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 В данной работе были проведены эксперименты по воздействию на раковые клетки реагентами, ингибиторами дыхательной цепи, с известным в литературе откликом.

Эксперименты по проточной цитометрии проводили с помощью системы CytoFLEX (Beckman Coulter, США), снабженной тремя источниками возбуждения (405, 488 и 635 нм). В каждом эксперименте были измерены не менее 105 событий. Спектральные каналы, встречающиеся далее в тексте, соответствуют следующим длинам волн возбуждения и излучения: PB450-H (ex = 405 нм / em = 450 (45) нм), FITC-H (ex = 405 нм / em = 525 (40) нм) = 488нм / em = 525 (40) нм). Каналы FSC и SSC соответствуют прямому и боковому рассеянию на 488 нм, фиолетовый SSC соответствует сигналу бокового рассеяния на длине волны 405 нм.
Для проверки гипотезы о чувствительности флуоресцентного отклика клеток в каналах 405/430-470нм (канал “РВ”) и 488/500-550 нм (канал “FITC”) были использованы клеточные линии Jurkat (иммортализованная клеточная линия лимфоцитов человека) и SK-OV-3 (линия клеток рака яичника). В качестве воздействующих агентов были использованы различные концентрации ингибиторов окислительного фосфорилирования (в диапазоне 0.001 – 10 мкМ) – олигомицина и карбонил цианида 3-хлорфенилгидразона (CCCP). Эти ингибиторы воздействуют на различные комплексы в дыхательной цепи переноса электронов, приводя к различным изменениям в концентрациях НАДН и ФАД. Для клеток с различным добавлением ингибитора в буферный раствор, с помощью проточного цитометра Cytoflex (Beckman Coulter, США) были измерены сигналы эндогенной автофлуоресценции с возбуждением в каналах “РВ” (возбуждение на 405 нм, детектирование 440 – 470 нм) и “FITC” (возбуждение на 488 нм, детектирование в диапазоне 500-550 нм). Клетки были отфильтрованы по величине сигнала бокового рассеяния и рассеяния вперёд, были устранены двойные срабатывания детектора. Редокс соотношение было рассчитано как отношение сигналов флуоресценции в FITC-канале к сигналу в PB-канале. На рисунке 1 представлены диаграммы размаха редокс-соотношения для образцов клеточных линий Jurkat (Рис. 1А,В) и SK-OV-3 (С, D) в зависимости от концентрации ингибитора дыхательной цепи. Как видно добавление >1 мкМ СССР приводит к увеличению концентрации ФАД, что приводит к увеличению редокс-соотношения (Рис. 1В, D), а добавление >0.1 мкМ олигомицина приводит к снижению редокс-соотношения (Рис. 1А, С) [1]. 
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Рисунок 1. Диаграммы размаха оптического редокс-соотношения, оцениваемого как отношение сигналов автофлуоресценции в каналах 488/500-550 нм и 405/440-470 нм в модельных экспериментах на клеточных линиях Jurkat (A,B) и SK-OV-3 (С, D) при добавлении различных ингибиторов клеточного дыхания – олигомицина (А,С), СССР (B,D).

Таким образом, аналогично редокс-соотношению, оцениваемому из оптической микроскопии [2], было получено, что отношение сигналов автофлуоресценции в каналах 488/500-550 нм и 405/440-470 нм, так же может служить индикатором редокс-соотношения, при этом оно может быть оценено для большой популяции клеток с помощью проточной цитометрии.
Экспериментальная работа выполнена при поддержке Фонда развития теоретической физики и математики «Базис», грант #19-2-6-125-1 за участие в конкурсе «Стипендии - Физический факультет (категория «Аспирант»)».

Работа выполнена при поддержке Междисциплинарной научно-образовательной школы Московского университета «Фотонные и квантовые технологии. Цифровая медицина».
Литература
1. Connolly N. M. C. et al. Guidelines on experimental methods to assess mitochondrial dysfunction in cellular models of neurodegenerative diseases //Cell Death & Differentiation. – 2018. – Т. 25. – №. 3. – С. 542-572.
2. Alhallak K. et al. Optical redox ratio identifies metastatic potential-dependent changes in breast cancer cell metabolism //Biomedical optics express. – 2016. – Т. 7. – №. 11. – С. 4364-4374.
PAGE  

