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Обоснование. Рибофлавин (витамин В2) счита-
ется одним из наиболее перспективных аген-
тов для фотодинамической терапии. Однако 
его применение ограничено возбуждением 
в  ультрафиолетовом (УФ) и  синем диапазонах 
спектра и, как следствие, малой (не более не-
скольких миллиметров) глубиной проникно-
вения в биоткань. Решением данной проблемы 
видится разработка подходов, обеспечиваю-
щих фотовозбуждение молекул рибофлавина 
под действием инфракрасного (ИК) света в глу-
бине опухолевой ткани. В качестве посредни-
ка, способного эффективно преобразовывать 
возбуждающее излучение ближнего ИК диа-
пазона, проникающее в  биоткань на глубину 
до 3 см, в фотолюминесценцию УФ и видимого 
диапазона спектра, могут быть рассмотрены 
наноразмерные апконвертирующие фосфоры 
(НАФ). Цель – оценить эффективность исполь-
зования НАФ для ИК-опосредованной актива-
ции рибофлавина в глубине опухолевой ткани 
при проведении фотодинамической терапии. 
Материал и методы. Водорастворимая фор-
ма рибофлавина  – флавинмононуклеотид 
(ФМН) (Фармстандарт-УфаВИТА, Россия)  – был 
использован в качестве фотосенсибилизатора 
в экспериментах in vitro и in vivo. Эксперименты 
in vitro выполнены на клеточных линиях аде-
нокарциномы молочной железы человека 
SK-BR-3, глиобластомы человека U-87  MG 
и глиомы крысы C6. Карцинома легкого Льюис, 
перевитая мышам-гибридам BDF1, была ис-
пользована в качестве модели для демонстра-
ции доставки ФМН в  опухолевую ткань. Для 
фотоактивации ФМН in vivo применялись НАФ 
со структурой «ядро/оболочка» [NaYF4:Yb3+, 
Tm3+/NaYF4]. Фотодинамическая терапия на ос-
нове ФМН, НАФ и лазерного излучения 975 нм 
проводилась на ксенографтах мыши SK-BR-3. 
Результаты. Показано, что ФМН может высту-
пать в качестве эффективного фотосенсибили-
затора in vitro в  отношении клеточных линий 

SK-BR-3, U-87 MG и C6. Значения IC50 для клеток 
глиомы составляли ~30 мкМ ФМН, а для клеток 
карциномы молочной железы SK-BR-3 ~50 мкМ 
ФМН (24  ч инкубации, облучение 4,2  Дж/см2). 
С использованием модели карциномы легкого 
Льюис установлено, что соответствующая кон-
центрация ФМН (30  мкМ и  выше) может быть 
достигнута в опухоли в результате системного 
введения ФМН (через  2 и  24  часа после вве-
дения). На ксенографтах мыши SK-BR-3 про-
демонстрирован эффект фотодинамической 
терапии с  использованием света ближнего 
ИК диапазона для НАФ-опосредованного воз-
буждения ФМН, торможение роста опухоли 
при этом составило 90 ± 5%. Заключение. 
Продемонстрирована возможность приме-
нения рибофлавина (витамина В2) в  качестве 
фотосенсибилизатора для фотодинамической 
терапии. Использование подхода, основанно-
го на фотовозбуждении ФМН через антисток-
совую фотолюминесценцию НАФ, позволяет 
реализовать метод фотодинамической тера-
пии с применением света из ближнего ИК ди-
апазона спектра.
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Фотодинамическая терапия (ФДТ)  – 
перспективный метод лечения он-
кологических заболеваний, который 
основан на способности фотосен-

сибилизаторов (ФС) селективно накапливать-
ся в  опухолевой ткани. Под действием энергии 
лазерного излучения в  сенсибилизированных 
клетках и  тканях развиваются фотохимические 
реакции с  выделением синглетного кислорода 
и  свободных радикалов, что приводит к  гибели 
и  разрушению опухолевых клеток без негатив-
ного влияния на здоровые ткани и органы. ФДТ 
не сопровождается токсическими эффектами, 
осложнениями и может быть повторно проведе-
на в зоне предшествующего лечения. По сравне-
нию с  хирургическим вмешательством ФДТ ме-
нее инвазивна, восстановительный период более 
короткий и благоприятный [1]. Фототерапия су-
щественно расширяет арсенал методов лечения 
опухолей различной локализации, она также ре-
комендована при опухолях, обладающих множе-
ственной лекарственной устойчивостью [2].

В настоящее время в практике используются 
ФС, относящиеся к  порфиринам (первое поко-
ление), хлоринам (второе поколение) и фталоци-
анинам. Все они обладают низкой эффективно-
стью и неравномерностью накопления в опухоли, 
требуется их повторное введение по причине бы-
строго фотообесцвечивания в ходе облучения, и, 
как следствие, препараты проявляют системную 
токсичность при небольшой результативности 
[3].

Поиск более эффективных и менее токсичных 
соединений, лишенных недостатков ФС первого 
и  второго поколения,  – одна из основных стра-
тегий улучшения ФДТ. В качестве альтернативы 
органическим ФС может быть предложен при-
родный рибофлавин, также обладающий фото-
сенсибилизирующими свойствами [4]. При высо-
кой концентрации кислорода в  среде он служит 
даже более эффективным продуцентом синглет-
ного кислорода, чем порфирин, наиболее широко 
используемый в ФДТ [5]. В недавних работах ри-
бофлавин использовался в  качестве фотосенси-
билизатора для лечения рака шейки матки HeLa 
[6] и меланомы В16 [7] in vitro. Основное ограни-
чение использования водорастворимой формы 
рибофлавина – флавинмононуклеотида (ФМН) – 
в качестве ФС связано с тем, что синий свет, необ-
ходимый для его активации, наименее эффектив-
но проникает в биоткань [8].

В качестве решения проблемы мы предлага-
ем использовать наноразмерные апконвертиру-
ющие фосфоры (НАФ), способные эффективно 

преобразовывать возбуждающее излучение 
ближнего инфракрасного (ИК) диапазона, тра-
диционно применяемое для ФДТ, в  фотолюми-
несценцию видимого и  ультрафиолетового (УФ) 
диапазонов спектра и  таким образом активиро-
вать рибофлавин на глубине ткани [9, 10]. Целью 
данной работы была оценка эффективности ис-
пользования НАФ для ИК-опосредованной акти-
вации рибофлавина в глубине опухолевой ткани 
при проведении ФДТ.

Материал и методы
Исследование фототоксичности 
флавинмононуклеотида in vitro 
Клетки аденокарциномы молочной железы че-
ловека SK-BR-3, глиобластомы человека U-87 
MG и глиомы крысы С6 высевали в 96-луночные 
планшеты (5 × 104/мл, 100 мкл на лунку) в полной 
среде RPMI-1640 (Thermo Fisher, США). Через 
24 часа среду заменяли на свежую, содержащую 
10–100  мкМ ФМН (Фармстандарт-УфаВИТА, 
Россия), и  инкубировали в  темноте 90  минут. 
Затем среду удаляли, клетки дважды промы-
вали фосфатно-солевым буфером (PBS, pH 7,4) 
и облучали лазером (ООО «Полироник», Россия, 
мощность 7 мВт/см2) на длине волны 450 нм в те-
чение 10  мин. Через 24  часа жизнеспособность 
клеток оценивали путем добавления 0,5  мг/мл 
МТТ (3-[4,5-диметилтриазол-2-ил]-2,5-дифе-
нилтетразолийбромид, Sigma, США) на 4  часа 
с  последующей элюцией образовавшегося фор-
мазана в  диметилсульфоксид. Результат оцени-
вали спектрофотометрически на длине волны 
540  нм (Multiscan FC, Thermo Scientific, США). 
Выживаемость клеток рассчитывали по формуле: 
OD экспериментальной группы / OD контроль-
ная × 100%. Всего было проведено три независи-
мых эксперимента, каждый из которых включал 
в себя не менее трех повторов для каждой экспе-
риментальной точки.

Накопление флавинмононуклеотида в мышиной 
модели карциномы легкого Льюис
Мышам-гибридам BDF1 (C57Bl/6 × DBA2) переви-
вали модель карциномы легкого Льюис (LLC) из 
банка опухолевых штаммов ФГБУ «НМИЦ он-
кологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России. 
На 10-й  день после перевивки мышам системно 
(через ретроорбитальный синус) вводили ФМН 
в  объеме 150  мкл с  концентрацией 10  мг/мл. 
Через 2 и 24 часа по 2 мыши выводили из экспе-
римента, кожный лоскут удаляли и  сканирова-
ли открытую область непрерывным полупрово-
дниковым лазером с  длиной волны 450  нм при 
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помощи эпилюминесцентной имиджинговой 
системы, разработанной в  Институте фотонных 
технологий РАН (г. Троицк) по предложенной ра-
нее технологии [11]. Спектральная полоса реги-
страции флуоресценции составляла 500–570 нм. 
Полученные изображения были обработаны 
в программном обеспечении XCAP for Windows, 
версия 3.7.120907.083752, позволяющем перевести 
люминесцентные изображения в относительные 
единицы люминесценции ФМН для любой об-
ласти изображения. Для каждого изображения 
в программе XCAP было сделано по 10 измерений 
в  области опухоли и  по 10  измерений в  области 
нормальных тканей.

Синтез наноразмерных апконвертирующих 
фосфоров и их поверхностная модификация для 
биомедицинского применения
Синтез НАФ на основе фторидной матрицы 
NaYF4, допированной ионами лантаноидов (ту-
лия Tm3+, иттербия Yb3+), и модификация их по-
верхности биосовместимым полимерным покры-
тием на основе гидроксида тетраметиламмония 
проводились в соответствии с описанными ранее 
методиками [11, 12].

Фотодинамическая терапия in vivo
ФДТ проводили на модели ксенографтов адено-
карциномы молочной железы человека SK-BR-3 
у мышей. Для этого клетки SK-BR-3 (5 × 105 кле-
ток) имплантировали подкожно в  правый бок 
иммунодефицитных мышей линии Balb nu/nu 
(НПП «Питомник лабораторных животных» 
ИБХ РАН, г.  Пущино). Динамику роста оцени-
вали по формуле: V  =  (длина × [ширина]2) / 2. 
Терапию проводили при достижении опухо-
лью размеров 120 ± 15  мм3. Мышам перитумо-
рально вводили комбинацию ФМН (50  мкл, 
500  мкМ) и  НАФ (25  мкг); через 1,5  часа по-
сле введения опухоль облучали лазером ATC-
C4000-200-AMF-975 (Semiconductor devices, 
Россия) на длине волны 975  нм (900  Дж/см2, 
импульсный режим). В  качестве контроля ис-
пользовали опухоли с  аналогичной комбина-
цией веществ, но без последующего лазерного 
воздействия. Противоопухолевую активность 
определяли как торможение роста опухоли 
[ТРО, %] = (контроль ТРО - экспериментальная 
группа ТРО) / Контроль ТРО × 100%, в  течение 
50 дней. Для оценки тканевой реакции на тера-
пию по 2 мыши из каждой группы выводились 
из эксперимента через сутки после воздействия. 
Гистологические образцы исследовали путем 
окрашивания гематоксилином и эозином.

Этическая экспертиза. Работа выполнена 
в соответствии с этическими принципами прове-
дения биомедицинских исследований, отражен-
ными в  Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации, и  утверждена эти-
ческим комитетом ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Блохина» Минздрава России (номер до-
кумента 2018-034).

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программного обеспечения GraphPad 
Prizm v.5.0 (GraphPad, США). Для сравнения 
групп применяли U-критерий Манна  – Уитни, 
различия принимали статистически значимыми 
при р < 0,05.

Результаты
Оценка токсичности фотоактивированного 
флавинмононуклеотида in vitro
Была оценена темновая и  световая токсичность 
ФМН в  отношении ряда опухолевых клеток in 
vitro, в том числе впервые был изучен цитотокси-
ческий эффект ФМН в отношении клеток глиомы 
U-87 MG и  C6. Показано, что облучение синим 
светом (450 нм, 4,2 Дж/см2) среды, содержавшей 
50 мкМ ФМН, через 24 ч приводило к снижению 
жизнеспособности клеток карциномы молочной 
железы человека SK-BR-3 до 52 ± 8% относитель-
но контроля (среднее ± SD), в  то время как для 

Рис. 1. Жизнеспособность клеток SK-BR-3, U-87 MG и С6. Клетки инкубировали 
в присутствии 50 мкМ ФМН в течение 90 мин и облучали синим светом (450 нм, 4,2 Дж/см2), 
жизнеспособность оценивали методом МТТ-теста через 24 часа (см. подробное 
описание в разделе статьи «Материал и методы»). Выживаемость интактных клеток 
(контроль) принимали за 100%. Оценивали также темновую токсичность 50 мкМ 
флавинмононуклеотида (ФМН) (без облучения) и выживаемость при облучении клеток 
в среде, не содержащей ФМН. На гистограмме приведены средние значения ± SD трех 
независимых экспериментов. Для сравнения групп применяли U-критерий Манна – Уитни, 
была найдена статистически значимая (р < 0,05) разница между экспериментальной 
группой (50 мкМ ФМН + облучение) и контролем, а также между экспериментальной 
группой (50 мкМ ФМН + облучение) и двумя другими экспериментальными группами 
(50 мкМ ФМН без облучения; облучение без ФМН)
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клеток глиомы U-87 MG и C6 снижение выжива-
емости составило 35 ± 7 и 40 ± 4% соответственно 
(среднее ± SD) (рис. 1). При этом в темновых усло-
виях инкубация с ФМН в течение тех же 24 ч не 
приводила к гибели клеток вплоть до концентра-
ции 5 мМ.

Накопление флавинмононуклеотида в опухолевой 
ткани in vivo
Было показано, что ФМН способен накапливать-
ся в  перевитой карциноме легкого Льюис в  ре-
зультате системного введения. Так, через 24  ч 
после введения флуоресцентный сигнал ФМН 
в  опухоли превышал сигнал прилегающих нор-
мальных тканей, при этом визуальный контраст 
составлял 1:5 (рис. 2). Абсолютные значения флу-
оресценции были измерены в  программе XCAP. 
Для каждого животного (n = 2) было сделано по 
10  измерений в  области опухоли и  по 10  изме-
рений в  области нормальных тканей. На основе 
калибровочных измерений концентрация ФМН 
в  опухоли при этом была оценена как 30  мкМ 
и  выше. Важно также отметить, что в  течение 
2 часов с момента введения флуоресценция ФМН 

была сосредоточена на периферии опухоли, в бо-
гатой кровеносными сосудами области, тогда как 
после 24 ч ФМН был распределен по всему объе-
му опухоли.

Фотодинамическая терапия с использованием 
флавинмононуклеотида и наноразмерных 
апконвертирующих фосфоров in vivo
ФДТ с  использованием света ближнего ИК-
диапазона (975  нм) для НАФ-опосредованного 
возбуждения ФМН приводила к  значительно-
му уменьшению объема опухоли по сравнению 
с контрольной группой, ТРО при этом составило 
90 ± 5% (среднее ± SD) через 50 дней после облуче-
ния (рис. 3) (р < 0,05). Через 24 ч после сеанса ФДТ 
по 2 животных из каждой группы выводились из 
эксперимента для патоморфологического анали-
за процессов, протекающих в  опухолевой ткани. 
Результаты гистологического исследования опу-
холей в  контрольной группе характеризовались 
наличием неповрежденных опухолевых клеток 
без каких-либо изменений. Напротив, опухоли, 
содержащие комбинацию ФМН и  НАФ, проде-
монстрировали резкое снижение плотности ядро-
содержащих клеток. Большинство из них имели 
вакуолизированную цитоплазму и  разрушенные 
цитоплазматические мембраны. Ядра имели окру-
глую или неправильную форму, были отекшими, 
с разрывами кариолеммы. Процедура ФДТ также 
вызывала разрыв кровеносных сосудов с обшир-
ными кровоизлияниями в интерстиций опухоли. 
Основываясь на гистологическом заключении, мы 
оцениваем диапазон глубины воздействия ФДТ 
с  помощью комбинации «рибофлавин + НАФ» 
в 8–10 мм с учетом толщины опухолевого очага.

Обсуждение
ФМН вовлечен во многие патологические про-
цессы, включая онкогенез, что приводит к  повы-
шенному накоплению его опухолевыми клетками. 
Например, установлено, что у  женщин, страдаю-
щих раком молочной железы, концентрация бел-
ка-транспортера рибофлавина в крови заметно по-
вышается [13]. Таргетные свойства молекулы ФМН 
были продемонстрированы ранее для различных 
типов опухолей, включая карциномы молочной 
железы, шейки матки или простаты [14–16]. ФМН 
выступает кофактором различных ферментатив-
ных реакций, вследствие чего не распознается бел-
ками лекарственной устойчивости как экзогенное 
вещество. Именно  поэтому он может быть пер-
спективным агентом для терапии опухолей, об-
ладающих множественной лекарственной устой-
чивостью [17]. Благодаря своим фотохимическим 

Рис. 2. Эпилюминесцентные фотографии мыши BDF1 с карциномой легкого Льюис (LLC), 
привитой на дорсальной стороне животного с откинутым кожным лоскутом. Возбуждение 
450 нм, спектральная полоса регистрации флуоресценции 500–570 нм. А: I. Поверхность 
опухоли через 2 часа после системного введения флавинмононуклеотида (ФМН); II. Та 
же область, срез через центр опухоли. Б: I. Поверхность опухоли через 24 часа после 
системного введения ФМН; II. Та же область, срез через центр опухоли

А

Б
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свойствам и способности нарабатывать активные 
формы кислорода при облучении УФ и синим све-
том рибофлавин признан эффективным ФС для 
антибактериальной ФДТ [18]. В отличие от многих 
органических ФС, ФМН обладает крайне низкой 
темновой токсичностью и  не оказывает ингиби-
рующего эффекта на рост клеток до концентрации 
как минимум 5 мМ. Для сравнения, фотофрин об-
ладает темновой токсичностью с IC50 около 5 мкМ 
[5, 13], то есть на три порядка выше. Это позволя-
ет рассматривать ФМН как потенциально эффек-
тивный ФДТ-агент с  минимальными побочными 
эффектами. При этом световая токсичность ФМН 
достигается в  микромолярном диапазоне кон-
центраций (30–50 мкМ, в зависимости от свойств 
клеточной линии). Мы показываем, что такая кон-
центрация ФМН (30 мкМ и выше) может быть до-
стигнута при системном введении ФМН в течение 
2–24  ч. Полученные нами результаты коррелиру-
ют с опубликованными ранее работами, в которых 
свойства молекулы ФМН адресно накапливаться 
в  опухолевой ткани были продемонстрированы 
для различных типов опухолей, включая карци-
ному молочной железы, шейки матки, простаты 
[14–16].

К слабым сторонам ФМН в качестве ФС можно 
отнести недостаточную глубину проникновения 
активирующего УФ или синего света в биоткань 
в  результате значительного поглощения света 
в  этом спектральном диапазоне. Например, глу-
бина проникновения на длине волны 360 нм была 
ранее оценена как 60 мкм, что позволяет достичь 

лишь верхнего слоя эпидермиса кожи челове-
ка [19]. Напротив, проникновение света в  ИК 
диапазоне может достигать 2–3  см, что делает 
ИК-опосредованное возбуждение ФС перспек-
тивным инструментом ФДТ. В данной работе мы 
предлагаем подход, основанный на использова-
нии неорганических наночастиц (апконвертиру-
ющих нанофосфоров) с заданными оптическими 
свойствами для преобразования света ближнего 
ИК диапазона в свет УФ и видимого спектра, что 
позволяет активировать ФМН в глубине биотка-
ни. Такой подход позволил нам добиться значи-
тельного торможения роста опухоли (90 ± 5%, 
среднее ± SD, через 50 дней после облучения), при 
этом мы оцениваем глубину воздействия ФДТ 
в 8–10 мм с учетом толщины опухолевого очага. 
В  результате ФДТ были повреждены не только 
опухолевые клетки, но и  стенки кровеносных 
сосудов, что приводило к  обширным кровоиз-
лияниям в интерстиций опухоли. Известно, что 
именно сосудистые повреждения в  результате 
фотодинамического воздействия обеспечивают 
наиболее быструю реакцию на проводимую те-
рапию и иногда выявляются даже до завершения 
лечения [1]. Кроме того, необходимо отметить 
люминесцентные свойства ФМН и НАФ, которые 
позволяют использовать комбинацию этих пре-
паратов не только для терапии опухоли, но и для 
визуализации опухолевого очага (так называемая 
тераностика). Перспективы применения НАФ 
в  качестве контрастного агента для маркирова-
ния опухоли обсуждались нами ранее [20].

Рис. 3. Экспериментальная лазерная установка для проведения фотодинамической терапии (ФДТ) и мышиная модель 
аденокарциномы молочной железы SK-BR-3 (А). Результаты гистологического исследования опухолевой ткани экспериментальной 
и контрольной групп через сутки после сеанса ФДТ, окраска гематоксилин-эозином, × 200 (Б). График торможения роста опухоли 
в экспериментальной и контрольной группах в течение 50 дней после однократного сеанса ФДТ, данные на графике отображены 
как среднее ± SD (В); ФМН – флавинмононуклеотид, НАФ – наноразмерные апконвертирующие фосфоры, ИК – инфракрасное 
излучение, ТРО – торможение роста опухоли
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Заключение
В данной работе была оценена эффективность 
применения комбинации рибофлавина (ви-
тамина В2) и  НАФ для ФДТ in vitro и  in vivo. 
Фотовозбуждение рибофлавина при этом осу-
ществлялось с  помощью света из ближнего ИК 

диапазона спектра и  было опосредовано ан-
тистоксовой фотолюминесценцией НАФ, что по-
зволило реализовать метод ФДТ в глубине опухо-
левой ткани (до 3 мм). Описанный подход может 
быть предложен как перспективное направление 
в ФДТ солидных опухолей. 

Дополнительная информация
Финансирование

Работа выполнена при поддержке Министерства науки и высшего об-
разования в рамках выполнения работ по Государственному заданию 
ФНИЦ «Кристаллография и  фотоника» РАН в  части биовизуализации 
и Российского фонда фундаментальных исследований в рамках науч-
ных проектов № 17-00-00122 (K) (17-00-00118) в части экспериментов 
с SK-BR-3 и LLC и № 18-29-01021 в части экспериментов с культурами 
глиомных клеток U-87 MG и C6.

Конфликт интересов

Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов 
интересов, связанных с публикацией настоящей статьи.

Участие авторов

Н.В. Шолина и  Р.А. Акасов  – концепция и  дизайн исследования, сбор 
и обработка материалов, анализ полученных данных, написание тек-
ста; Д.А. Хоченков – сбор и обработка материалов, анализ полученных 
данных, написание текста; А.Н. Генералова – концепция и дизайн ста-
тьи, модификация образцов наноразмерных апконвертирующих фос-
форов биосовместимым полимерным покрытием, анализ полученных 
данных; В.А. Семчишен  – анализ экспериментальных результатов ис-
следования; Е.В. Хайдуков – концепция и дизайн статьи, утверждение 
итогового варианта текста рукописи. Все авторы внесли существенный 
вклад в проведение исследования и подготовку статьи, прочли и одо-
брили финальную версию перед публикацией.

Литература / References
 1. Agostinis  P,  Berg  K, Cengel  KA, Foster  TH, Gi-

rotti  AW, Gollnick  SO, Hahn  SM, Hamblin  MR, 
Juzeniene  A, Kessel  D, Korbelik  M, Moan  J, 
Mroz  P,  Nowis  D, Piette  J, Wilson  BC, Golab  J. 
Photodynamic therapy of cancer: an update. 
CA Cancer J  Clin. 2011;61(4): 250–81. doi: 
10.3322/caac.20114.

 2. Dysart  JS, Patterson  MS. Characterization of 
Photofrin photobleaching for singlet oxygen 
dose estimation during photodynamic therapy 
of MLL cells in vitro. Phys Med Biol. 2005;50(11): 
2597–616. doi: 10.1088/0031-9155/50/11/011.

 3. Allison RR, Sibata CH. Oncologic photodynamic 
therapy photosensitizers: a clinical review. Pho-
todiagnosis Photodyn Ther. 2010;7(2): 61–75. 
doi: 10.1016/j.pdpdt.2010.02.001.

 4. Cardoso DR, Libardi SH, Skibsted LH. Riboflavin 
as a  photosensitizer. Effects on human health 
and food quality. Food Funct. 2012;3(5): 487–
502. doi: 10.1039/c2fo10246c.

 5. Baier  J, Maisch T, Maier  M, Engel  E, Landthal-
er  M, Bäumler  W. Singlet oxygen generation 
by UVA light exposure of endogenous photo-
sensitizers. Biophys  J. 2006;91(4): 1452–9. doi: 
10.1529/biophysj.106.082388.

 6. Yang MY, Chang CJ, Chen LY. Blue light induced 
reactive oxygen species from flavin mononu-
cleotide and flavin adenine dinucleotide on 
lethality of HeLa cells. J  Photochem Photobi-
ol B. 2017;173:325–32. doi: 10.1016/j.jphotobi-
ol.2017.06.014.

 7. Ohara M, Fujikura T, Fujiwara H. Augmentation 
of the inhibitory effect of blue light on the 
growth of B16  melanoma cells by riboflavin. 
Int J  Oncol. 2003;22(6): 1291–5. doi: 10.3892/
ijo.22.6.1291.

 8. Pass  HI. Photodynamic therapy in oncology: 
mechanisms and clinical use. J Natl Cancer Inst. 
1993;85(6): 443–56. doi: 10.1093/jnci/85.6.443.

 9. Nadort A, Sreenivasan VK, Song Z, Grebenik EA, 
Nechaev  AV, Semchishen  VA, Panchenko  VY, 
Zvyagin AV. Quantitative imaging of single up-
conversion nanoparticles in biological tissue. 
PLoS One. 2013;8(5):e63292. doi: 10.1371/jour-
nal.pone.0063292.

 10. Wang  M, Abbineni  G, Clevenger  A, Mao  C, 
Xu  S. Upconversion nanoparticles: synthesis, 
surface modification and biological applica-
tions. Nanomedicine. 2011;7(6): 710–29. doi: 
10.1016/j.nano.2011.02.013.

 11. Generalova  AN, Rocheva  VV, Nechaev  AV, 
Khochenkov  DA, Sholina  NV, Semchishen  VA, 
Zubov VP, Koroleva AV, Chichkova BN, Khaydu-
kova EV. PEG-modified upconversion nanopar-
ticles for in vivo optical imaging of tumors. 
RSC Adv. 2016;(36): 30089–97. doi: 10.1039/
C5RA25304G.

 12. Guller  AE, Generalova  AN, Petersen  EV, 
Nechaev  AV, Trusova  IA, Landyshev  NN, Na-
dort  A, Grebenik  EA, Deyev  SM, Shekhter  AB, 
Zvyagin  AV. Cytotoxicity and non-specific cel-
lular uptake of bare and surface-modified up-
conversion nanoparticles in human skin cells. 
Nano Res. 2015;8(5): 1546–62. doi: 10.1007/
s12274-014-0641-6.

 13. Bareford LM, Avaritt BR, Ghandehari H, Nan A, 
Swaan  PW. Riboflavin-targeted polymer con-
jugates for breast tumor delivery. Pharm Res. 
2013;30(7): 1799–812. doi: 10.1007/s11095-
013-1024-5.

 14. Thomas TP, Choi SK, Li MH, Kotlyar A, Baker JR 
Jr. Design of riboflavin-presenting PAMAM 
dendrimers as a  new nanoplatform for can-
cer-targeted delivery. Bioorg Med Chem 
Lett. 2010;20(17): 5191–4. doi: 10.1016/j.
bmcl.2010.07.005.

 15. Sau A, Sanyal S, Bera K, Sen S, Mitra AK, Pal U, 
Chakraborty  PK, Ganguly  S, Satpati  B, Das  C, 
Basu  S. DNA Damage and apoptosis induc-
tion in cancer cells by chemically engineered 

thiolated riboflavin gold nanoassembly. ACS 
Appl Mater Interfaces. 2018;10(5): 4582–9. doi: 
10.1021/acsami.7b18837.

 16. Jayapaul J, Arns S, Bunker M, Weiler M, Ruther-
ford S, Comba P, Kiessling F. In vivo evaluation 
of riboflavin receptor targeted fluorescent US-
PIO in mice with prostate cancer xenografts. 
Nano Res. 2016;9(5): 1319–33. doi: 10.1007/
s12274-016-1028-7.

 17. Rao  PN, Levine  E, Myers  MO, Prakash  V, Wat-
son J, Stolier A, Kopicko JJ, Kissinger P, Raj SG, 
Raj  MH. Elevation of serum riboflavin carrier 
protein in breast cancer. Cancer Epidemiol Bio-
markers Prev. 1999;8(11): 985–90.

 18. Makdoumi  K, Goodrich  R, Bäckman  A. Photo-
chemical eradication of methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus by blue light activation 
of riboflavin. Acta Ophthalmol. 2017;95(5): 498–
502. doi: 10.1111/aos.13409.

 19. Meinhardt  M, Krebs  R, Anders  A, Heinrich  U, 
Tronnier  H. Wavelength-dependent penetra-
tion depths of ultraviolet radiation in human 
skin. J  Biomed Opt. 2008;13(4): 044030. doi: 
10.1117/1.2957970.

 20. Рочева  ВВ, Шолина  НВ, Деревяшкин  СП, 
Генералова  АН, Нечаев  АВ, Хоченков  ДА, 
Семчишен  ВА, Хайдуков  ЕВ, Степанова  ЕВ, 
Панченко  ВЯ. Люминесцентная диагно-
стика опухолей с  применением апконвер-
тирующих наночастиц. Альманах клини-
ческой медицины. 2016;44(2): 227–33. doi: 
10.18786/2072-0505-2016-44-2-227-233. 
[Rocheva VV, Sholina NV, Derevyashkin SP, Gen-
eralova  AN, Nechaev  AV, Khochenkov  DA, 
Semchishen VA, Khaydukov EV, Stepanova EV, 
Panchenko VYa. Luminescence diagnostics of 
tumors with upconversion nanoparticles. Al-
manac of Clinical Medicine. 2016;44(2): 227–33. 
Russian. doi: 10.18786/2072-0505-2016-44-2-
227-233.]

Альманах клинической медицины. 2019; 47 (7): 647–653. doi: 10.18786/2072-0505-2019-47-057

652 Оригинальные статьи



Rationale: Riboflavin (vitamin B2) is one of the 
most promising agents for photodynamic ther-
apy (PDT). However, its use is limited by the exci-
tation in the ultraviolet (UV) and visible spectral 
ranges and, as a result, by a small penetration into 
biological tissue not exceeding a few millimeters. 
This problem could be solved by approaches en-
suring excitation of riboflavin molecules within 
tumor tissues by infrared (IR) light. Upconversion 
nanoparticles (UCNPs) can be potentially consid-
ered as mediators able to effectively convert the 
exciting radiation of the near IR range, penetrat-
ing into biological tissue to a 3 cm depth, into the 
photoluminescence in the UV and visible spectral 
ranges. Aim: To evaluate the efficacy of UCNPs 
for IR-mediated riboflavin activation in the depth 
of tumor tissue during PDT. Materials and meth-
ods: The water-soluble riboflavin flavin mononu-
cleotide (FMN, Pharmstandard-UfaVITA, Russia) 
was used as a  photosensitizer in in vitro and in 
vivo experiments. The in vitro experiments were 
performed on human breast adenocarcinoma 
SK-BR-3, human glioblastoma U-87  MG, and rat 
glioma C6 cell lines. Lewis lung carcinoma (LLC) in-
oculated to hybrid BDF1 mice was used as a model 
to demonstrate the delivery of FMN to the tumor. 
UCNPs with a  core/shell structure [NaYF4:Yb3+, 
Tm3+/NaYF4] were used for photoactivation of 
FMN in vivo. PDT based on FMN, UCNPs and laser 
radiation 975  nm (IR) was performed on mouse 
xenografts of human breast adenocarcinoma SK-
BR-3. Results: We were able to show that FMN 

could act as an effective in vitro photosensitizer for 
SK-BR-3, U-87 MG, and C6 cell lines. FMN IC50 values 
for glioma cells were ~30 μM, and for SK-BR-3 cell 
line ~50 μM (24 h incubation, irradiation 4.2 J/cm2). 
In the LLC model, the appropriate concentration of 
FMN (30 μM and above) can be achieved in the tu-
mor as a result of systemic administration of FMN 
(at 2 and 24 hours after injection). The effect of PDT 
using near IR light for UCNP-mediated excitation of 
FMN was demonstrated in mouse xenografts SK-
BR-3, with the tumor growth inhibition of 90 ± 5%. 
Conclusion: The study has demonstrated the pos-
sibility to use riboflavin (vitamin B2) as a photosen-
sitizer for PDT. The photoexcitation of FMN via the 
anti-Stokes photoluminescence of UCNPs allows 
for implementation of the PDT technique with the 
near IR spectral range.
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