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Изучение фототоксических эффектов KillerRed в экспериментальных опухолях позволяет понять механизмы действия генетичес-
ки-кодируемых фотосенсибилизаторов и выбрать направления развития метода фотодинамической терапии (ФДТ).

Цель исследования — изучение патоморфологических особенностей действия белка KillerRed на опухоли животных при режимах 
лазерного воздействия, близких к используемым при фотодинамической терапии с химически синтезированными фотосенсибилиза-
торами. 

Материалы и методы. Работа выполнена на иммунодефицитных мышах nude с привитой подкожно опухолью heLa (рак шейки 
матки человека). Опухолевые клетки стабильно экспрессировали генетически-кодируемый фотосенсибилизатор KillerRed в хроматине 
(KillerRed-Н2B). Контролем служили опухоли heLa без KillerRed. Наблюдение за ростом опухолей и изменением интенсивности флюо-
ресценции в процессе облучения проводили in vivo методом поверхностного флюоресцентного имиджинга на установке iViS-Spectrum 
(caliper Life Sciences, США). Лазерное облучение опухолей выполняли на длине волны 593 нм при плотности энергии 180 Дж/см2 
троекратно через день. Через 24 ч опухоли исследовались с помощью конфокальной флюоресцентной микроскопии и подвергались 
гистологическому анализу.

Результаты. Методами флюоресцентного имиджинга in vivo и ex vivo после лазерного облучения опухолей обнаружено выгорание 
белка KillerRed, что являлось критерием правильно подобранного режима воздействия и свидетельствовало о протекании фотодина-
мической реакции. В остром периоде после облучения в опухолях, экспрессирующих KillerRed, выявлены признаки деструкции ткани. 
Наряду с умеренными, обратимыми дистрофическими изменениями, такими как увеличение или уменьшение размеров клеток и ваку-
олизация цитоплазмы, в большинстве клеток обнаружены необратимые признаки повреждения — нарушение целостности клеточных 
и ядерных оболочек. 
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Выполненное исследование впервые показывает принципиальную возможность фотоповреждения опухоли с помощью фототок-
сичного белка KillerRed при лазерном воздействии в режиме фотодинамической терапии.

Ключевые слова: генетически-кодируемый фотосенсибилизатор; KillerRed; фотодинамическая терапия; ФДТ; опухолевая модель; 
патоморфология.

Генетически-кодируемый фотосенсибилизатор KillerRed
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The study of phototoxic effects of KillerRed in experimental tumors enables to understand the mechanisms of action of genetically-encoded 
photosensitizers and choose the directions for photodynamic therapy (PDT) development.  

The aim of the investigation was to study pathomorphological characteristics of the protein KillerRed effect on animal tumors in laser expo-
sure modes close to those used in photodynamic therapy with chemically synthesized photosensitizers.

Materials and Methods. The study was carried out on immunodeficient nude mice with subcutaneously implanted tumor heLa (human 
cervical cancer). Tumor cells stably expressed genetically-encoded photosensitizer KillerRed in chromatin (KillerRed-Н2B). control tumors were 
heLa tumors without KillerRed.  Tumor growth and fluorescence intensity change were observed in the process of radiation in vivo using 
fluorescence imaging on iViS-Spectrum Sistem (caliper Life Sciences, uSA). Tumors were exposed to laser radiation at wavelength of 593 nm, 
with fluence of 180 J/cm2 three times every other day. 24 h after treatment the tumors were studied using confocal fluorescence microscopy and 
were analyzed histologically.

Results. fluorescence imaging techniques in vivo and ex vivo after laser treatment of the tumors revealed the bleaching of KillerRed that 
was the criterion for selection of treatment regimen, and indicated photodynamic reaction. in acute post-irradiation period the tumors expressing 
KillerRed were found to have signs of tissue destruction. Along with moderate, reversible dystrophic changes such as enlargement and reduction in 
cell size and cytoplasm vacuolization, irreversible damage signs were revealed in most cells — damage of cell and nuclear membrane integrity. 

The performed study showed for the first time the possibility in principle of tumor photodamage using phototoxic protein KillerRed in laser 
exposure in photodynamic therapy regimen.  

Key words: genetically-encoded photosensitizer; KillerRed; photodynamic therapy; PDT; tumor xenograft; pathomorphology.

Фотодинамическая терапия (ФДТ) — метод лече-
ния опухолей, основанный на способности фоточувст-
вительных веществ — фотосенсибилизаторов — при 
локальном воздействии лазерного облучения генери-

ровать активные формы кислорода, которые вызыва-
ют гибель опухолевых клеток. Эффективность метода 
ФДТ убедительно доказана в лечении небольших по-
верхностных опухолей различной локализации, в част-
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ности рака кожи, мочевого пузыря, бронхов, вульвы, 
ранних стадий рака легких, шейки матки, пищевода 
Баррета, желчных протоков [1–3]. Показано, что ФДТ 
может использоваться интерстициально при раке про-
статы, опухолях головного мозга, карциноматозе брю-
шины [4, 5].

Традиционно фотосенсибилизаторами служат пор-
фириновые соединения, которые экзогенно вводятся в 
организм и избирательно накапливаются в опухоли в 
силу ее структурно-функциональных особенностей [6, 
7]. Однако избирательность накопления порфириновых 
фотосенсибилизаторов в опухолях достаточно низкая 
[8, 9]. Неспецифическое поступление фотосенсиби-
лизатора в нормальные ткани приводит к серьезным 
побочным эффектам в виде фототоксичности в коже и 
слизистых оболочках, а неравномерное распределение 
и перераспределение фоточувствительного вещества 
в опухоли создает сложности в дозиметрии.

Противоопухолевый эффект ФДТ с химически-
ми фотосенсибилизаторами основан на трех ме-
ханизмах: 1) прямое фототоксическое поражение 
опухолевых клеток; 2) повреждение сосудов; 3) ак-
тивация неспецифического иммунного ответа [10]. 
Относительный вклад каждого из них зависит от 
многих факторов: химической природы фотосенси-
билизатора, его локализации в опухоли, степени вас-
куляризации и содержания макрофагов в опухоли, 
времени от введения фотосенсибилизатора до облу-
чения. Преобладания клеточного механизма следует 
ожидать при высоком содержании фотосенсибилиза-
тора в опухолевых клетках. Субклеточная локализа-
ция его во многом определяет путь клеточной гибели 
(апоптоз или некроз) и зависит главным образом от 
его физико-химических свойств [11, 12]. Показано, 
что фотосенсибилизаторы, локализованные в мито-
хондриях, индуцируют апоптотическую гибель клетки 
в отличие от сенсибилизаторов, находящихся в лизо-
сомах или плазматических мембранах [13]. Однако на 
практике основную роль в противоопухолевом дейс-
твии химически синтезированных фотосенсибилиза-
торов играют сосудистые повреждения (сосудистый 
стаз и тромбоз, кровоизлияния), приводящие к нару-
шению питания опухоли и ее некрозу [14]. Часть кле-
ток опухоли при этом может оставаться жизнеспособ-
ной, что иногда вызывает рецидив злокачественного 
новообразования.

Все сказанное обусловливает актуальность поиска 
новых фотосенсибилизаторов с принципиально иными 
механизмами действия и разработки новых подходов к 
ФДТ опухолей.

Перспективным решением в данной области могут 
стать генетически-кодируемые фотосенсибилизато-
ры. Появление идеи использования этих фотосенси-
билизаторов вызвано интенсивным развитием генной 
инженерии в последние годы и недавним открытием 
фототоксичного белка KillerRed. Идея заключается в 
том, что опухолевая клетка несет ген, отвечающий за 
синтез фотоактивного соединения, и в результате сама 
вырабатывает фотосенсибилизатор в заданном ком-
партменте. 

Первый генетически-кодируемый фотосенсиби-
лизатор KillerRed создан в 2006 г. в лаборатории 
С.А. Лукьянова (ИБХ РАН, Россия). Он представляет 
собой красный флюоресцентный GFP-подобный бе-
лок с димерной структурой [15]. Длина полипептид-
ной цепи составляет 239 аминокислот, молекулярная 
масса — 27 кДа. Максимум возбуждения находится 
при длине волны 585 нм, максимум эмиссии — при 
610 нм. Коэффициент молярной экстинкции — 
45 000 моль-1см-1. Квантовый выход флюоресценции — 
0,25. Характерными особенностями структуры данного 
белка, ответственными за фототоксичность, являются 
заполненный молекулами воды канал, который идет от 
торцевого конца β-бочонка и достигает области хро-
мофора, п�ра в боковой стенке β-бочонка и наличие 
аминокислотных остатков Glu68 и ser119 рядом с хромо-
фором [16]. Предположительно фототоксическое дейст-
вие белка реализуется через реакции фотосенсибили-
зации I типа [17]. 

К настоящему времени цитофототоксичность белка 
KillerRed показана в основном на культурах опухолевых 
и бактериальных клеток [15, 18]. Клетки, трансфеци-
рованные геном этого белка и экспрессирующие его 
в том или ином компартменте, при облучении светом 
погибали. При этом путь клеточной гибели определял-
ся локализацией белка. Так, при митохондриальной 
локализации облучение клеток приводило к апоптозу, 
а при мембранной — преимущественно к некрозу [15, 
18]. Химерный белок, включающий в себя гистон Н2B и 
KillerRed, вызывал остановку клеточных делений после 
облучения [19]. Фототоксичность KillerRed, локализо-
ванного в цитоплазме, была слабой.

Цель исследования — изучение патоморфологи-
ческих особенностей действия белка KillerRed на опу-
холи животных при режимах лазерного воздействия, 
близких к используемым при фотодинамической тера-
пии с химически синтезированными фотосенсибилиза-
торами. 

Материалы и методы. Работа выполнялась в лабо-
ратории флюоресцентного биоимиджинга НИИ ПФМ 
НижГМА. Использован белок KillerRed, локализован-
ный в хроматине (KillerRed-H2B), поскольку ядро клет-
ки считается наиболее уязвимой клеточной мишенью.

Клеточные линии. Эксперименты проводили с ис-
пользованием клеточной линии рака шейки матки 
человека HeLa Kyoto, стабильно экспрессирующей 
гистон H2B, слитый с двумя копиями белка KillerRed 
(KillerRed-H2B) [19], и немодифицированной линии 
HeLa Kyoto. Для культивирования клеток применя-
ли среду DmEm, содержащую глутамин (1%), 10% 
телячьей сыворотки, пенициллин-стрептомицин 
(50 мкг/мл). Культивирование проводили во флако-
нах (25 см2) в атмосфере 5% СО2 при температуре 
37°С и влажности 85%. Снятие клеток осуществляли 
при помощи раствора трипсин-ЭДТА (25%) в течение 
10 мин. Субкультивирование проводили дважды в 
неделю по достижении монослоем конфлюэнтности 
70%. 

Животные и опухолевая модель. Объектом иссле-
дования служили самки иммунодефицитных мышей 
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nude массой 18–20 г. Животных содержали в условиях 
sPF-вивария с 12-часовым световым ритмом.

При проведении исследования неукоснительно 
соблюдались этические принципы, установленные 
Европейской конвенцией по защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментальных и других 
научных целей (принятой в Страсбурге 18.03.1986 г. и 
подтвержденной в Страсбурге 15.06.2006 г.).

Для получения опухолевой модели мышам подкож-
но вкалывали по 2 млн клеток HeLa в 200 мкл натрий-
фосфатного буфера. С целью предварительного 
изучения динамики роста KillerRed-экспрессирую-
щей опухоли и ее флюоресценции трем животным 
было привито по одной опухоли на левое бедро. Для 
исследования фототоксичности белка KillerRed опу-
холи прививались на оба бедра. Группы с белком и 
без белка включали по 4 животных. Размер опухолей 
измеряли 3 раза в неделю с помощью штангенцирку-
ля по двум взаимно перпендикулярным направлениям. 
Объем опухолей рассчитывали по формуле: V=a·b·b/2, 
где a — длина; b — ширина опухолевого узла.

Флюоресцентный биоимиджинг. Наблюдение за 
ростом опухолей, экспрессирующих белок KillerRed, 
и изменением интенсивности флюоресценции в 
процессе облучения проводили in vivo методом по-
верхностного флюоресцентного имиджинга на ус-
тановке IVIs-spectrum (Caliper Life sciences, США). 
Флюоресценцию возбуждали на длине волны 570 нм, 
принимали в диапазоне 610–630 нм при экспозиции 
5 с. На время процедуры получения изображений 
животных наркотизировали 2% изофлураном. При 
количественном анализе сигнала флюоресценции в 
программе LivingImage определяли суммарную ин-
тенсивность флюоресценции опухоли и усредненную 
по ее площади. Изображения получали непосредст-
венно после прививки опухолевых клеток и далее 
раз в 2–3 дня до 27-го дня роста. 

Фотодинамическая терапия. Лазерное воздейст-
вие на опухоли начинали с 13-го дня после прививки, 
когда размер опухолевого узла составлял порядка 3–
4 мм. Облучение проводили лазером mGL-III-593 (CNI, 
Китай) с длиной волны 593 нм при плотности энергии 
180 Дж/см2 (150 мВт/см2, 20 мин) троекратно через 
день. Лазерное излучение направляли перпендику-
лярно к поверхности опухоли. Мощность лазера кон-
тролировали перед каждым облучением с помощью 
измерителя Pm100A (Thorlabs, Германия). Диаметр 
светового пятна составлял 7–8 мм. На время проце-
дуры животное фиксировали на подложке. До и после 
облучения измеряли поверхностную температуру опу-
холей с помощью компактного ИК-термографа «CEm-
Термодиагностикс» («СЕМ-Технологии», Россия). 
У каждого животного облучали одну из опухолей, 
вторая служила контролем, поскольку животные были 
иммунодефицитные. Через 24 ч после окончания ФДТ 
образцы опухолей исследовались с помощью конфо-
кальной флюоресцентной микроскопии и подверга-
лись гистологическому анализу.

Гистологическое исследование. Для получения 
гистологических препаратов опухоли фиксировали в 

10% нейтральном формалине, по общепринятой ме-
тодике изготавливали парафиновые срезы толщиной 
5–7 мкм и окрашивали их гематоксилином и эозином. 
Морфометрическую оценку структурных изменений 
клеток проводили при 400-кратном увеличении микро-
скопа. В каждом образце опухоли выполняли подсчет 
типичных опухолевых клеток и клеток с признаками 
дистрофических изменений и апоптоза в 8–18 полях 
зрения с площадью одного поля 0,01 мм2. 

Конфокальная флюоресцентная микроскопия. 
Образцы опухолей ex vivo с белком KillerRed сразу 
после извлечения исследовались на установке для 
лазерной сканирующей микроскопии Lsm 510 mETA 
23 на основе моторизированного инвертированно-
го микроскопа Axiovert 200m (Carl Zeiss, Германия). 
Конфокальные изображения были получены с помо-
щью масляно-иммерсионного объектива с увеличени-
ем 63. Регистрация флюоресценции осуществлялась в 
диапазоне 597–661 нм при однофотонном возбуждении 
аргоновым лазером на длине волны 543 нм.

Статистическая обработка. Обработка результатов 
проводилась с помощью программ microsoft Excel 2007 
и statistica 6.0 c вычислением средних значений (m), 
стандартных отклонений (σ), статистической значимос-
ти различий значений (t-тест Стьюдента) и коэффици-
ента корреляции Пирсона. 

Результаты.
Флюоресцентное наблюдение за опухолями с 

белком KillerRed в процессе роста и лазерного об-
лучения. Предварительно до начала облучения выпол-
нено in vivo наблюдение за ростом опухолей, экспрес-
сирующих белок KillerRed, методом поверхностного 
флюоресцентного имиджинга. На рис. 1 представлена 
типичная динамика роста флюоресцирующей опухоли 
HeLa, не подвергавшейся облучению. На месте инъек-
ции опухолевых клеток видна зона флюоресценции, ин-
тенсивность сигнала которой в течение первой недели 
незначительно снижается. На 10-й день формируется 
опухолевый узел, и с данного момента интенсивность 
флюоресценции в этой области нарастает. На месте 
инъекции в это время пальпируется неоднородность 
размером порядка 2,0–2,5 мм, однако точное опреде-
ление ее объема затруднительно. С течением време-
ни флюоресценция и объем опухоли увеличиваются. 
Выявлена высокая корреляция между объемом опухо-
ли и суммарной интенсивностью ее флюоресценции 
(r=0,99). Таким образом, установлено, что опухолевые 
клетки экспрессируют флюоресцентный белок ста-
бильно, на протяжении всего периода роста опухолево-
го узла. 

Известно, что выгорание фотосенсибилизатора со-
провождает фотодинамическую реакцию, поэтому на-
блюдение этого феномена служит важным показате-
лем при оценке адекватности режима ФДТ [20].

Когда размер опухоли достигал 3–4 мм (на 13-й день 
роста), начинали лазерное облучение в режиме 3 раза 
через день. До и после каждого облучения получали 
флюоресцентные изображения in vivo. Параметры ла-
зерного воздействия были подобраны таким образом, 
что облучение опухолей приводило к выгоранию белка 

Генетически-кодируемый фотосенсибилизатор KillerRed
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Рис. 2. Флюоресцентные изображения in vivo мыши nude с 
опухолями, экспрессирующими KillerRed-H2B: а — до облуче-
ния; б — сразу после облучения (593 нм, 150 мВт/см2, 20 мин). 
Облучению подвергалась опухоль слева. Средняя интенсив-
ность флюоресценции опухоли до облучения составляла 
1·108 ед., после — 8·107 ед.

а б

Рис. 3. Результаты конфокальной флюоресцентной мик-
роскопии опухолей ex vivo. Флюоресцентные изображения 
KillerRed-H2B-экспрессирующих опухолей: а — контроль 
без облучения; б — опухоль сразу после облучения (593 нм, 
150 мВт/см2, 20 мин). Возбуждение на длине волны 543 нм, 
регистрация сигнала в диапазоне 597–661 нм. Размер изоб-
ражений — 200х200 мкм

KillerRed (это проявлялось в виде снижения флюорес-
ценции опухоли на изображении) и не вызывало нагре-
ва ткани (рис. 2). В результате анализа флюоресценции 
опухолей in vivo обнаружено, что сразу после лазерно-
го воздействия интенсивность сигнала уменьшалась на 
25,6±4,9% по сравнению со значением до облучения. 
Пониженный уровень сигнала флюоресценции в опу-
холях сохранялся на протяжении последующих 2–4 ч. 
Затем интенсивность сигнала постепенно возрастала, 
в некоторых случаях достигая исходного значения (до 
облучения) к 24 ч, что, вероятно, связано с наработкой 
новых молекул белка в опухолевых клетках.

Конфокальная флюоресцентная микроскопия об-
разцов опухолей ex vivo также показала выгорание 
флюоресцентного белка. В опухолях с белком KillerRed, 
не подвергавшихся облучению, идентифицировалась 

интенсивная флюоресценция в ядрах опухолевых кле-
ток, где экспрессируется KillerRed (рис. 3, а). После 
ФДТ флюоресценция опухолевой ткани значительно 
снижалась и свечение белка наблюдалось лишь в еди-
ничных клетках (рис. 3, б). Флюоресценция эндогенных 
флюорофоров в опухолевой ткани при используемых 
параметрах возбуждения и регистрации сигнала была 
слабой по сравнению с флюоресценцией KillerRed и на 
флюоресцентных изображениях не видна.

Патоморфологические эффекты ФДТ с белком 
KillerRed. При гистологическом исследовании ткани 
контрольных опухолей без белка и без облучения вы-
явлено, что опухоль состоит из полиморфных клеток с 
округлыми или овальными крупными ядрами, преиму-
щественно с диффузным мелкодисперсным распре-
делением хроматина (рис. 4, а). В ядрах определяются 
1–2 ядрышка. Цитоплазма клеток располагается вокруг 
ядра в виде тонкого ободка и имеет слабобазофильную 
реакцию. Клетки опухоли образуют комплексы, окру-
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Рис. 1. Рост опухоли HeLa, экс-
прессирующей KillerRed-H2B: а — 
флюоресцентный имиджинг in vivo; 
б — изменение суммарной интен-
сивности флюоресценции опухоли, 
измеренной по представленным 
изображениям; в — изменение объе-
ма опухоли

а б

М.В. Ширманова, Л.Б. Снопова, Н.Н. Проданец, Е.О. Серебровская, Н.И. Игнатова, Е.А. Сергеева, ...
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женные тонкими прослойками 
соединительной ткани, в ко-
торых проходят тонкостенные 
сосуды небольшого калибра. 
Васкуляризация опухоли слабо 
выражена. Среднее число кле-
ток в поле зрения составляет 
70,8, из них 82,8% — типичные 
опухолевые клетки (см. табли-
цу). В то же время клеточная 
популяция опухоли обладала 
гетерогенностью, что проявля-
лось в наличии клеток опухоли 
с признаками дистрофических 
изменений разной степени вы-
раженности. В ткани опухоли 
наблюдались клетки с вакуо-
лизацией цитоплазмы, отеком 
ядра или, напротив, с мелкими 
гиперхромными ядрами непра-
вильной формы. Такие клетки в 
контрольной группе составляли 
9,3%. Число клеток с конденса-
цией хроматина, фрагментаци-
ей ядер и цитоплазмы, ее вы-
раженной эозинофилией (что 
является морфологическими 
признаками апоптоза) состав-
ляло 7,0%.

В контрольной группе опу-
холей без белка с облучением 
не выявлено значительных из-
менений структуры (рис. 4, б). 
Ткань опухолевого узла оста-
валась плотной, отмечено лишь 
небольшое увеличение доли 
дистрофически измененных 
клеток до 16,0% (см. таблицу). 
При этом дистрофические из-
менения были представлены в 
основном вакуолизированной 
цитоплазмой, что не критично для жизнедеятельности 
клетки. Характерно, что среднее число клеток в поле 
зрения уменьшилось до 51,1 за счет увеличения их 
размеров. Предположительно обнаруженные эффекты 
лазерного воздействия на опухоль без KillerRed обус-
ловлены фотоактивацией эндогенных хромофоров, а не 
термическим действием лазера, поскольку нагрев ткани 
опухоли был незначителен и составлял порядка 1,2°С.

Структура опухолей, экспрессирующих белок 
KillerRed, но не подвергавшихся облучению, при микро-
скопическом обследовании отличалась от опухолей без 
белка более выраженными дистрофическими измене-
ниями (рис. 4, в). Отмечено наличие бόльшего по срав-
нению с интактным контролем числа клеток с вакуоли-
зированной цитоплазмой и полиморфизмом ядра. Доля 
дистрофически измененных клеток составляла 15,5%. 
При этом в среднем в поле зрения насчитывалось 48,6 
клеток. Наблюдаемые изменения могут быть обуслов-
лены как собственной токсичностью белка, локализо-

а б

в г

Рис. 4. Гистологические изображения опухолевой ткани: а — без KillerRed и без облу-
чения; б — без KillerRed с облучением; в — с KillerRed без облучения; г — с KillerRed 
и облучением. Окраска — гематоксилином и эозином; х400. Размер изображений — 
170х230 мкм

Морфометрический анализ клеточного состава опухолевой ткани (M±σ)

Клетки
Без KillerRed С KillerRed

без облучения с облучением без облучения с облучением

Типичные опухолевые, % 82,8±3,3 76,0±0,3# 77,8±1,2 36,1±9,8*

Измененные опухолевые, % 16,3±2,9 22,6±0,3# 21,7±1,0# 63,7±9,8*

Дистрофически измененные, % 9,3±0,5 16,0±2,6# 15,5±0,3# 58,8±9,9*

С признаками апоптоза, % 7,0±2,9 6,7±2,3 6,2±0,7 4,8±2,4

Число клеток в одном поле зрения 70,8±10,0 51,1±11,2 48,6±8,0 35,0±9,9#

* — различия значений статистически значимы по отношению ко всем группам (р0,05); 
# — по отношению к группе без KillerRed и без облучения (р0,05).

ванного в хроматине, так и его фотоактивацией днев-
ным светом.

Лазерное воздействие на опухоли, содержащие 
KillerRed, приводило к значительным качествен-
ным и количественным изменениям в их структуре. 
Подавляющее большинство клеток опухоли имели вы-
раженную вакуолизацию цитоплазмы. Зачастую клет-
ки были сильно увеличены в размерах, иногда вплоть 
до разрыва клеточной оболочки, так что общее число 
клеток в поле зрения было меньше (35,0). Ядра клеток 
были укрупнены вследствие отека. Наблюдались ядра 
с потерей целостности кариолеммы, признаками гомо-
генизации хроматина и хроматолиза. В части клеток 
ядра были, наоборот, уменьшены в размерах (рис. 4, г). 
Существенно, что содержание дистрофически изме-
ненных клеток увеличилось до 58,8% (см. таблицу). 

обсуждение. Концепция использования генети-
чески-кодируемого фотосенсибилизатора является 
принципиально новой в ФДТ злокачественных ново-

Генетически-кодируемый фотосенсибилизатор KillerRed
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образований. В проведенном исследовании впервые 
продемонстрировано, что генетически-кодируемый 
фотосенсибилизатор KillerRed может быть успешно 
использован для индукции клеточных повреждений в 
опухоли при режимах лазерного воздействия, близких 
к используемым в ФДТ. В остром периоде после лазер-
ного облучения в опухолях, экспрессирующих KillerRed 
в хроматине, обнаружены признаки деструкции ткани. 
Наряду с умеренными, обратимыми дистрофическими 
изменениями, такими как увеличение или уменьшение 
размеров клеток и вакуолизация цитоплазмы, в клетках 
выявлены необратимые признаки повреждения — нару-
шение целостности клеточных и ядерных оболочек. 

Фототоксическое действие белка KillerRed на опухоли 
в настоящее время мало изучено. Ранее в эксперимен-
те на животных [21] нами была показана возможность 
повреждения опухолевой ткани с помощью генетичес-
ки-кодируемого фотосенсибилизатора KillerRed: много-
кратное лазерное облучение опухолей, экспрессирую-
щих KillerRed в митохондриях и ядрах клеток, приводило 
к выраженным патоморфологическим изменениям [21]. 
Однако лазерное воздействие на опухоли было весьма 
интенсивным как по плотности энергии (270 ДЖ/см2), 
так и по кратности облучения (7 сеансов), по сравнению 
со стандартной ФДТ, при которой облучение произво-
дится 1–2 раза при плотности энергии 75–100 Дж/см2 
[8, 9], реже — 200–300 Дж/см2. Оно осуществлялось на 
самой ранней стадии опухолевого роста, когда опухоль 
наиболее чувствительна к лечению. В проведенном ис-
следовании мы оптимизировали режим воздействия, со-
кратив число сеансов с семи до трех и снизив плотность 
энергии в 1,5 раза, и проводили облучение на более 
поздней стадии. Тем не менее наблюдаемые патомор-
фологические эффекты позволяют говорить о выражен-
ном фототоксическом действии белка на опухоль.

На пути разработки метода ФДТ с генетически-ко-
дируемыми фотосенсибилизаторами неизбежно встает 
вопрос о доставке генетического материала в опухоль. 
Многочисленные данные свидетельствуют, что техно-
логии трансфекции солидных опухолей in vivo сейчас 
активно развиваются. В экспериментах на животных 
уже успешно реализована трансфекция опухолевых 
клеток при введении плазмид ДНК непосредственно 
в опухоль или в приносящий сосуд [22]. Для достав-
ки генов созданы различные вирусные и невирусные 
системы, описана технология фотохимической интер-
нализации [23, 24]. Предлагаются различные способы 
физического воздействия на опухоль для повышения 
проницаемости клеточных мембран: электропорация, 
ультразвук, акустическая энергия, генная «пушка» [23]. 

Следует отметить, что KillerRed как генетически-
кодируемый фотосенсибилизатор имеет ряд преиму-
ществ перед традиционными химически синтезирован-
ными препаратами.

Во-первых, он экспрессируется непосредственно 
опухолевыми клетками, поэтому его противоопухоле-
вый эффект будет основан на прямом цитотоксическом 
действии на клетки, а воздействие на опухоль будет 
более прицельным.

Во-вторых, использование генетически-кодируемого 

фотосенсибилизатора позволит избежать негативного 
влияния на здоровые ткани, в которых он не экспрес-
сируется, в частности фототоксичности в отношении 
кожи и слизистых оболочек, а также снизить общую 
токсическую нагрузку на организм.

В-третьих, генетически-кодируемый фотосенсибили-
затор можно направить в любой клеточный компарт-
мент, в том числе наиболее чувствительный к фото-
воздействию, и обеспечить гибель опухоли по пути 
апоптоза.

Кроме того, стабильная экспрессия опухолью фо-
тотоксичного белка открывает возможность для мно-
гократного облучения опухоли с целью достижения 
большего эффекта. Метастазы опухоли, трансфециро-
ванной геном фототоксичного белка, тоже будут экс-
прессировать фототоксичный белок, что позволит осу-
ществлять их раннюю диагностику и лечение.

Заключение. Выполненное впервые исследование 
фототоксических эффектов генетически-кодируемо-
го фотосенсибилизатора KillerRed в эксперименталь-
ных опухолях показывает принципиальную возмож-
ность фотоповреждения опухоли с его помощью. При 
режимах, близких к используемым при фотодинами-
ческой терапии с химически синтезированными фо-
тосенсибилизаторами, лазерное воздействие на опу-
холи HeLa с белком KillerRed приводит к выгоранию 
флюоресцентного белка и существенным дистрофи-
ческим изменениям в опухолевой ткани.
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