы [156], электропорацию клеток
[157], арест клеточного цикла [209], воздействие цитопатического агента [158].

Широкий интерес к применению неинвазивных оптических методов ис
следования клеточных структур для биомедицинских целей требует развития
методов обработки регистрируемых данных и сопоставления голографических
данных с результатами стандартно применяемых в цитологии и клинической
практике методов исследования. В данной главе представлен алгоритм автома
тической сегментации клеточных структур, позволяющий проводить регистра
цию и анализ большого количества данных для получения статистически значи
мых результатов. Предложен метод оценки эффективности фотодинамического
воздействия с Радахлорином на основе динамики среднего фазового запаздыва
ния, индуцированного клетками. Также продемонстрирована возможность ис
пользования алгоритмов классификации для автоматического определения ти
па клеточной гибели, а именно некроза и апоптоза, на основе анализа динамики
изменения сухой массы клеток и среднего фазового запаздывания, внесенного
клетками в волновой фронт, и ряде других оптических клеточных параметров.
Таким образом, в данной главе представлен набор инструментов для полной
автоматизации голографического мониторинга и определения с помощью ал
горитмов машинной классификации реакции клеток на фотодинамическое воз
действие с фотосенсибилизатором Радахлорин.
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4.1 Алгоритм автоматической сегментации фазовых изображений
клеточных структур, полученных с помощью внеосевой цифровой

голографической микроскопии

Как отмечалось ранее в разделе 1.4, существует множество методов полу
чения распределения фазового запаздывания волнового фронта, прошедшего
через исследуемый объект. Каждый из которых обладает своими преимущества
ми и недостатками, такими как наличие когерентного шума, сложность вычис
лений, требования к виброизоляции и неточности определения фазового сдвига
волнового фронта [132]. Одним из прямых методов определения фазового за
паздывания из регистрируемой интерференционной картины является метод
цифровой голографической микроскопии, который обладает такими недостат
ками как требование к виброизоляции и наличие когерентного шума, но при
этом является референтным методом определения фазового запаздывания, ин
дуцированного объектом.

В настоящей работе для регистрации внеосевых цифровых голограмм ис
следуемых образцов и восстановления их пространственных распределений фа
зового запаздывания использовалась экспериментальная установка, основанная
на интерферометре Маха-Цендера. В качестве источника излучения во внеосе
вом голографическом микроскопе применялся He-Ne лазер (𝜆 = 633 нм), в пред
метном плече микроскопа была установлена микроскопическая система с чис
ловой апертурой 0.45, обеспечивающая пространственное разрешение около 0.8
𝜇м. Для регистрации внеосевых цифровых голограмм использовалась камера
MD-USB121GM-T (MDvision Technology, Китай) с глобальным затвором, позво
ляющая избежать искажений регистрируемой картины интерференции, размер
пикселя матрицы составлял 3.75 𝜇м.

Используемая схема восстановления пространственного распределения
фазового запаздывания, индуцированного клеточными структурами в проходя
щий волновой фронт, подробно описана в работе [134]. Вначале на матрице циф
ровой камеры регистрировались голограммы области образца без и с клеточны
ми структурами, а полученные интерференционные картины использовались
для восстановления пространственных распределений фазового запаздывания,
индуцированного соответствующими областями образца, с помощью численно



109

го Фурье-анализа. Применяемый в работе метод восстановления цифровых го
лограмм широко используется [134] и детально описан в научной литературе
[210]. Для устранения фазового сдвига, внесенного элементами установки, чаш
кой Петри и средой, в которой находится образец, из восстановленного фазо
вого запаздывания, индуцированного клетками, вычиталось фоновое фазовое
изображение без клеточных структур. Итоговое фазовое распределение пред
ставляет собой двумерный массив значений фазы в диапазоне [0;2𝜋], которые
отличаются от абсолютных значений фазового запаздывания из-за ограниче
ния на диапазон восстанавливаемых значений алгоритмом, основанным на Фу
рье-преобразовании. Абсолютные значения фазового сдвига, индуцированного
в каждой точке образца, определялись с помощью процедуры развертки фазо
вой картины [211]. Нормировка фазового изображения и выделение отдельной
клетки позволяет получить информацию о фазовом сдвиге, внесенном конкрет
ной клеткой, а на основе полученных фазовых распределений можно опреде
лить важные параметры клеточных структур, такие как объем, сухая масса,
средняя толщина, и другие оптические и морфологические параметры [147],
перечисленные в разделе 1.4.

Как отмечалось ранее в разделе 1.4, анализ оптических параметров кле
ток позволяет сделать выводы о результативности внешнего воздействия или
увеличить точность диагностики ряда их состояний. Однако, для вычисления
оптических параметров изучаемых объектов и их последующего анализа на
их восстановленных распределениях фазового запаздывания необходимо выде
лить области, соответствующие границам клеточных структур – сегментиро
вать клетки. При этом, описанные выше стандартно применяемые численные
алгоритмы восстановления фазовых изображений возможно проводить в пол
ностью автоматизированном режиме, несмотря на это на настоящий момент в
цитологических исследованиях методом голографической микроскопии, количе
ство анализируемых клеток в образце обычно не превышает 30-50, что связано
с трудностями автоматического определения границ клеток на фазовых изобра
жениях при наличии когерентного шума. Стоит отметит, что существует много
коммерческих программ для сегментации клеток во флуоресцентной или оп
тической микроскопии, например ImageJ, которые не применимы при наличии
когерентного шума. Существующие же алгоритмы сегментации клеток на их
фазовых изображениях основаны или на морфологическом анализе изображе
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ния, а именно на реконструкции фазового изображения клеток овалом, размер
которого задается исходя из средних размеров клеток конкретной клеточной ли
нии [212], что занимает большое количество времени и компьютерной памяти,
или на обработке фазовых изображений нейронными сетями [166], требующими
большой базы для обучения.

В данном разделе представлен разработанный и используемый далее в ра
боте алгоритм сегментации клеток, в основе которого лежат простые операции,
сокращающие время работы программы и автоматического нахождения пара
метров сегментации, что позволяет увеличить количество анализируемых кле
ток в образце, а также исследовать клеточные линии, различающиеся по разме
рам. Применяемый алгоритм автоматической сегментации клеток на их восста
новленных развернутых фазовых изображениях, схема которого представлена
на рисунке 4.1, состоит из трех основных шагов.

(I) На первом этапе работы алгоритма устраняется неоднородность и на
клон фона фазового изображения, а также проводится его нормировка на об
ласть без клеток. Вначале, для определения областей фона фазового изображе
ния проводится анализ гистограммы распределения фазового запаздывания, ин
дуцированного в каждой точке образца. Гистограмма распределения фазового
запаздывания, индуцированного в каждом пикселе изображения, до устранения
наклона фона и его нормировки представлена на рисунке 4.1 (b) для исходного
фазового изображения, приведенного на рисунке 4.1 (a). Фазовое запаздывание
фона восстановленного исходного фазового изображения варьируется в широ
ком диапазоне (рис. 4.1 (a)) из-за влияния случайных слабо взаимосвязанных
источников шума: вибраций, неоднородностей предметного стекла или чашки
Петри, в которые помещены клеточные структуры, распределения по образцу
фиксирующего вещества или питательной среды, когерентного шума и темно
вого тока на матрице камеры. В предположении нормального распределения
значений фазового запаздывания, индуцированного областями без клеток, фон
определялся как совокупность пикселей, в которых изменение фазы прошедше
го волнового фронта меньше среднеквадратичного отклонения (рис. 4.1 (b)).
Аппроксимация выделенных пикселей плоскостью и учет ее при корректиров
ке фазового изображения позволяет компенсировать наклон, а среднее значе
ние полученного распределения используется как нормировочный коэффици
ент и позволяет нормировать фазовое изображение. Такой подход позволяет в
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несколько итераций хорошо компенсировать наклон, нормировать изображение
и определить диапазон значений фазового запаздывания фона (рис. 4.1, (а,c))

Рисунок 4.1 — Пример действия алгоритма сегментации. (а) — исходное
пространственное распределение фазового запаздывания, индуцированного

при прохождении через образец, (b) — гистограммы распределения фазового
запаздывания до и после устранения наклона фона, (с) — фазовое

изображение после устранения наклона фона, (d) — замкнутые области, в
которых фазовое запаздывание находится вне диапазона значений фона, (e) —

фазовое изображение смежных клеток при наложении маски, отсекающей
области фона, f — гистограмма фазового запаздывания изображения (e), (g) —

поперечное сечение вдоль синей линии, изображенной на рисунке (e), (h) —
замкнутые области, в которых фазовое запаздывание выше 𝜑𝑡𝑟, (i) — результат

расширения центров клеток при использовании относительного критерия 𝜉
(результирующие маски обозначены цветом). Белой штриховой линией

обозначена граница при отсутствии деления на корень из площади центра S.

(II) На втором этапе работы алгоритма проводится поиск центров клеток.
Вне диапазона значений фона, определенного на предыдущем этапе, выделя
ются замкнутые области, в которые попадают как отдельные клетки, так и
их группы (рис. 4.1 (d)). Для точного разграничения смежных клеток внут
ри каждой такой замкнутой области производится построение статистического
распределения фазового запаздывания (рис. 4.1 (e)), после чего определяется
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пороговое значение 𝜙𝑡𝑟, отсекающее 1/3 части пикселей с наибольшим фазовым
запаздыванием в гистограмме (рис. 4.1 (f)). После этого центры клеток опреде
ляются как замкнутые области с фазовым запаздыванием 𝜙>𝜙𝑡𝑟 (рис. 4.1 (g)).
Для найденных замкнутых областей центров клеток (рис. 4.1 (h)) рассчитыва
ются их геометрические центры и площади S.

(III) Для уточнения границ клеток на фазовых изображениях далее про
водится расширение найденных центров клеток (рис. 4.1 (i) слева) за счет при
соединения пикселей, которые не входят в диапазон фона, определенного на
первом этапе. Для точного определения границ смежных клеток был введен
относительный коэффициент 𝜉, позволяющий однозначно присвоить каждую
точку изображения к определенному на предыдущем этапе центру клетки:

𝜉 =
𝑟𝑐√
𝑆

Пиксель присоединяется к тому центру, для которого расстояние до геометри
ческого центра клетки 𝑟𝑐, разделенное на квадратный корень из площади этого
центра S, наименьшее.

Выбранный критерий 𝜉 практически не влияет на результат сегментации
двух смежных клеток с близкими морфологическими параметрами, но позволя
ет повысить качество сегментации при анализе клеток в разных состояниях, что
особенно актуально при исследовании клеток в процессе гибели, сопровождаю
щемся изменением их морфологических параметров. Как видно из рис. 4.1 (i),
при использовании абсолютного критерия, основанного на минимизации рассто
яния до центра клетки (при отсутствии деления на корень из площади центра
S), разграничение клеток (отмеченное белой штриховой линией) происходит в
области внутри клетки большего размера, что приводит к ложному результа
ту. Окончательно сформированные маски смежных клеток, полученные при ис
пользовании относительного критерия 𝜉, показаны цветом на рис. 4.1 (i) справа.
Результат работы алгоритма при анализе смежных клеточных структур пред
ставлен на рисунке 4.2.

Стоит отметить, что предложенный алгоритм адаптивно находит как диа
пазон фона, так и параметры, необходимые для нахождения границ между клет
ками, что является существенным преимуществом для автоматизации исследо
вания клеток разных линий с различающимися морфологическими параметра
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Рисунок 4.2 — Фазовое изображение клеток и результат их сегментации
разработанным алгоритмом

ми. Сведение сегментации клеток к простым действиям позволило существен
но сократить время обработки регистрируемых изображений. После определе
ния границ клеток на их фазовых изображениях с помощью сформированных
сегментов фазового изображения, соответствующих клеткам, рассчитываются
оптические и морфологические параметры клеток, такие как площадь проек
ции, сухая масса, среднее по площади фазовое запаздывание, фазовый объем,
площадь поверхности и индекс сферичности фазового профиля, формулы для
определения которых представлены в разделе 1.4 и в научной литературе [147].

Выше в разделе 1.4 отмечалось, что регистрируемые с помощью цифро
вой голографической микроскопии двумерные распределения фазового запаз
дывания зависят как от пространственного распределения толщины объекта,
так и от показателя преломления. При этом в ряде публикаций для получения
данных о морфологических параметрах клеток из их фазовых изображений
неопределенность показателя преломления/толщины устранялась в предполо
жении постоянного показателя внутриклеточной среды. Таким образом, такое
приближение позволяет напрямую рассчитать из пространственного распреде
ления фазового запаздывания, индуцированного в каждой точке образца, карту
его высоты и оценить ряд морфологических параметров: среднюю по площади
клетки высоту ℎ𝑎𝑣, объем V и площадь поверхности мембраны 𝑆𝑠𝑢𝑟𝑓 клетки,
выражения для расчета которых представлены в разделе 1.4. Вместе с тем,
изменение показателя преломления внутри отдельных клеток одного типа или
между клетками разных клеточных линий могут привести к случайным и си
стематическим ошибкам в оценке клеточной морфологии. Поэтому была прове
дена оценка погрешности определения морфологических параметров клеток из
их фазовых изображений, полученных с помощью голографической микроско
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пии в предположении постоянного показателя преломления внутриклеточной
среды.

Оценка точности определения морфологических параметров, полученных
из голографических данных, проводилась при сопоставлении с референтным ме
тодом конфокальной флуоресцентной микроскопии, широко используемой в ци
тологических исследованиях. Контрольные эксперименты проводились на клет
ках, окрашенных акридином оранжевым, и исследуемых в одних и тех же по
лях зрения на голографическом и флуоресцентном микроскопах. Регистрация
флуоресцентных изображений проводилась на конфокальном флуоресцентном
микроскопе Leica TCS SP5 в диапазоне 500-560 нм при возбуждении флуоро
фора акридина оранжевого на длине волны 488 нм. Пример флуоресцентного
изображения фиксированных клеток линии HeLa показан на рисунке 4.3 (с).
Конфокальный флуоресцентный микроскоп позволял получить серию попереч
ных сечений XY (шаг Z-сканирования ≈0,33 мкм) при сканировании по толщине
объекта, что далее в ходе её анализа позволило восстановить 3D-изображение
клеток (см. рис. 4.3 d). Реконструкция 3D-профиля клеток была использова
на для определения морфологических параметров: средней по площади высо
ты клетки ℎ𝑎𝑣, объема V и площади поверхности 𝑆𝑠𝑢𝑟𝑓 для нескольких десят
ков отдельных клеток. Полученные с помощью конфокальной флуоресцентной
микроскопии параметры клеточных структур использовались в качестве рефе
рентных данных для сравнения с характеристиками, полученными в результате
анализа фазовых изображений тех же клеток голографическим методом.

Оценка морфологических параметров клеток из их фазовых изображений
(пример фазового изображения представлен на рис. 4.3 (а)) проводилась в пред
положении постоянного внутриклеточного показателя преломления 𝑛𝑐𝑒𝑙𝑙=const,
что позволило получить пространственное распределение высоты клеточных
структур как ℎ(𝑥,𝑦) = 𝜙(𝑥,𝑦)·𝜆

2𝜋 (𝑛𝑎𝑣𝑐𝑒𝑙𝑙 − 𝑛𝑚𝑒𝑑𝑖𝑢𝑚), где 𝜙 - фазовый сдвиг, индуци
рованный клетками, 𝜆 - длина волны излучения, прошедшего через образец, а
𝑛𝑚𝑒𝑑𝑖𝑢𝑚 - показатель преломления среды, в которой находились клетки. Пример
полученного пространственного распределения высоты клеток представлен на
рисунке 4.3 (b). Относительные ошибки вычисления средней высоты 𝛿ℎ𝑎𝑣, объ
ема 𝛿 V и площади поверхности мембраны 𝛿𝑆𝑠𝑢𝑟𝑓 из голографических данных
относительно параметров, полученных при использовании конфокальной флу
оресцентной микроскопии, были оценены для нескольких десятков отдельных
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клеток в образце. Гистограммы относительных погрешностей оценки парамет
ров показаны на рисунке 4.3 (e)–(g). Стоит отметить, что полученные данные
указывают на то, что относительные случайные погрешности морфологических
параметров могут быть оценены как: 𝛿V = 13,2%, 𝛿ℎ𝑎𝑣 = 12,9% и 𝛿𝑆𝑠𝑢𝑟𝑓 = 15,6%.
Вместе с тем, из-за наличия когерентного шума и внутриклеточных структур с
высоким показателем преломления на пространственном распределении высо
ты, полученной на основе фазовых изображений, могут наблюдаться волнистые
поверхности, что приводит к систематическому завышению площади поверхно
сти мембраны примерно на 7%.

Несмотря на случайные ошибки, возникающие при оценке морфологии на
основе голографических данных из-за когерентного шума, несовершенной сег
ментации и вариаций внутриклеточного показателя преломления, можно счи
тать, что точность определения клеточных параметров является достаточной
для анализа динамики отдельных клеток в ходе внешнего воздействия и для
дифференциации типов и состояний клеток. Таким образом, точность оценки
морфологических параметров клеточных структур, полученная с помощью го
лографической микроскопии, указывает на возможность использования этого
метода для оценки морфологически зависимых процессов, таких как пути ги
бели клеток при некрозе или апоптозе.

Разработанный и описанный выше алгоритм сегментации клеток на их
фазовых изображениях и методы определения морфологических параметров
были использованы в настоящей работе для получения большой базы данных
оптических и морфологических параметров клеток при разработке метода авто
матической классификации реакции клеток на фотодинамическое воздействие
с фотосенсибилизатором Радахлорин на основе голографических данных.

4.2 Голографическая микроскопия и томография как метод
мониторинга динамики изменения параметров клеточных структур

в результате фотодинамического воздействия

Описанная в разделе 4.1 установка цифрового голографического микро
скопа, а также разработанный и апробированный алгоритм сегментации клеток
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Рисунок 4.3 — Примеры изображений клеточных структур в образце
фиксированных клеток линии HeLa в одном и том же поле зрения,

полученных с помощью цифровой голографической и конфокальной
флуоресцентной микроскопии. (a) пространственное распределение фазового
запаздывания, полученное с помощью голографической микроскопии, и (b)
рассчитанное из фазового запаздывания распределение высоты клеток; (c)

поперечное сечение XY флуоресцентного изображения, полученное с помощью
конфокальной флуоресцентной микроскопии, (d) 3D-изображение полученное

из серии поперечных срезов флуоресцентных изображений. (e–g):
статистические распределения относительных ошибок средней высоты клеток

ℎ𝑎𝑣 (e), объема V (f) и площади поверхности 𝑆𝑠𝑢𝑟𝑓 (g).

и определения их оптических и морфологических параметров был использован
для исследования влияния фотодинамического воздействия с ФС Радахлорин
на различные клеточный структуры и для разработки метода оценки эффек
тивности этого воздействия.

Для разработки метода оценки эффективности запуска гибели клеток про
водился длительный голографический мониторинг и анализ динамики оптиче
ских параметров клеток с разной степенью устойчивости к ФДТ. В экспери
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ментах использовались живые клеточные структуры культур, приготовленных
из фрагментов опухолевой ткани, полученных хирургическим путем у паци
ентов НМИЦ онкологии им. Петрова со злокачественными новообразования
ми: карциномой почки, остеосаркомой и саркомой мягких тканей и меланомой.
После механической дезагрегации тканевых образцов в аппарате Medimashin
(Dako, Дания) клеточную суспензию пропускали последовательно через систе
му фильтров Filcon 70 и 50 мкм (BD Bioscience, США), после чего помещали
в питательную среду DMEM/F12 с 20% телячьей эмбриональной сыворотки,
содержащей глутамин (365 мг/л), инсулин (5 мкг/мл), трасферрин (5 мкг/мл),
селен (5 нг/мл) (Invirtrogen, США), пенициллин (100 eд/мл), стрептомицин
(100 мкг/мл) (Sigma, США) и непрерывно культивировали при 5% CO2, 100%
влажности во флаконах по методу Freshney [213]. После достижения монослоя
клетки пересевали, используя раствор, состоящий из равных долей 0,25% трип
сина и версена (Биолот, Россия). Культивировали клетки непрерывно не менее
10 пассажей.

Моделирование процесса фотодинамической терапии с ФС Радахлорин
проводилось на клетках раковых новообразований трех типов, полученных
из опухолей пациентов с карциномой почки (RC-1, RC-2, RC-3); саркомами:
остеосаркомой (STBS-O1), липосаркомой (STBS-L1, STBS-L2), синовиальной
саркомой (STBS-S), альвеолярной саркомой (STBS-A) и тремя образцами кле
ток меланомы (Mel-1, Mel-2, Mel-3), с разной степенью устойчивости к данному
виду терапии. В чашку Петри с монослоями исследуемой клеточной культуры
добавлялся ФС Радахлорин в концентрации 12,25 мкг/мл, далее клетки инкуби
ровались в растворе с ФС в течение 2 часов при постоянной температуре 37∘С.
Накопление Радахлорина в клетках было подтверждено в ходе контрольных
экспериментов на флуоресцентном конфокальном микроскопе, демонстрирую
щих наличие сигнала флуоресценции Радахлорина во внутриклеточном про
странстве. После накопления ФС питательная среда заменялась на чистую, во
избежание генерации активных форм кислорода во внеклеточном пространстве.

Оптические параметры клеточных структур разной степени устойчиво
сти к ФДВ исследовались в цифровом голографическом микроскопе. Необхо
димо отметить, что для регистрации голограмм использовался He-Ne лазер с
малой плотностью мощности излучения 50 мкВт/см2 на длине волны 𝜆 = 633
нм, которая лежит вне полосы поглощения Радахлорина (см. рисунок 1.4) и
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соответственно не приводит к генерации активных форм кислорода. Однако,
для подтверждения малоинвазивности используемой методики были проведе
ны контрольные эксперименты на цифровом голографическом микроскопе на
клетках без введения и при введении в них ФС Радахлорин. Примеры фазовых
изображений и распределений среднего по площади фазового запаздывания,
индуцированного клеточными структурами до и после 2 часов мониторинга в
голографическом микроскопе, в разных образцах представлены на рисунке 4.4.
Стоит отметить, что непрерывное облучение образцов регистрирующим лазе
ром с малой плотностью мощности излучения в голографическом микроскопе
не приводит ни к оптическим, ни к морфологическим изменениям клеток.
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Рисунок 4.4 — Диаграммы размаха и гистограммы распределения среднего по
площади фазового запаздывания, индуцированного клетками, которые не
подвергались фотодинамическому воздействию с Радахлорином, при их

наблюдении в голографическом микроскопе в течение 2 часов, а также их
репрезентативные фазовые изображения. (а) Живые клетки STBS-A при
введении во внутриклеточную среду Радахлорина и (б) клетки RC-2 без

Радахлорина. SE - стандартная ошибка среднего, SD - стандартное
отклонение, линии огибающей на гистограммах - логнормальное

распределение

В ходе голографического мониторинга для определения оптических и мор
фологических параметров клеток до ФДВ, проводилась регистрация контроль
ных голограмм по всей площади образца в голографическом микроскопе. Далее
моделировался процесс ФДТ, в ходе которого клетки облучались однородным
пучком непрерывного лазера на длине волны 660 нм, соответствующей пику
полосы поглощения Радахлорина (см. рисунок 1.4), с плотностью мощности
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100 мВт/см2 в течение 7 минут. Облучение запускало процесс генерации актив
ных форм кислорода, приводящий к гибели клеток с разной эффективностью
в зависимости от их устойчивости к ФДВ. Сразу после облучения и через каж
дые 5 минут проводились измерения оптических параметров клеток по всей
площади образца в голографическом микроскопе. Автоматическая обработка
экспериментальных данных позволила получить динамики изменения среднего
фазового запаздывания, индуцированного более чем 200 клетками в каждом
образце (рисунок 4.5).
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Рисунок 4.5 — Динамики изменения среднего фазового запаздывания,
индуцированного клетками разных образцов в проходящий волновой фронт в
ходе ФДВ с Радахлорином. Значения при t=-7 мин соответствуют данным,
полученным до ФДВ на клеточные структуры. Линии представляют собой
результат одноэкспоненциальной подгонки экспериментальных динамик

среднего фазового запаздывания.

Как видно из рисунка 4.5, полученные динамики фазового запаздывания,
индуцированного клетками разных образцов при ФДВ с Радахлорином, суще
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ственно различаются. Можно выделить два типа динамик изменения средне
го фазового запаздывания: уменьшение, статистически подтвержденное тестом
Манна-Уитни с p<0,01 при сравнении выборок данных, полученных до и че
рез 80 минут после ФДВ, а также отсутствие статистически значимых измене
ний. Уменьшение среднего фазового запаздывания в результате ФДВ с Рада
хлорином наблюдалось при исследовании образцов RC-1, RC-2, RC-3 карцино
мы почки (рис. 4.5 (а)), большинства образцов сарком, за исключением клеток
остеосаркомы STBS-O1 (рис. 4.5 (b,c)) и только для одного образца из трех ме
ланом Mel-2 (рис. 4.5 (d)). Остальные три образца клеточных структур: одна
остеосаркома (STBS-O2) и две меланомы (Mel-1, Mel-3) не демонстрировали ка
ких-либо статистически значимых изменений среднего фазового запаздывания
в течение 75 минут после ФДВ (рис. 4.5 (c,d)).

Как отмечалось ранее в разделе 1.4 из фазовых изображений клеточных
структур можно определить ряд параметров, в частности сухую массу клеток
(массу обезвоженной клетки) по формуле 1.4. Рассчитанные динамики измене
ния сухой массы клеток в результате ФДВ для каждого образца представлены
на рисунке 4.6. Стоит отметить, что исходные значения (до облучения при t=-7
мин) как среднего фазового запаздывания, так и сухой массы клеток, получен
ных из разных раковых опухолей существенно отличались.

Рисунок 4.6 — Динамики изменения сухой массы клеток до и после ФДВ с
Радахлорином. Значения при t=-7 мин соответствуют данным, полученным до
ФДВ. Линии представляют собой результат одноэкспоненциальной подгонки

экспериментальных динамик сухой массы клеток.

Основываясь на опубликованных результатах по голографическому мони
торингу клеточных структур в ходе внешнего воздействия [135] (см. рисунок
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1.8 в разделе 1.4) можно утверждать, что наблюдаемые динамики уменьшения
среднего фазового запаздывания и сухой массы клеток связаны с их гибелью
путем некроза. Постоянство же наблюдаемых величин свидетельствует о выжи
вании клеток. При этом, наблюдение за клетками разных образцов с помощью
оптического микроскопа подтверждает выводы, сделанные на основе динамик
𝜙𝑎𝑣 и DM. У образцов, соответственно, наблюдались либо характерные призна
ки некроза - разрушение мембраны и вытекание внутриклеточного содержи
мого, либо отсутствие каких-либо изменений. Наблюдаемая разница в реакции
клеток на ФДВ с Радахлорином при одинаковых условиях свидетельствует об
их различной устойчивости (резистентности) к данному виду воздействия.

Известно, что в ходе некроза клеток происходит разрыв плазматической
мембраны и вытекание внутриклеточной среды, что проявляется также в умень
шении сухой массы клетки и индуцированного ею среднего фазового запазды
вания [135]. Полученные динамики изменения сухой массы и среднего по пло
щади фазового запаздывания в образцах с разной устойчивостью к ФДВ были
использованы для оценки скорости протекания описанных выше процессов, ха
рактеризующих некроз клеток. В предположении, что уменьшение количества
внутриклеточного вещества пропорционально разнице его концентрации внут
ри и снаружи плазматической мембраны клетки и что площади отверстий в
ней не изменяются с течением времени, выражение, описывающее потерю су
хой массы клетки, может быть записано в виде:

𝐷𝑀(𝑡) = 𝐴+ (𝐵 − 𝐴) · 𝑒−𝑘𝑡 (4.1)

Параметры 𝐵 и 𝐴 обозначают, соответственно, начальное и конечное зна
чения сухой массы клетки, а 𝑘 - скорость ее уменьшения. Аналогичное выраже
ние было использовано для моделирования динамики среднего фазового запаз
дывания. Также был определен и проанализирован параметр 𝐹 = (𝐵 − 𝐴)/𝐵,
характеризующий относительную потерю внутриклеточного вещества. Зареги
стрированные динамики изменения 𝜙𝑎𝑣 и DM были подогнаны указанной выше
функцией, результат подгонки показан на графиках 4.5 и 4.6 сплошными ли
ниями, а вычисленные параметры приведены в таблице 5. Точность подгонки
контролировалась с помощью скорректированного коэффициента детермина
ции 𝑅2 [214], для всех полученных динамик это значение было не менее 0,88.
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Таблица 5 — Параметры, полученные в результате подгонки динамики
среднего фазового запаздывания 𝜙𝑎𝑣, индуцированного клетками в
проходящий волновой фронт, и сухой массы клеток DM функцией 4.1. А -
конечные значения 𝜙𝑎𝑣 и DM, k - характерное время уменьшения среднего
фазового запаздывания и сухой массы, F - параметр, характеризующий
потерю 𝜙𝑎𝑣 и DM клетки до и после ФДВ с Радахлорином.

Образец Средние фазовое запаздывание (𝜙𝑎𝑣) Сухая масса (DM)
k, мин−1 A, рад F,% k, мин−1 A, пг F,%

Mel-2 0,043 0,49 31,39 0,033 95,77 61,65
STBS-L1 0,045 0,79 49,03 0,027 330,83 50,02
STBS-L2 0,068 0,73 24,48 0,066 368,69 44,98
STBS-O1 0,081 0,58 28,25 0,107 118,57 48,49
STBS-S 0,072 0,43 27,5 0,077 129,72 51,41
STBS-A 0,025 0,62 33,84 0,047 134,01 35,71

RC-1 0,016 0,49 69,9 0,032 424,72 29,69
RC-2 0,253 1,11 28,84 0,0238 454,45 28,98
RC-3 0,021 0,44 35,33 0,042 103,08 42,57

Как видно из таблицы 5, характерные скорости 𝑘 уменьшения среднего
фазового запаздывания и сухой массы значительно различаются для клеток,
полученных из опухолей одного типа, но от разных пациентов. Наиболее за
метная разница в скорости 𝑘 уменьшения среднего фазового запаздывания на
блюдалась в клетках карциномы почки RC-1 и RC-2, для которых соотношение
значений 𝑘𝑅𝐶−2/𝑘𝑅𝐶−1 составило приблизительно 15,8. Вместе с тем, параметр
𝐹 уменьшения среднего фазового запаздывания варьировался от ≈ 29% для об
разца RC-2 до ≈ 70% для RC-1. В клетках саркомы эти параметры изменялись
не так сильно и были оценены как 𝑘𝑆𝑇𝐵𝑆−𝑂1/𝑘𝑆𝑇𝐵𝑆−𝐴 ≈ 3,2, а максимальное
изменение 𝛿𝐹 около 25%. Разница в скоростях протекания процесса некроза,
характеризующегося вытеканием внутриклеточной среды, в клетках опухолей
одного типа также наблюдалась в ходе мониторинга в оптическом микроскопе.

Изменение плотности мощности возбуждающего непрерывного лазера,
инициирующего генерацию активных форм кислорода, приводит к изменению
интенсивности фотодинамического воздействия и, соответственно, должно при
водить к изменению скорости протекания клеточных изменений, что и было
далее проверено с помощью голографического мониторинга клеточных парамет
ров. В последующей серии экспериментов плотность мощности возбуждающего
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молекулы ФС лазера была уменьшена со 100 мВт/см2 до 25 и 50 мВт/см2 при
сохранении времени облучения равном 7 минут. Клетки образцов RC-1 и RC-2
карциномы почки, которые продемонстрировали значительно различающиеся
динамики изменения 𝜙𝑎𝑣 и DM, были исследованы до и после ФДВ с Рада
хлорином. Полученные динамики изменения среднего фазового запаздывания
при разных плотностях мощности облучения в образцах RC-1 и RC-2 и их под
гонки одноэкспоненциальной функцией согласно формуле 4.1 представлены на
рисунке 4.7. Как видно из представленных на рис. 4.7 динамиках, уменьшение
плотности мощности приводило к снижению скорости изменения 𝜙𝑎𝑣 и DM, что
подтверждает возможность голографического мониторинга как метода оценки
скорости протекания некроза и соответственно определения чувствительности
индивидуальной культуры клеток к внешнему воздействию.
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Рисунок 4.7 — Динамики изменения среднего фазового запаздывания,
индуцированного клетками образцов RC-1 (а) и RC-2 (b), до и после ФДВ с

Радахлорином, при разных плотностях мощности облучения 25, 50 и 100
мВт/см2

Помимо исследования изменений среднего фазового запаздывания и су
хой массы клетки, происходящих в результате ФДВ с помощью голографиче
ской микроскопии, интерес также представляет использование цифровой голо
графической томографии, позволяющей получать стереометрические парамет
ры клетки, а также абсолютные значения показателя преломления клеточных
структур. Аналогично цифровой голографической микроскопии, голографиче
ская томография является малоинвазивным методом, не требует введения по
сторонних веществ и позволяет проводить мониторинг клеток с низкой плот
ностью мощности лазерного излучения. Данный метод исследования предпо
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лагает последовательную регистрацию нескольких десятков внеосевых цифро
вых голограмм, соответствующих различным углам падения волнового фронта
на исследуемый объект. В результате математической обработки полученных
распределений интегрального фазового запаздывания происходит восстановле
ние трехмерного распределения показателя преломления исследуемого объекта
[215]. Полученный трехмерный массив в дальнейшем может быть использован
для точного определения основных морфологических характеристик клеток, а
также для исследования их внутреннего строения.

Для более детального исследования изменения клеток образца карциномы
почки RC-2 до и после ФДВ с Радахлорином использовался голографический
томографический микроскоп Nanolive 3D Cell Explorer (Nanolive, Швейцария),
в котором длина волны регистрирующего лазера (533 нм) лежит за пределами
полосы поглощения Радахлорина (см. рис. 1.4). Клетки образца RC-2 подверга
лись ФДВ при тех же условиях, что и при исследовании на голографическом
микроскопе: плотность мощности облучения составляла 100 мВт/см2, клетки
облучались в течение 7 минут. Пример нескольких поперечных XY сечений
трехмерного распределения показателя преломления клеток карциномы почки
образца RC-2 до и после ФДВ с Радахлорином, представлен на рисунке 4.8.

Рисунок 4.8 — Поперечные сечения XY трехмерных распределений показателя
преломления в клетках образца RC-2 (а) - до , (b) - через 15 и (c) - через 30

минут после ФДВ с Радахлорином.

Использование голографического томографического микроскопа позволи
ло реконструировать трехмерные распределения показателя преломления кле
ток до и после ФДВ с Радахлорином. Дальнейший численный анализ экспери
ментальных данных позволил отследить динамику изменения не только пока
зателя преломления внутриклеточной среды, но и средней высоты клеток до
и после ФДВ с Радахлорином. Усредненные по выборке из 50 клеток образца
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RC-2 значения средней высоты клеток до и через 30 и 60 минут после ФДВ
представлены на рисунке 4.9 (а). Как видно, средняя высота клеток уменьша
ется в течение часа после ФДВ, что также подтверждает протекание процессов
некроза в результате ФДВ с используемой дозой, сопровождающегося разрывом
мембраны и вытеканием внутриклеточной среды.

Рисунок 4.9 — (а) Средняя высота и (b) огибающие гистограмм распределения
показателя преломления клеток образца RC-2 до и через 30 и 60 минут после

ФДВ с Радахлорином при использовании плотности мощности
возбуждающего лазера 100 мВт/см2.

Голографическая томография позволяет отслеживать динамику измене
ния показателя преломления, так на рисунке 4.9 (b) представлены огибающие
гистограмм распределения показателя преломления внутри клетки карциномы
почки до ФДВ и через 30 и 60 минут после него. Как видно, распределение пока
зателя преломления клетки сдвигается в сторону уменьшения после ФДВ. Из
менение показателя преломления может быть связано с трансформацией внут
риклеточных структур и изменением оптических свойств клеток при их гибели
путем некроза.

Таким образом, голографический и голографический томографический
микроскопы позволяют всесторонне оценить изменения морфологических и оп
тических параметров клетки в результате ФДВ с Радахлорином. Было показа
но, что использование данного метода позволяет оценить эффективность ФДВ
на клетки различных злокачественных опухолей путем численного анализа ди
намики изменений среднего фазового запаздывания, индуцированного клетка
ми в проходящий волновой фронт, и сухой массы клеток.
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4.3 Разработка автоматического определения отклика клеток на
фотодинамическое воздействие на основе параметров, полученных

голографическим методом

Исследования изменений оптических и морфологических параметров кле
ток в результате ФДВ с Радахлорином при разных дозах, запускающих разные
типы клеточной гибели с разными скоростями протекания, проводились ранее и
были сопоставлены со стандартно применяемыми флуоресцентными методами
определения путей гибели клеток [135] (см. разделы 1.4 и 4.2). Так известно, что
клеточная гибель путем апоптоза (программируемая гибель клетки) при ФДВ с
Радахлорином характеризуется увеличением среднего фазового запаздывания,
так как в ходе этого процесса происходит округление и обезвоживание клет
ки с образованием мелких пузырей на мембране, что приводит к увеличению
как показателя преломления, так и средней высоты клетки. Для некроза клет
ки, при котором наблюдается разрыв мембраны и вытекание внутриклеточной
среды, характерно экспоненциальное уменьшение среднего фазового запазды
вания, индуцированного клетками в проходящий волновой фронт. Дополнение
оптических параметров клеток морфологическими характеристиками, опреде
ленными по фазовым изображениям клеток, может быть использовано для раз
работки алгоритмов классификации состояния клеток с высокой точностью.
Разработка таких алгоритмов представлена в данной главе.

Для разработки алгоритма автоматического определения реакции клеток
на ФДВ с Радахлорином были проведены серии экспериментов для определе
ния оптических и морфологических параметров клеток трех стандартных ли
ний, HeLa, А549 и 3Т3, при различных дозах ФДВ, запускающих разные типы
клеточной гибели. Эксперименты по наблюдению некроза и апоптоза, вызван
ного внутриклеточной генерацией активных форм кислорода, проводились на
живых клетках in vitro. Клетки стандартизованных линий HeLa, А549 и 3Т3
(коллекция клеточных линий Института цитологии РАН) культивировались в
питательной среде DMEM, содержащей 10% эмбриональной бычьей сыворот
ки и 1% пенициллин-стрептомицина при температуре 37∘С в атмосфере с 5%
содержанием CO2. Спустя 48 часов после посева клеток, в питательную сре
ду добавлялся ФС Радахлорин в концентрации 5 мкг/мл, после чего, в тече
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ние 24 часов инкубации клеток в растворе фотосенсибилизатора происходила
его накопление во внутриклеточной среде. Затем для исключения воздействия
молекул активных форм кислорода, генерируемых вне живой клетки, среда
с Радахлорином заменялась на чистую питательную среду. Далее в гологра
фическом микроскопе, схема которого была подробно описана в разделе 4.1,
проводился мониторинг фазового запаздывания, индуцированного клетками в
проходящий волной фронт. Стоит отметить, что ранее в разделе 4.2 было проде
монстрировано отсутствие влияния излучения He-Ne лазера, используемого для
регистрации голограмм, на оптические и морфологические параметры клеток,
которые инкубировались в растворе Радахлорина. После замены питательной
среды на чистую, клетки в течение 5 минут освещались непрерывным лазер
ным излучением на длине волны 660 нм, лежащей в полосе поглощения ФС
Радахлорин (см. рисунок 1.4). Таким образом, производилась фотосенсибили
зированная генерация активных форм кислорода, запускающих гибель клеток,
при этом изменение мощности возбуждающего лазерного изучения приводило
к вариации концентрации генерируемых активных форм кислорода, что вли
яло на тип клеточной гибели. В работе использовались плотности мощности
возбуждающего излучения 22 мВт/см2, 46 мВт/см2 и 10 мВт/см2 для запуска
гибели путем апоптоза клеток линии HeLa, A549 и 3Т3, соответственно. Некроз
клеток инициировался при использовании плотности мощности возбуждающе
го 660-нм лазера 100 мВт/см2, 130 мВт/см2 и 160 мВт/см2 для клеток линии
HeLa, A549 и 3Т3, соответственно. Далее в голографическом микроскопе реги
стрировались голограммы клеточных структур каждые 5 минут в течение 80
минут, из этих голограмм восстанавливались фазовые изображения клеток и
вычислялись их оптические и морфологические параметры. Фазовые изображе
ния клеток и динамики изменения среднего фазового запаздывания, индуциро
ванного клетками 3Т3 в проходящий волновой фронт, для разных плотностей
мощности возбуждающего 660-нм лазера представлены на рисунке 4.10. Эти
динамики аналогичны динамикам изменения среднего фазового запаздывания
клеток линий HeLa и А549 при разных путях гибели и различных дозах ФДВ,
представленных в работе [135].

Несмотря на подтвержденную флуоресцентными методами однозначную
зависимость динамики изменения среднего фазового запаздывания в ходе ги
бели клеток при ФДВ с Радахлорином [134], интересно получить информацию
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Рисунок 4.10 — Слева: динамики изменения среднего фазового запаздывания,
индуцированного клетками 3Т3 в проходящий волновой фронт, для разных

плотностей мощности возбуждающего 660-нм лазера. Справа: Типичные
фазовые изображения клеток линии 3T3 в разные моменты времени после
ФДВ с Радахлорином при плотностях мощности 20, 60, 93 и 160 мВт/см2

возбуждающего 660-нм лазера.

о состоянии конкретной клетки в определенный момент времени. Для этого на
основе оптических и морфологических параметров клеток в разных состояни
ях был разработан алгоритм автоматической классификации состояния клетки
на основе ее фазового изображения. В основу алгоритма легли фазовые изоб
ражения более чем 400 клеток в состояниях: живая, погибшая путем некроза
или апоптоза, в результате воздействия с ФС Радахлорин. В работе были ис
пользованы фазовые изображения, полученные через 60 минут после ФДВ с
Радахлорином при соответствующей плотности мощности облучения, иниции
рующего разные типы гибели клеток. Типичные фазовые изображения клеток
трех разных линий в трех состояниях (живые, погибшие путем некроза или
апоптоза) представлены на рисунке 4.11.

Из дискретных распределений фазового запаздывания ∆𝜑(𝑥,𝑦), индуциро
ванных клетками, которые подверглись ФДВ с Радахлорином с разными дозами
облучения, и, соответственно, погибших различными путями гибели, вычисля
лись параметры клеток [147]:

– Площадь проекции 𝑆𝑝𝑟
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Рисунок 4.11 — Типичные пространственные распределения фазового
запаздывания, индуцированного в проходящий волновой фронт клетками

линий HeLa, A549 и 3Т3 в разных состояниях

– Средний по площади прикрепления клетки фазовое запаздыва
ние, индуцированнре ею в проходящий волновой фронт ∆𝜙𝑎𝑣 =∫︀
𝑆𝑝𝑟

∆𝜑(𝑥,𝑦)𝑑𝑥𝑑𝑦/𝑆𝑝𝑟

– Сухая масса клетки 𝐷𝑀 = 𝜆
2𝜋𝛼

∫︀
𝑆𝑝𝑟

∆𝜑(𝑥,𝑦)𝑑𝑥𝑑𝑦, пропорциональная фа

зовому объему клетки 𝑉 𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒 =
∫︀
𝑆𝑝𝑟

∆𝜑(𝑥,𝑦)𝑑𝑥𝑑𝑦

– Фазовая площадь поверхности без площади прикрепления 𝑆𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒
𝑇𝑜𝑝𝑆𝑢𝑟𝑓 =√︁

1 + 𝛿ℎ2𝑥 + 𝛿ℎ2𝑦), где 𝛿ℎ𝑖 = 𝜆
2𝜋 · 𝜕Δ𝜑(𝑥,𝑦)

𝜕𝑖 при 𝑖 = 𝑥, 𝑦

– Фазовая площадь мембраны (вся фазовая площадь поверхности)
𝑆𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒
𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟 = 𝑆𝑝𝑟 + 𝑆𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒

𝑇𝑜𝑝𝑆𝑢𝑟𝑓

Параметры, характеризующие форму клетки:
– Индекс сферичности фазового объема 𝜓 = 6𝜋

1
3 (𝑉 𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒)

2
3/𝑆𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒

𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟
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– Эксцентриситет клетки, определенный как 𝜀 = 𝑟𝑚𝑎𝑥−𝑟𝑚𝑖𝑛

𝑟𝑚𝑎𝑥+𝑟𝑚𝑖𝑛
, где 𝑟𝑚𝑎𝑥 и 𝑟𝑚𝑖𝑛

- это максимальный и минимальный радиусы изображения клетки
Статистические параметры распределения фазового запаздывания
∆𝜑(𝑥,𝑦) внутри границ клетки:

– Дисперсия распределения фазового запаздывания 𝜎𝜙(𝑥,𝑦)
– Коэффициент эксцесса распределения фазового запаздывания
𝐾𝑢𝑟𝑡𝑜𝑠𝑖𝑠𝜙

– Коэффициент асимметрии распределения фазового запаздывания
𝑆𝑘𝑒𝑤𝑛𝑒𝑠𝑠𝜙

В ходе работы была получена обширная база данных для разработки ал
горитма классификации различных состояний клеток (живая/погибшая путем
некроза/апоптоза) на базе анализа перечисленных параметров. Вначале, опи
санный в разделе 4.1 алгоритм автоматического определения границ клеток на
их фазовых изображениях был использован для сегментации более 400 клеток
каждой линии (HeLa, A549, 3T3) для трех разных состояний, вызванных ФДВ
с Радахлорином. Далее, для каждой клетки в известном состоянии были опре
делены перечисленные оптические и морфологические параметры, на основе
которых проводилась разработка алгоритма классификации. На рисунке 4.12
(a-c) представлены диаграммы рассеяния, где каждой клетке определенной ли
нии в определенном состоянии (живая - синий цвет, погибшая путем апоптоза -
зеленый или некроза - красный) соответствует точка, координаты которой рав
ны значениям двух ее параметров, указанных по осям абсцисс (среднее фазовое
запаздывание) и ординат (сухая масса клетки). На рисунке 4.12 (d) представле
на диаграмма рассеяния в осях 𝜙𝑎𝑣 и 𝐷𝑀 𝑐𝑒𝑙𝑙 для живых клеток разных линий
(HeLa, A549 и 3Т3)

Как видно на представленных распределениях 4.12 (a-c), выборки клеток
в разных состояниях могут быть разделены на группы по вычисленным двум
клеточным параметрам. Так, клетки, погибшие путем некроза, имеют меньшие
сухую массу и среднее фазовое запаздывание, чем нормальные и апоптотиче
ские клетки. Однако для повышения точности классификации состояния кле
ток были проанализированы выборки всех 10 клеточных параметров, получен
ных голографическим методом при мониторинге 9 типов образцов клеток (клет
ки трех линий в трех различных состояниях). Полученная в ходе работы база
данных восстановленных параметров содержала информацию о более чем 400
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Рисунок 4.12 — Диаграммы рассеяния в осях среднего фазового
запаздывания, индуцированного клеткой в проходящий волновой фронт, и её

сухой массы для клеток (a-c) HeLa, А549 и 3Т3 в нормальном состоянии
(синие точки), подвергшихся некрозу (красные точки) или апоптозу (зеленые

точки), (d) живых клеток этих трёх линий

клетках трех линий в состояниях: живая, погибшая путем апоптоза или некро
за. База голографических параметров использовалась для обучения нескольких
классификаторов, при этом 20% от исходного набора данных использовалось
для оценки точности алгоритма классификации. Для классификации состояния
клеток разных линий с использованием собранной базы данных были примене
ны три типа классификаторов машинного обучения, которые были успешно
использованы ранее для классификации объектов при голографическом мони
торинге [171; 216] и в данной работе показали наилучшую точность классифи



132

кации: (1) метод опорных векторов (SVM) с квадратичным ядром, (2) метод
взвешенных k-ближайших соседей (k-NN), (3) классификатор, который создает
ансамбли (EC) деревьев решений с использованием алгоритма AdaBoost. Ал
горитм классификации был разработан при использовании пакета прикладных
программ MatLab. Оценки точности определения состояния клеток представ
лены в таблице 6 для каждого алгоритма, используемого для классификации
состояния клеток конкретной клеточной линии (1-3 строки таблицы), опреде
ления клеточной линии живых клеток (4 строка таблицы) и классификации
между всеми тремя состояниями трех разных клеточных линий (5 строка таб
лицы).

Таблица 6 — Точность классификации состояний клеток клеточных линий
HeLa, A549 и 3T3, и состояний клеток среди трех клеточных линий с
использованием алгоритмов машинного обучения SVM (метод опорных
векторов), k-NN (метод k-ближайших соседей) и EC (ансамбли деревьев
решений).

Классификация между SVM k-NN EC

клетками линии HeLa в разных состояниях 89.4% 84.4% 85.0%
клетками линии A549 в разных состояниях 90.0% 89.0% 82.0%
клетками линии 3T3 в разных состояниях 88.9% 82.7% 83.9%
живыми клетками трех линий 92.7% 78.1% 81.7%
клетками трех линий в разных состояниях 77.8% 66.5% 66.9%

Стоит отметить, что классификация была реализована на основе 10 пара
метров, полученных из фазовых изображений, при этом некоторые из них вза
имозависимы и не все вносят равный вклад в классификацию объектов. Так,
некоторые параметры в большей степени способствуют определению клеточной
линии, но не состояния клетки. Анализ разработанных алгоритмов классифи
кации показал, что наиболее важными параметрами для классификации состо
яния клеток являются среднее фазовое запаздывание 𝜙𝑎𝑣, сухая масса клетки
𝐷𝑀 𝑐𝑒𝑙𝑙, площадь проекции 𝑆𝑝𝑟, фазовая площадь поверхности без площади при
крепления 𝑆𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒

𝑇𝑜𝑝𝑆𝑢𝑟𝑓 и коэффициент эксцесса распределения фазового запазды
вания, индуцированного клеткой 𝐾𝑢𝑟𝑡𝑜𝑠𝑖𝑠𝜙 (в порядке убывания вклада в точ
ность классификации). Например, классификация среди 3 линий живых клеток
с помощью SVM продемонстрировала увеличение точности с 50,2% (основанной



133

исключительно на среднем фазовом запаздывании) до 78% и 92% в случаях, со
ответственно, 5 параметров, перечисленных выше, и всех 10 параметров.

Определение клеточной линии по параметрам живых клеток было выпол
нено с помощью трех алгоритмов классификации машинного обучения, точ
ность классификации которых составила 92,7%, 78,1% и 81,7% для SVM, k-NN
и EC, соответственно. Те же подходы были применены для классификации жи
вых, апоптотических и некротических клеток в пределах каждой клеточной
линии HeLa, A549 и 3T3. При этом, точность классификации состояний клеток
варьировалась в пределах 84-89% для HeLa, 82-90% для A549 и 83-89% для 3T3
(см. таблицу 6). Наивысшая точность была достигнута для всех клеточных ли
ний с помощью алгоритма SVM. Точность классификации алгоритмов по всей
базе данных, содержащей информацию обо всех трех состояниях трех клеточ
ных линий, составила около 78% для SVM и около 67% как для k-NN, так и
для EC. Таким образом, наибольшая точность классификации как клеточной
линии, так и состояний клеток была получена при использовании алгоритма
классификации SVM с квадратичной функцией ядра.

Вместе с тем, для демонстрации преимущества голографического монито
ринга клеток для классификации типа и состояния клеток на основе их опти
ческих и морфологических параметров, те же алгоритмы классификации были
использованы при обучении их только на морфологических параметрах клеток,
которые можно было рассчитать по изображениям, полученным с помощью
обычной оптической микроскопии. Так, из 2D-амплитудных изображений (без
учета значений фазового запаздывания) можно вычислить: (1) площадь проек
ции клетки 𝑆𝑝𝑟, (2) проецируемый периметр клетки 𝑃𝑝𝑟, (3) округлость клетки,
рассчитанную как (4𝜋𝑆𝑝𝑟)/𝑃

2
𝑝𝑟, (4) эксцентриситет клетки, определенный как

𝜀, (5) целостность клетки (solidity), определяемую как отношение обычной и
выпуклой площади (данный параметр равен единице, если объект целый и не
имеет дыр и впадин, а при их появлении он уменьшается), (6) малую и большую
оси проекции клетки (см. работы . [147; 217; 218], где некоторые из этих парамет
ров используется для анализа клеток). Классификация состояний клеток трех
клеточных линий с использованием алгоритмов SVM, k-NN и EC, основанных
на этом наборе морфологических параметров, продемонстрировала точность
классификации в пределах 65.6–67.2%, 67.4–71.9% и 63,5–65,5%, соответственно.
Точность классификации клеточной линии для живых клеток составила 64,9%,
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60,1% и 59,7% соответственно. Стоит обратить внимание, что помимо обеспе
чения значительно более высокой точности классификации, голографическая
микроскопия позволяет относительно легко сегментировать клетки с исполь
зованием численных алгоритмов, что не всегда возможно для изображений,
полученных с помощью микроскопии светлого поля.

Разработанный алгоритм классификации, основанный на методе SVM, ко
торый показал наибольшую точность классификации при обучении на всех 10
клеточных параметрах, был применен для анализа отклика клеток на разные
дозы ФДВ с Радахлорином. Как упоминалось ранее различные дозы ФДВ при
варьировании плотности мощности облучения приводят к разным типам кле
точной гибели [135; 219]. В контрольных экспериментах использовались плот
ности мощности возбуждающего 660-нм лазера при продолжительности облу
чения 5 минут, что вызывало заранее известную реакцию клеток стандартной
линии HeLa[135].

Клетки линии HeLa исследовались в голографическом микроскопе в десят
ках полей зрения до и в течение не менее 1 ч после ФДВ с тремя определенными
дозами облучения, приводившими к выживанию, некрозу и апоптозу. Фазовые
изображения клеточных структур регистрировались каждые 5 минут, в ходе
численной обработки изображений были вычислены параметры нескольких де
сятков отдельных клеток (обычно 35–40 клеток в каждой выборке). На основе
голографических параметров с помощью разработанного алгоритма классифи
кации определялось состояние каждой клетки из выборки (живая, погибшая
путем некроза или апоптоза). Для каждого момента времени было вычисле
но относительное количество живых, апоптотических и некротических клеток
HeLa. Динамика изменения долей клеток, классифицированных в разных состо
яниях для трех доз облучения, приводящих к выживанию, некрозу и апоптозу
клеток, представлены на рисунке (a)-(c), соответственно 4.13.

Полученные динамики изменения относительной доли клеток, классифи
цированных в разных состояниях, указывают на значительную разницу откли
ка клеток HeLa на разные дозы ФДВ с Радахлорином. При относительно низ
кой дозе облучения (плотность мощности 10 мВт/см2) большинство клеток,
наблюдаемых через 60 мин после ФДВ, классифицировались алгоритмом как
живые клетки (см рисунок 4.13 a). Наблюдаемый незначительный рост числа
клеток, классифицированных как погибшие путем апоптоза, при низкой дозе
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Рисунок 4.13 — Относительное количество живых, апоптотических и
некротических клеток HeLa при ФДВ с Радахлорином после облучения с

различными плотностями мощности 660-нм лазерного излучения, полученное
в результате классификации состояния клеток с использованием алгоритма

SVM: (а) 10 мВт/см2, (b) 22 мВт/см2, (c) 78 мВт/см2. Первый столбец в
каждой временной динамике представляет собой состояние клеток до
облучения (живые клетки). Временная шкала отложена относительно

окончания ФДВ. Примеры соответствующих фазовых изображений клеток,
полученных в разные моменты времени, показаны в верхнем ряду над каждой

диаграммой.

ФДВ может быть обусловлен специфическим ответом клеток HeLa с относи
тельно низкой антиоксидантной защитой. При несколько более высокой плот
ности мощности возбуждения (22 мВт/см2) наблюдалось заметное увеличение
относительного числа апоптотических клеток, начиная с 20-25 мин после ФДВ
(рисунок 4.13b). Стоит отметить, что также наблюдалось незначительное уве
личение количества клеток, классифицированных как некротические (рисунок
4.13b). Вместе с тем, высокая плотность мощности лазерного излучения (78
мВт/см2) приводила к преимущественной доле клеток, определенных как по
гибшие путем некроза, и быстрому увеличению этой доли (см рисунок 4.13c).

Однако, стоит обратить внимание, что из-за несовершенной классифика
ции клеток не все клетки до ФДВ были классифицированы как живые. Также
отметим, что высокая плотность мощности лазерного излучения приводила к
относительно быстрому росту доли некротизированных клеток, в то время как
значительное увеличение доли апоптотических клеток начиналось только через
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20-25 мин после ФДВ, что может быть связано с "программируемой"природой
этого процесса, требующего некоторого времени для отклика.

Эксперименты, направленные на апробацию разработанного алгоритма,
показали хорошее согласие с преобладающими путями гибели клеток, подтвер
жденными ранее с помощью конфокальной флуоресцентной микроскопии и
предыдущими данными об отклике клеток HeLa на ФДВ с фотосенсибилиза
тором Радахлорин [135; 160; 220], вследствие чего можно утверждать, что раз
работанный алгоритм классификации состояния клеток на основе голографи
ческих данных о клетке позволяет надежно классифицировать ее различные
состояния.

Таким образом,в данной главе были представлены результаты разра
ботки и апробации алгоритма автоматической сегментации клеток на простран
ственных распределениях фазового запаздывания, индуцированного клетками
в проходящий волновой фронт, что позволило проводить анализ большого ко
личества данных, полученных голографическим методом. Были проведены экс
перименты по голографическому мониторингу реакции клеток солидных опу
холей карциномы почки, сарком мягких тканей и меланомы на ФДВ. Показано,
что использование цифровой голографической микроскопии позволяет оценить
эффективность ФДВ с фотосенсибилизатором Радахлорин на клетки злокаче
ственных опухолей путем анализа динамик среднего фазового запаздывания
и сухой массы клеток. Исследование дополнительных оптических параметров
клеток карциномы почки методом голографической томографии показало, что
при используемой дозе облучения происходит уменьшение средней высоты клет
ки, что связано с разрывом мембраны и вытеканием внутриклеточной среды
наружу. Зарегистрировано изменение распределений показателя преломления
в клетках карциномы почки при ФДВ с Радахлорином. На основе собранной
базы голографических данных клеток стандартных линий в разных физиоло
гических состояниях был разработан и апробирован алгоритм автоматической
классификации живых клеток, умерших путем апоптоза и некроза. Было пока
зано, что цифровая голографическая микроскопия может быть использована
для оценки выживаемости клеток в ходе внешнего воздействия и для опреде
ления типа клеточной гибели, что было подтверждено стандартными флуорес
центными методами.
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Заключение

В результате выполнения данной работы были получены следующие ос
новные результаты:

1. На основе анализа зарегистрированных сигналов интенсивности фос
форесценции синглетного кислорода в диапазоне 1250-1300 нм в струе
аэрозоля фотосенсибилизатора Радахлорин получен спектр люминес
ценции, подтверждающий фотосенсибилизированную генерацию син
глетного кислорода в исследуемой мелкодисперсной среде. Показано,
что использование чистого кислорода для генерации аэрозоля приво
дит к увеличению интенсивности сигнала фосфоресценции синглетного
кислорода, а динамика нарастания сигнала схожа с динамикой увели
чения количества растворенного кислорода при продувке раствора кис
лородом. Получены время-разрешенные сигналы фосфоресценции син
глетного кислорода на органических поверхностях при увеличении кон
центрации растворенного кислорода, демонстрирующие резкое умень
шение времени генерации и небольшое увеличение времени жизни син
глетного кислорода, а также увеличение относительного квантового вы
хода фосфоресценции синглетного кислорода на ≈ 28%.

2. Исследованы процессы фотообесцвечивания Радахлорина при разных
условиях оксигенации его водного раствора, напыляемого на разные
поверхности, используемые в качестве моделей органических поверхно
стей разной природы и пористости, близкими по свойствам к поверх
ностям, которые могут быть подвергнуты фотодинамическому воздей
ствию для инактивации бактерий и вирусов. Обнаружена и теорети
чески обоснована существенная разница (5-10 раз) между скоростями
фотообесцвечивания фотосенсибилизатора Радахлорин на разных ор
ганических и неорганических поверхностях. Показано, что эта разница
была обусловлена главным образом потерями молекул кислорода в ре
акциях, происходящих под воздействием лазерного облучения.

3. Проведено комплексное исследование фотофизических свойств фото
сенсибилизатора Радахлорин, а именно времени затухания и относи
тельного квантового выхода флуоресценции, спектров флуоресценции
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и поглощения, времени вращательной диффузии и анизотропии в на
чальный момент времени, в водных и органических растворах разной
кислотности, вязкости и полярности. Показано наличие сильных нели
нейных зависимостей времени затухания флуоресценции Радахлорина
от кислотности и полярности растворителя, зарегистрированы смеще
ния пиков поглощения и флуоресценции при изменения уровня pH и по
лярности растворов фотосенсибилизатора. Обнаружено, что квантовый
выход флуоресценции фотосенсибилизатора Радахлорин увеличивает
ся на порядок при изменении pH в диапазоне 4–10. Экспериментально
получены зависимости времени вращательной диффузии молекул Рада
хлорина от вязкости раствора и анизотропии флуоресценции Радахло
рина в начальный момент времени от длины волны возбуждения при
использовании одно- и двухфотонного возбуждения. Продемонстриро
вано, что для однофотонного возбуждения анизотропия изменялась в
районе нуля, а для двухфотонного возбуждения - в районе 0,4 в диапа
зоне длин волн возбуждения 375–410 нм. Представлено теоретическое
обоснование полученных результатов.

4. Продемонстрирована зависимость времени затухания флуоресценции
фотосенсибилизатора Радахлорин от уровня pH во внутриклеточной
среде. Обнаружена сильная корреляция между пространственным рас
пределением времен затухания флуоресценции Радахлорина и областя
ми разной кислотности внутриклеточной среды. Показано, что наблю
давшийся эффект в основном обусловлен влиянием pH микроокруже
ния молекул Радахлорина. Показано, что концентрация Радахлорина в
области внутриклеточного пространства, оцениваемая только по интен
сивности его флуоресценции, может содержать существенные погреш
ности вследствие сильной зависимости квантового выхода флуоресцен
ции от кислотности микроокружения. При этом, определение областей
различной степени кислотности может быть проведено на основе анали
за времени затухания флуоресценции Радахлорина. На основе анализа
фазовых диаграмм время-разрешенных сигналов флуоресценции разра
ботан алгоритм для определения внутриклеточных областей с низким
и высоким уровнем pH.
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5. Разработан и апробирован алгоритм автоматической сегментации кле
ток на пространственных распределениях фазового запаздывания, вне
сенного клетками в проходящий волновой фронт. Проведены экспери
менты по голографическому мониторингу реакции клеток солидных
опухолей карциномы почки, остеогенной саркомы и сарком мягких тка
ней и меланомы на фотодинамическое воздействие. Показано, что ис
пользование цифровой голографической микроскопии позволяет оце
нить эффективность воздействия с фотосенсибилизатором Радахлорин
на клетки злокачественных опухолей путем анализа динамик измене
ния среднего фазового набега и сухой массы клеток. На основе данных
цифровой голографической микроскопии, полученных при исследова
нии клеток стандартных линий в разных физиологических состояниях
был разработан и апробирован алгоритм автоматической классифика
ции живых клеток, а также клеток погибших путем апоптоза и некро
за. Полученные результаты были подтверждены флуоресцентными ме
тодами с использованием стандартных флуоресцентных маркеров для
детектирования клеточной гибели.
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Список сокращений и условных обозначений

СК - Синглетный кислород
ФС - Фотосенсибилизатор
ФДТ - Фотодинамическая терапия
ФДВ - Фотодинамическое воздействие
ФО - Фотообесцвечивание
TPE - Двухфотонное возбуждение
OPE - Однофотонное возбуждение
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