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ФОТОДИНАМІЧНА ДІЯ БАРВНИКА МЕТИЛЕНОВОГО 
СИНЬОГО НА КЛІТИНИ МЕЛАНОМИ МИШЕЙ

Меланома — агресивна злоякісна пухлина, стійка до хіміо- та радіотерапії. Беручи до уваги те, 
що механізм фотодинамічного ушкодження відрізняється від механізму руйнування клітин проти-
пухлинними препаратами або іонізуючою радіацією, видається цілком вірогідним припущення, що 
за допомогою фотодинамічної дії можна досягти пошкодження меланомних клітин.

Дослідження виконано на клітинах меланоми мишей (лінія В16F10). В якості фотосенсибіліза-
тора (ФС) використано барвник метиленовий синій (МС) через його відому афінність до пігменту 
меланомних клітин — меланіну.

Встановлено, що клітини лінії B16F10 проявляють певну чутливість до фотодинамічного 
впливу з МС, але значно нижчу, ніж пухлинні клітини, що не мають фенотипу множинної лікар-
ської резистентності (Т-клітинна лінія трансформованих лімфоцитів людини Jurkat). Показано, 
що фотодинамічну активність МС відносно меланомних клітин можна підвищити за допомогою 
наночастинок золота (НЧ Au) одного з двох видiв: НЧ Au, при синтезі яких в якості відновника те-
трахлораурату використано цитрат натрію («цитратні»), або НЧ Au, при синтезі яких відновником 
слугував полоксамер плюронік F127 («плюронікові»). Створено нанокомпозитні ФС на основі МС та 
нанорозмірного золота.

Застосування «цитратних» НЧ Au вдвічі підвищило кількість загиблих внаслідок лазерного 
опромінення меланомних клітин порівняно з вільним МС в тій же концентрації, що використана 
в композитному ФС. Композит МС з «плюроніковими» НЧ Au, навпаки, призводив до загибелі дещо 
меншої кількості опромінених свiтлом клітин порівняно з вільним МС. Це, очевидно, пояснюється 
частковим відновленням МС до безбарвної лейкоформи залишками плюроніку F127 в розчині НЧ Au 
після їх відмивання центрифугуванняим.

Перевірено також вплив природного полісахариду хітозану на фотодинамічну активність МС. 
Показано, що використаний разом з МС хітозан підвищує накопичення ФС в клітинах меланоми, що 
призводить до загибелі 96% опромінених клітин.

Таким чином, клітини меланоми мишей (клітинна лінія B16F10) проявляють певну чутливість 
до фото динамічного впливу з МС. Чутливість меланом них клітин до такого впливу значно нижча, 
ніж у пухлинних клітин, що не мають фенотипу множинної лікарської резистентності (Т-клітин-
на лінія трансформованих лімфоцитів людини Jurkat). Нанокомпозитний ФС на основі цитратних 
НЧAu та МС продемонстрував вдвічі вищу фото динамічну активність по відношенню до меланом 
них клітин порівняно з вільним МС в тій же концентрації. Природний полісахарид хітозан підвищив 
накопичення МС в клітинах меланоми, що дозволило отримати загибель 96% улітин, опромінених 
лазерним світлом з довжиною хвилі 658 нм.

Ключові слова: клітинна лінія меланоми мишей B16F10, фото динамічна терапія, метиленовий 
синій, наночастинки золота, хітозан.

Вступ
Меланома — агресивна метастазуюча пухлина, 

стійка до хіміо- та радіотерапії. Механізм фото-
динамічної дії відрізняється від механізму ушко-
дження клітин протипухлинними препаратами чи 
іонізуючою радіацією. Тому існує вірогідність того, 
що за допомогою фотодинамічної терапії (ФДТ) 
можна буде подолати стійкість меланомних клітин 

до ушкодження. Для реалізації фотодинамічного 
ефекту необхідна одночасна присутність в одному 
і тому ж місці трьох факторів: молекул нетоксич-
ного фотосенсибілізатора (ФС), світла (лазерного 
випромiнювання з довжиною хвилі, що поглина-
ється ФС), та молекулярного кисню. Молекула ФС, 
поглинувши квант лазерного світла, переходить у 
збуджений стан. В присутності кисню ця енергія 
збудження молекули ФС витрачається на утворення 
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активних форм кисню — синглетного кисню та віль-
них радикалів, які й є основними пошкоджуючими 
факторами при ФДТ.

Але при фотодинамічному впливі на мела-
номні клітини виникає низка проблем. По-перше, 
пігмент меланін, що міститься в цих клітинах 
і виконує функцію їх захисту від пошкоджуючої 
дії ультрафіолетової частини сонячного спектру, 
активно поглинає і видиме світло в діапазоні дов-
жини хвиль 400-700 нм, тобто якраз в тій області, 
в якій поглинають основні ФС, що застосовуються 
при ФДТ. Таким чином, при опроміненні пухли-
ни меланін конкурує з ФС за світлову енергію. 
По-друге, в меланоцитах спостерігається висока 
активність антиоксидантної системи — каталази, 
супероксиддисмутази, глютатіонпероксидази, 
що і зрозуміло, беручи до уваги функцію цих 
клітин — захищати організм від пошкоджуючого 
впливу ультрафіолету. Таким чином, активні фор-
ми кисню, що утворюються при фотодинамічному 
впливі, будуть знешкоджуватись антиоксидантною 
системою меланомної клітини.

Останніми роками виконано низку експери-
ментальних досліджень in vitro та in vivo з фотоди-
намічного впливу на клітини меланоми в культурі 
та на перещеплену мишам пухлину [7, 6, 24]. Для 
посилення ефективності фотодинамічного впли-
ву деякі автори застосували нанотехнологічний 
підхід — створили нанокомпозитні ФС на основі 
наночастинок золота (НЧ Au) [3, 4, 18, 15, 5]. ФДТ 
індукувала апоптоз та аутофагію в меланомних 
клітинах, зупинку пухлинного росту та подовжен-
ня життя мишей з перещепленими пухлинами, 
але досягти повної ремісії вдавалося дуже рідко. 
В клінічних роботах отримано регресію шкірних 
метастазів меланоми після ФДТ та відсутність 
побічних ефектів. Протипухлинні ефекти склада-
лися із прямого пошкодження пухлинних клітин, 
деструкції судин в пухлині та активації імунної 
відповіді [21, 12].

При виборі ФС для застосування в дослідах 
з фотодинамічного впливу на експериментальну 
меланому нашу увагу привернув барвник метиле-
новий синій (МС). В 1989 році з’явилась стаття [14], 
в якій порівнювали накопичення МС, міченого 
ізотопом йоду 125I або астату 211At, в клітинах двох 
ліній — пігментної меланоми та амеланотичної 
меланоми, клітини якої не синтезували меланін. 
Було показано, що МС накопичується тільки в клі-
тинах, що містять меланін. Більше того, в дослідах 
in vivo на мишах з перещепленою меланомою, яким 
вводили МС, мічений ізотопом астату, або вільний 
ізотоп в тій же дозі, терапевтичний ефект спостері-
гався лише в групі тварин, яким ввели ізотоп разом 
з МС. При цьому МС забезпечив транспортування 
та накопичення ізотопу в клітинах меланоми в до-
статній для лікувального ефекту концентрації [14]. 
Пізніше на базі цих досліджень було розроблено 
сцинтилятор для діагностики метастазів меланоми, 

який являв собою мічений радіоактивним йодом 
МС [13, 22].

МС відноситься до групи фенотіазинових барв-
ників. На даний час його властивості, зокрема фо-
тохімічні та фотобіологічні характеристики, досить 
добре вивченi. Молекула МС має високу здатність 
вступати в окисно-відновні реакції. В залежності 
від умов, МС може виступати як окисником, так і 
відновником. Йому властиві фотохімічні реакції 
обох типів: першого типу — з утворенням вільних 
радикалів, та другого — з утворенням синглетного 
кисню. Поглинувши квант світла, молекула МС пе-
реходить у збуджений стан. В присутності вільного 
кисню енергія збудження витрачається на індукцію 
утворення синглетного кисню [23]. Однак МС може 
приймати участь в реакціях з переносом електрона 
і бути в напівокисленому або в напіввідновленому 
стані, тобто молекула МС сама може бути радика-
лом. Взаємодіючи з молекулярним киснем, такий 
радикал може спричинити утворення супероксид 
аніону, а той, в свою чергу, через реакцію Фенто-
на — утворення гідроксильного радикалу [23].

У роботi [19] за методом Ленгмюрівських мо-
ношарів досліджено взаємодію МС з біологічними 
мембранами. У найпростішiй моделi на поверхню 
розділу вода-повітря наносили розчин фосфоліпі-
дів, з яких побудовані клітинні мембрани — фосфа-
тидилхолін, основну складову поверхневої мембра-
ни, або кардіоліпін, який є важливим складником 
внутрішньої мембрани мітохондрій. Застосувавши 
тонкі фізичні методи дослідження, встановили, що 
МС приєднується до карбонільних груп фосфоліпі-
ду, а синглетний кисень, що утворюється внаслідок 
збудження молекули МС, розриває подвійні зв’язки 
в алкільному ланцюгу фосфоліпіду.

Метою роботи було дослідити чутливість 
клітин меланоми мишей in vitro (клітинна лінія 
B16F10) до фотодинамічного впливу з метилено-
вим синім та порівняти її з чутливістю до цього фо-
тосенсибілізатора клітинної лінії трансформованих 
лімфоцитів людини Jurkat, яка не має фенотипу 
множинної лікарської резистентності, а також пе-
ревірити можливість підсилення такого впливу за 
допомогою наночастинок золота або природного 
полісахариду хітозану.

Матеріали та методи дослідження
Матеріали. В роботі використано фармако-

пейний 1% розчин метиленового синього, полокса-
мер плюронік F127 (BASF, ФРН), хітозан (Sigma 
Aldrich, ФРН). Цитратні НЧ Au синтезовано канди-
датом хiмічних наук О.Б.Щербаковим (Інститут на-
нотехнологічної індустрії університету «Україна», 
м. Київ). НЧ Au з використанням плюроніка F127 
в якості відновника синтезовано нами.

Клітинні лінії та умови культивування. 
В дослідженнях використано клітинну лінію мела-
номи мишей В16F10 та клітинну лінію трансфор-
мованих Т-лімфоцитів людини Jurkat.  Клітини 
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лінії В16F10 культивували в живильному середо-
вищі Dulbecco в модифікації Iscove (Sigma, США) з 
додаванням 15% ембріональної сироватки великої 
рогатої худоби (Sigma, США) і пеніциліну та стреп-
томіцину по 100 од./мл. Суспензійну клітинну лі-
нію Jurkat культивували у живильному середовищі 
RPMI-1640 (Sigma, США) з додаванням 10% ембрі-
ональної сироватки великої рогатої худоби (Sigma, 
США) та 80 мкг/мл гентаміцину. Обидві клітинні 
лінії культивували в термостаті при 37°С, вологості 
95% та вмісті СО2 у 5%.

Устаткування. Використано випромінюван-
ня напівпровідникового лазера безперервної дії 
(ПМВП «Фотоніка Плюс», м. Черкаси, Україна) 
з довжиною хвилі 658 нм, що відповідає максиму-
му смуги поглинання МС. Максимальна вихідна 
потужність лазера 1,1 Вт. Потужність червоного 
лазерного випромінювання контролювали за допо-
могою вимірювача Ophir Optronics (CША). Спектри 
поглинання та флуоресценції отримували на спек-
трофотометрах NanoDrop (США).

Визначення продукції синглетного кис-
ню. Дослідження фотоокислювальних реакцій 
проводили в безклітинних модельних системах. 
Рівень продукції синглетного кисню визначали за 
інтенсивністю флуоресценції специфічного індика-
тора Singlet Oxygen Sensor Green (Molecular Probes, 
США), концентрацію якого варіювали в межах 
1-5 мкМ. Реєстрацію флуоресценції проводили при 
λex=470-505 нм, λem=519-539 нм на спектрофлуори-
метрі NanoDrop ND-3300 (NanoDrop, США) і комбі-
нованому рідері Synergy HT (BioTek, США).

Визначення фотодинамічного впливу. 
Клітини меланоми мишей (лінія B16F10) куль-
тивували в чашках Петрі діаметром 30 мм. Коли 
щільність моношару складала 75-80%, живильне 
середовище видаляли та замінювали його фізіоло-
гічним розчином Хенкса (без фенолового червоно-
го) рН = 7,4, що містив МC у певній концентрації. 
Клітини інкубували при 37°С та 5% СО2 протягом 
1,5 год. Після цього клітинний моношар тричі 
відмивали від непоглинутого ФС розчином Хенкса 
(без фенолового червоного). Клітинний моношар у 
безбарвному розчині Хенкса опромінювали світлом 
лазера з довжиною хвилі випромінювання 658 нм, 
замінювали розчин Хенкса живильним середови-
щем і культивували ще 18-20 год. для завершення 
процесів апоптозу, індукованих лазерним опромі-
ненням. Відсоток загиблих клітин визначали у тесті 
виключення трипанового синього.

Клітини суспензійної культури Jurkat відмива-
ли від живильного середовища центрифугуванням 
(5 хв. при 1500 об./хв.), переносили в розчин Хенк-
са з МС, та інкубували 1,5 год. при 37°С. Клітини 
тричі відмивали від непоглинутого сенсибілізатора 
розчином Хенкса та опромінювали лазерним світ-
лом з довжиною хвилi 658 нм. Клітини переносили 
в живильне середовище та інкубували 18-20 год. 

Відсоток загиблих клітин визначали в тесті з три-
пановим синім.

Синтез наночастинок золота та створен-
ня нанокомпозитних фотосенсибілізаторів. 
Для синтезу НЧ Au з використанням в якості відно-
вника полоксамеру плюронік F127 ми скористали-
ся методикою T.Simon зі співавторами [20]. 2 мМ 
водний розчин тетрахлораурату HAuCl4*3Н2О змі-
шували з 2 мМ водним розчином плюроніку F127 
та залишали при кімнатній температурі на 2 год. 
На цей час розчин набував рубіново-червоного 
забарвлення, що свідчило про утворення НЧ Au. 
Розчин центрифугували 20 хв. при 12 000 об./хв. 
для видалення залишків плюроніку, що не проре-
агували. Об’єм осаду доводили до 1 мл та вносили 
25 мкМ (8 мкг) МС. Після інкубації при кімнатній 
температурі протягом 2 год розчин НЧ Au знову 
центрифугували 20 хв. при 12 000 об./хв. Знімали 
спектри абсорбції та флуоресценції супернатантів, 
щоб визначити присутність в них надлишку ФС, 
що не увійшов до складу композиту. Об’єм розчину 
НЧ Au доводили до необхідного.

Результати та їх обговорення
Визначення темнової цитотоксичності 

та фотодинамічної активності метиленового 
синього. Першим кроком проведеного досліджен-
ня було визначення темнової цитотоксичності МС 
по відношенню до клітин меланоми. Для цього 
моношар меланомних клітин, вирощений в чашках 
Петрі діаметром 30 мм, інкубували 1,5 год. з роз-
чинами МС різної концентрації — від 1 мкг/мл до 
80 мкг/мл. МС розчиняли в фізіологічному розчині 
Хенкса. Після закінчення інкубації визначали жит-
тєздатність клітин в тесті виключення трипанового 
синього. 

На рис. 1 наведено результати таких досліжень. 
Видно, що концентрація барвника до 10 мкг/мл 
включно не викликає загибелі клітин меланоми. 
Тому в подальших дослідах по визначенню фото-
динамічного впливу МС на клітини лінії В16F10 
дана концентрація була максимальною. 

Рис.1. Темнова цитотоксичність МС для клітин 
меланоми мишей (клітинна лінія В16F10)
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На рис. 2 наведено результати визначення 

фотодинамічної активності МС по відношенню до 
клітин меланоми мишей в культурі (лінія В16F10). 
Звертає на себе увагу висока стійкість клітин до уш-
кодження: навіть при концентрації МС 10 мкг/мл 
та щiльностi дози енергії опромінення 100 Дж/см2 
не вдається досягти загибелі всіх опромінених 
клітин (рис. 2, Б).

Виходячи з отриманих результатів, в подаль-
ших експериментах на меланомних клітинах ми 
застосовували щiльнiсть дози енергії опромінен-
ня 12 Дж/см2 при щільності потужності 10 мВт/см2. 
Правильність вибору таких параметрів опромі-
нення було підтверджено визначенням продукції 
синглетного кисню розчином МС при його опро-
міненні. З рис. 3 видно, що максимальна кількість 
синглетного кисню при опроміненні розчину МС 
з концентрацією 4 мкг/мл утворюється при щiль-
ностi дози енергiї світла 12 Дж/см2.

Чутливість клітин меланоми мишей до фотоди-
намічного впливу з МС порівняли з чутливістю до 
такого впливу інших клітин, що не мають  фенотипу 
множинної лікарської резистентності — трансфор-

мованих Т-лімфоцитів людини (лінія Jurkat). Вия-
вилось, що при таких же параметрах опромінення 
(щiльнiсть дози енергії 12 Дж/см2 при щільності 
потужності випромiнювання 10 мВт/см2) той же від-
соток загибелі опромінених клітин (30-35%) спосте-
рігається при концентрації МС 0,5 мкг/мл (рис. 4).

Таким чином, незважаючи на афінність мела-
ніну до барвника МС, трансформовані лімфоцити, 

що не володіють фенотипом множинної лікарської 
резистентності, проявляють більшу чутливість до 
фотодинамічного впливу з МС, ніж клітини мела-
номи мишей.

Дослідження фотодинамічної активнос-
ті нанокомпозитних фотосенсибілізаторів. 
Для підвищення фотодинамічного ушкодження 
клітин меланоми нами застосовано нанотехноло-
гічний підхід. В експериментах використано нано-
композитні ФС на основі МС та НЧ Au.

Останнi (колоїдне золото) здатні підвищува-
ти ефективність ФДТ за рахунок ряду фвкторів. 
По-перше, вони доносять до пухлинних клітин 
більшу кількість молекул ФС (порівняно із засто-
суванням вільного ФС) [8]. По-друге, відомо, що 

Рис. 2. Фотоцитотоксичність МС для клітин меланоми мишей (лінія В16F10):  
А — щiльнiсть дози енергії опромінення 12 Дж/см2, різні концентрації МС;  
Б — концентрація МС 10 мкг/мл, різні щiльностi дози енергії опромінення

А Б

Рис. 3. Продукція синглетного кисню розчинами МС
Рис. 4. Чутливість клітин двох ліній  
до фотодинамічного впливу з МС
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НЧ Au володіють пухлинотропністю за рахунок 
специфічного зв’язування з VEGF161 [2]. По-третє, 
пошкодження пухлинних клітин при фотодина-
мічному впливі з нанокомпозитними ФС може 
відбуватися за рахунок плазмонних ефектів, що 
виникають в НЧ Au під впливом електромагнітного 
поля світла [11, 10]. І, нарешті, показано, що золоті 
наночастинки сорбують на своїй поверхні вільні ра-
дикали [17]. Відомо, що висока реакційна здатність 
вільних радикалів пояснюється наявністю в них 
неспарених електронів. З іншого боку, відомо, що 
атоми благородних металів, в тому числі і золота, 
мають багато вільних електронів, які утворюють 
хмару навколо їх наночастинок. Ця хмара вільних 
електронів і приєднує до себе неспарений електрон 
вільного радикалу, внаслідок чого радикал сорбу-
ється на поверхні НЧ Au. 

Відомо також, що між фотореакціями першого 
та другого типів існують конкурентні взаємовідно-
сини, і якщо реакції одного типу пригнічуються, 
то реакції іншого типу отримують перевагу. Отже, 
якщо при фотодинамічному впливі пригнічуються 
реакції з утворенням вільних радикалів, отриму-
ють перевагу реакції з утворенням синглетного 
кисню, цитотоксичність якого вища порівняно з 
цитотоксичністю вільних радикалів. 

В основі всіх методів синтезу НЧ Au лежить ре-
акція відновлення тетрахлораурату НAuCl4*3 H2O, і 
методи синтезу відрізняються тільки використаним 
відновником. Ми використали НЧ Au двох типів: 
1) отримані цитратним методом (відновлення 
тетрахлораурату цитратом натрію), та 2) отримані 
при використанні в якості відновника полоксамеру 
плюроніка F127. 

«Цитратні» сфероподібні НЧ Au мали діа-
метр 15 нм та були стабілізовані полівінілпіролідо-
ном. Досліджено продукцію синглетного кисню при 
опроміненні нанокомпозитів, що містили 4 мкг/мл 
МС та різні концентрації наночастинок (рис. 5).

Встановлено, що максимальна кількість син-
глетного кисню продукувалась при опроміненні 
композиту, що містив 20 мкг/мл НЧ Au. 

Таке співвідношення наночастинок та МС 
в нанокомпозиті (20 мкг/мл наночастинок та 
4 мкг/мл ФС) було використано в експериментах 
на клітинах меланоми (рис. 6). Застосування нано-
композиту вдвічі підвищувало кількість загиблих 
внаслідок опромінення клітин порівняно з вільним 
МС в тій же концентрації.

При згаданiй вище методицi синтезу золотих 
наночастинок, розробленiй T.Simon зі співавто-
рами [20], у якості відновника тетрахлораурату 
використовується полоксамер плюронік F127. 
Полоксамери, або плюроніки — це амфіфільні три-
блокові співполімери, молекула яких складається 
з центрального гідрофобного блоку, представле-
ного поліпропіленоксидом, та на кінцях цього бло-
ку — двома гідрофільними поліетиленоксидними 
блоками (рис. 7).

Завдяки даній структурі полоксамери приєдну-
ють до себе гідрофобні, гідрофільні та амфіфільні 
молекули і легко вбудовуються в поверхневу мемб-
рану клітин, особливо пухлинних, завдяки наяв-
ності в мембранах таких клітин великої кількості 
ліпопротеїнів низької щільності. Таким чином по-
локсамери можуть переносити в пухлинні клітини 
молекули лікарських препаратів з різним ступенем 
розчинності.

Рис.5. Продукція синглетного кисню композитами МС 
із наносферами золота

Рис.6. Чутливість клітин меланоми мишей  
(клітинна лінія B16F10) до фотодинамічного впливу  

з МС та його нанокомпозитом

Рис. 7. Структура полоксамеру
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Плюронік F127 — нетоксичний біодоступний 

полімер, дозволений до застосування в фармако-
логії при виготовленні практично всіх лікарських 
форм. Завдяки своїй здатності легко проводити 
в пухлинну клітину хіміотерапевтичні препарати, 
плюронік F127 пройшов ІІ фазу клінічних випро-
бувань по подоланню множинної лікарської резис-
тентності [1]. Резистентність пухлин у великій мірі 
забезпечується наявністю в поверхневій мембрані 
їх клітин високоактивного АТФ-залежного тран-
спортера, що відповідає за видалення з клітини 
молекул лікарських препаратів [1]. Вбудовуючись 
в поверхневу мембрану, плюронік F127 розріджує 
її, підвищує плинність мембрани, і таким чином 
порушує зв’язок між глікопротеїновим транспор-
тером та його АТФ-азою, що також закріплена в по-
верхневій мембрані. Внаслідок цього відбувається 
пригнічення АТФ-азної активності, і транспортер 
перестає функціонувати. 

Раніше нами було показано, що плюронік F127 
підвищує фотодинамічну активність хлорину е6 
та його нанокомпозитів з колоїдним золотом, в 
результаті чого спостерігається загибель всіх опро-
мінених трансформованих лімфоцитів Т- та В-клі-
тинних ліній. Тому ми сподівалися, що поєднання 
в одному композиті НЧ Au, плюроніку F127 та ФС 
дозволить значно 
підвищити фото-
динамічну актив-
ність МС відносно 
клітин меланоми.

Ми синтезу-
вали НЧ Au при 
відновленні те-
тр ахлор аур ату 
плюроніком F127 
та створили на їх 
основі композитний ФС з МС, пiсля чого переві-
рили його фотодинамічну активність на кліти-
нах меланоми та порівняли її з фотодинамічною 
активністю вільного МС в тій же концентрації. 
Виявилось, що при опроміненні клітин меланоми, 
проінкубованих з таким нанокомпозитом, відсоток 
загиблих клітин менший, ніж при дії вільного МС. 

Автори методики синтезу НЧ Au за допомогою 
плюроніку F127 також створили композитний ФС 
на основі таких наночастинок та МС і перевірили 
його фотодинамічну активність в дослідах на клі-
тинах меланоми in vitro [20]. Вони опромінювали 
клітини через конденсор мікроскопа і продемон-
стрували загибель меланомних клітин внаслідок 
опромінення, але, на жаль, не вказали дозу енергiї 
опромінення і щільність потужності на рівні клітин, 
а лише вихідну щільність потужності світла. Крім 
того, вони не проводили кількісного дослідження 
загибелі опромінених меланомних клітин при дії 
композитного ФС порівняно з вільним МС і тому не 
змогли зареєструвати нижчу активність композиту.

Зважаючи на те, що МС має високий ре-
докс-потенціал, а плюронік F127 відновлює золо-
то з тетрахлораурату при кімнатній температурі, 
вірогідним є припущення, що внаслідок взаємодії 
МС із залишками плюроніку в розчині наночасти-
нок відбувається відновлення частини молекул МС 
до безкольорової лейкоформи, і концентрація ФС 
в композиті зменшується. Його стає недостатньо, 
щоб підвищити загибель клітин меланоми.

Вплив хітозану на фотодинамічну актив-
ність метиленового синього. Крім НЧ Au, нами 
апробовано вплив на фотодинамічну активність МС 
природного полісахариду хітозану. Хітозан — про-
дукт деацетилювання хітину - зовнішнього скелету 
ракоподібних, комах і грибів. Він нетоксичний, 
біосумісний, дозволений до застосування в фарма-
кології. Хітозан — полікатіонний електроліт, його 
молекула має багато аміногруп (рис. 8), тому він 
легко утворює комплекси з негативно заряджени-
ми молекулами.

В біологічному середовищі хітозан поступово 
деградує, вивільняючи приєднані до нього мо-
лекули, тому його застосовують в дослідженнях 
з контрольованого вивільнення лікарських пре-
паратів [16]. Внаслідок високої мукоадгезивності 
хітозан значно полегшує проникнення лікарських 

 препаратів через слизові оболонки. Показано, що 
хітозан знижує активність матриксних металопро-
теїназ (ММР) — ферментів, що забезпечують інва-
зію та метастазування пухлин. В літературі є дані 
відносно впливу хітозану на активність ММР-2, 
ММР-4 та ММР-9 [16, 9]. Особливо важливим 
є вплив хітозану на активність ММР-2, тому що 
субстратом для цієї матриксної металопротеїнази 
є колаген IV типу, основний структурний матеріал 
базальної мембрани шкіри. Зниження хітозаном 
активності цієї металопротеїнази може пригнічу-
вати інвазію та метастазування меланоми. 

Нами апробовано вплив різних концентра-
цій хітозану на фотодинамічну активність МС по 
відношенню до клітин меланоми. Виявилось, що 
в концентраціях 10 мкг/мл та 20 мкг/мл хітозан 
не впливає на фотодинамічну активність МС. Але 
починаючи з концентрації 30 мкг/мл хітозан під-
вищує відсоток загиблих внаслідок опромінення 
клітин, і при концентрації хітозану 40 мкг/мл 
загибель клітин меланоми досягає 96% (рис. 9).

Рис. 8. Структурна формула хітозану
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Дослідження продукції синглетного кисню МС 
при опроміненні показало, що хітозан в розчині 
не впливає на цей процес (рис. 10). Це говорить 
про те, що причина підвищення фотодинамічної 
активності ФС хітозаном полягає в процесах, що 
відбуваються безпосередньо в клітині.

Ми дослідили вплив хітозану на накопичення 
МС в клітинах меланоми. Виявилось, що хітозан в 
концентрації 40 мкг/мл більш ніж в три рази збіль-
шує накопичення ФС в клітинах: з 0,66 мкг/млн. 
клітин до 2,75 мкг/млн. клітин, що, очевидно, 
і спричиняє підвищення їх загибелі в три рази. Імо-
вірно, взаємодія полікатіонної молекули хітозану 
з негативно зарядженою поверхневою мембраною 
клітин призводить до збільшення її проникності 
для МС.

Отримані в експериментах in vitro результати 
відносно чутливості клітин меланоми до фотоди-
намічного впливу з МС та можливостей підвищити 
таку чутливість за допомогою НЧ Au чи хітозану 
в даний час перевіряються в дослідах in vivo на 
мишах з перещепленою меланомою В16.

Висновки
1. Клітини меланоми мишей (клітинна лі-

нія B16F10) проявляють певну чутливість до фо-
тодинамічного впливу з МС. 

2. Чутливість меланомних клітин до такого 
впливу значно нижча, ніж у пухлинних клітин, 
що не мають фенотипу множинної лікарської ре-
зистентності (Т-клітинна лінія трансформованих 
лімфоцитів людини Jurkat).

3. Нанокомпозитний ФС на основі цитратних 
НЧ Au та МС продемонстрував вдвічі вищу фо-
тодинамічну активність по відношенню до мела-
номних клітин порівняно з вільним МС в тій же 
концентрації.

4. Природний полісахарид хітозан підвищив 
накопичення МС в клітинах меланоми, що дозво-
лило отримати загибель 96% клітин, опромінених 
лазерним світлом з довжиною хвилі 658 нм.

Подяка
Робота була частково підтримана проектом 

НАТО SfP No. 984702 «Металеві нанокристали для 
високочутливого виявлення біохімічних агентів».
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PHOTOBIOLOGY AND EXPERIMENTAL PHOTOMEDICINE
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ФОТОДИНАМИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ КРАСИТЕЛЯ МЕТИЛЕНОВОГО СИНЕГО 
НА КЛЕТКИ МЕЛАНОМЫ МЫШЕЙ

Меланома — агрессивная злокачественная опухоль, устойчивая к химио- и радиотерапии. Принимая 
во внимание то, что механизм фотодинамического повреждения отличается от механизма разруше-
ния клеток противоопухолевыми препаратами или ионизирующей радиацией, представляется вполне 
 вероятным предположение, что с помощью фотодинамической воздействия можно достичь повреждения 
меланомных клеток. Исследование выполнено на клетках меланомы мышей (клеточная линия В16F10). 
В качестве фотосенсибилизатора был использован краситель метиленовый синий (МС) из-за его аффин-
ности к пигменту меланомных клеток меланину. 

Установлено, что клетки линии B16F10 проявляют определенную чувствительность к фотодина-
мическому действию МС, но значительно более низкую, чем опухолевые клетки, не имеющие фенотипа 
множественной лекарственной резистентности (Т-клеточная линия трансформированных лимфоцитов 
человека Jurkat). Показано, что фотодинамическую активность МС относительно меланомных клеток 
можно повысить с помощью наночастиц золота (НЧ Au). В опытах использовано два вида последних: НЧ 
Au, при синтезе которых в качестве восстановителя тетрахлораурат использовано цитрат натрия 
(«цитратные»), и НЧ Au, при синтезе которых восстановителем служил полоксамер плюроник F127 
(«плюрониковые»).

Созданы нанокомпозитные фотосенсибилизаторы на основе МС и наноразмерного золота. Приме-
нение «цитратных» НЧ Au вдвое повысило число погибших в результате облучения меланомных клеток 
по сравнению со свободным МС в той же концентрации, что и в композитном фотосенсибилизаторе. 
Композит МС с «плюрониковыми» НЧ Au, наоборот, приводил к гибели несколько меньшего количества 
облученных клеток по сравнению со свободным МС. Это, очевидно, объясняется частичным восстановле-
нием МС до бесцветной лейкоформы остатками плюроника F127. в растворе НЧ Au после их отмывания 
центрифугированием. 

Проверено также влияние природного полисахарида хитозана на фотодинамическую активность 
МС. Показано, что примененный вместе с МС хитозан повышает накопление фотосенсибилизатора 
в клетках меланомы, что приводит к гибели 96% облученных клеток.

Таким образом, клетки меланомы мышей (клеточная линия B16F10) демонстрируют определенную 
чувствительность к фотодинамическому влиянию с МС. Чувствительность меланомных клеток к та-
кому влиянию значительно снижена по сравнению с чувствительностью опухолевых клеток, не имеющих 
фенотипа множественной лекарственной резистентносиі (Т-клеточная линия трансформированных 
лимфоцитов человека Jurkat). Нанокомпозитный ФС на основе цитратных НЧ Au и МС продемонстриро-
вал в два раза более высокую фотодинамическую активность по отношению к меланомным клеткам по 
сравнению со свободным МС в той же концентрации. Природный полисахарид хитозан повысил накопле-
ние МС в клетках меланомы, что позволило получить гибель 96% клеток, облученных лазерным светом 
с длиной волны 658 нм.

Ключевые слова: клеточная линия меланомы мышей B16F10, фотодинамическая терапия, мети-
леновый синий, наночастицы золота, хитозан.
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PHOTODYNAMIC ACTIVITY OF THE DYE METHYLENE BLUE  
ON MURINE MELANOMA CELLS

Melanoma is an aggressive malignant tumor that is resistant to chemo- and radiotherapy. Taking into 
account that the mechanism of photodynamic damage significantly differs from the mechanism of cell destruction 
by cytotoxic drugs or ionizing radiation, it can be assumed that melanoma damage can be achieved with the help 
of photodynamic therapy.

The study was performed on murine melanoma cell line B16F10. Methylene blue (MB) dye was used as 
a photosensitizer (PS) because of its known affinity to the melanoma cell pigment – melanin.

It has been found that B16F10 cells possess sensitivity to photodynamic therapy with MB. But this effect was 
significantly lower than for tumor cells that lack multiple drug resistance phenotype (human transformed T-cell 
line Jurkat). It was shown that the photodynamic activity of MB in relation to melanoma cells can be increased by 
creating of its composite with gold nanoparticles (GNP), in the synthesis of which tetrachloroaurate reduction was 
made by sodium citrate, but not by poloxamer Pluronic F127.
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ФОТОБІОЛОГІЯ ТА ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ФОТОМЕДИЦИНА
After the sensitization of melanoma cells with MB in composition with citrate GNPs and subsequent laser 

irradiation, twofold increase of cell death was achieved in comparison with free MB used in the same concentration. 
The MB composite with GNPs, synthesized with the presence of Pluronic F127, on the contrary, after light exposure 
led to the elimination of a slightly reduced number of cells compared to free MB. This effect can be evidently explained 
by the partial reduction of the MB to the colorless leuko-form by the pluronic F127, which remained in the solution 
of GNP after their washing by centrifugation.

The effect of natural polysaccharide chitosan on photodynamic activity of MB was also studied. It has been 
shown that the use of chitosan together with MB increased the accumulation of PS in melanoma cells, which led to 
the elimination of 96% of irradiated cells.

Thus, murine melanoma cell line B16F10 exhibits sensitivity to photodynamic therapy with MB. The 
susceptibility of melanoma cells to this treatment is significantly reduced in comparison with the sensitivity of 
tumor cells, which do not have the phenotype of multiple drug resistance (transformed human T-cell line Jurkat). 
Nanocomposite PS based on citrate GNPs and MB demonstrated twice higher photodynamic activity with the respect 
to melanoma cells in comparison to free MB at the same concentration. Natural polysaccharide chitosan increased 
the accumulation of MB in melanoma cells, which allowed achieving cell mortality up to 96% after irradiation of 
the samples with laser light on a wavelength of 658 nm.

Key words: murine melanoma cell line B16F10, photodynamic therapy, methylene blue, gold nanoparticles, 
chitosan.


