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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
Экспериментальные исследования

Введение. Фотодинамическая терапия — один из со-
временных методов лечения опухолевых и предопухолевых 
заболеваний. Данный метод имеет ряд ограничений, одним 
из направлений преодоления которых может быть его ком-
бинирование с химиотерапевтическими противоопухолевы-
ми средствами.

Цель исследования. Изучить возможности сочетания 
фотодинамической терапии с цисплатином на модели ме-
ланомы B16 у мышей линии C57BL/6.

Материалы и методы. Нами проведена оценка воз-
можности сочетания фотодинамического противоопухоле-
вого воздействия с использованием фотосенсибилизатора 
хлоринового ряда Радахлорина® и цисплатина на модели 
меланомы B16 у мышей линии C57BL/6. Фотоактивацию 
проводили лазерным излучением с длиной волны 662 нм 
с дозой облучения 300 Дж/см2.

Результаты. Торможение роста опухоли по сравнению 
с контрольной группой было максимальным на 7 сутки 
и составило 42 % в группе фотодинамической терапии 
(р < 0,01), 60 % в группе с введением цисплатина за 30 ми-
нут до фотодинамической терапии (р < 0,001), 57 % в груп-
пе с введением цисплатина через 24 часа после фотодина-
мической терапии (р < 0,001) и 31 % (р < 0,05) в группе с 
введением только цисплатина. Средняя продолжительность 
жизни животных до достижения опухолью объема 4 см3 со-
ставила 9,8 ± 0,6 суток в контроле, 9,3 ± 1,7 суток в группе 
с фотодинамической терапией (р = 0,9829), 8,9 ± 0,8 суток 
в группе, получавшей цисплатин (р = 0,3247), 10,3 ± 2,8 
суток при введении цисплатина за 30 минут до фотоди-
намической терапии (р = 0,1309) и 12,7 ± 2,1 суток при 
введении цисплатина через 24 часа после проведения фото-
динамической терапии (р = 0,0214).

Заключение. Комбинированное применение фотодина-
мической терапии Радахлорином® с введением цисплатина 
на модели меланомы B16 позволило получить аддитивный 
противоопухолевый эффект и увеличение продолжительно-
сти жизни.
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Introduction. Photodynamic therapy is one of the mod-
ern methods for treating tumor and pre-tumor diseases. This 
method has several limitations, which may be overcome by 
combining it with chemotherapeutic antitumor agents.

Aim. To investigate the potential of combining photody-
namic therapy with cisplatin in a B16 melanoma model in 
C57BL/6 mice.

Materials and methods. We evaluated the possibility of 
combining photodynamic antitumor treatment using the chlo-
rine photosensitizer Radachlorin® and cisplatin in a B16 mela-
noma model in C57BL/6 mice. Photoactivation was performed 
using 662 nm laser irradiation at a dose of 300 J/cm2.

Results. Tumor growth inhibition compared to the control 
group was maximal at 7 days and amounted to 42 % in the 
photodynamic therapy group (p < 0.01), 60 % in the cisplatin 
group administered 30 minutes before photodynamic therapy 
(p < 0.001), 57 % in the cisplatin group administered 24 hours 
after photodynamic therapy (p < 0.001), and 31 % (p < 0.05) 
in the cisplatin-only group. The mean survival time of animals 
until the tumor reached a volume of 4 cm3 was 9.8 ± 0.6 
days in the control group, 9.3 ± 1.7 days in the photodynamic 
therapy group (p = 0.9829), 8.9 ± 0.8 days in the cisplatin 
group (p = 0.3247), 10.3 ± 2.8 days when cisplatin was admin-
istered 30 minutes before photodynamic therapy (p = 0.1309), 
and 12.7 ± 2.1 days when cisplatin was administered 24 hours 
after photodynamic therapy (p = 0.0214).

Conclusion. The combined use of Radachlorin® photo-
dynamic therapy with cisplatin in the B16 melanoma model 
resulted in an additive anti-tumor effect and an increase in 
survival.
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Введение

Фотодинамическая терапия (ФДТ) — совре-
менный метод лечения опухолевых и предопу-
холевых заболеваний, применяемый в клини-
ческой практике. Он основан на накоплении 
фотосенсибилизатора (ФС) в ткани с последу-
ющим воздействием оптическим излучением 
на длине волны поглощения ФС [1]. Данный 
метод может быть применен как радикальный 
в лечении предопухолевых заболеваний и на 
начальных стадиях злокачественных новооб-
разований (рак кожных покровов и слизистых 
оболочек и др.) или как паллиативный в схе-
мах комбинированного и комплексного лечения 
поздних стадий злокачественных новообразова-
ний [1]. В основном ФДТ применяется в лече-
нии предопухолевых заболеваний полости рта, 
вульвы и шейки матки, доброкачественных и 
злокачественных новообразований кожи, зло-
качественных новообразований головы и шеи, 
легкого, пищевода, при терапии меланомы и её 
метастазов, а также злокачественных образова-
ний других локализаций [1, 2]. Сравнительные 
клинические исследования эффективности и 
безопасности применения ФДТ у пациентов с 
меланомой отсутствуют [2]. Опыт применения 
ФДТ при меланомах свидетельствует о необхо-
димости исследований модификации метода для 
повышения его эффективности [3, 4]. Одним из 
направлений повышения эффективности метода 
ФДТ является его комбинирование с химиотера-
певтическими противоопухолевыми средствами. 
В качестве перспективного средства в сочетании 
с ФДТ в лечении опухолей рассматривается ци-
сплатин и его модификации [5]. При этом ор-
ганические комплексы платины способны сами 
выступать в качестве фотосенсибилизаторов [6]. 
При моделировании опухолевого роста на лабо-
раторных животных одной из распространенных 
перевиваемых опухолей является меланома В16, 
которая также рекомендована для оценки эффек-
тивности фотосенсибилизаторов. Целью данной 
работы была оценка эффективности комбиниро-
ванного лечения меланомы B16 при различном 
временном сочетании ФДТ и цисплатина у мы-
шей линии C57BL/6.

Материалы и методы

Животные. Исследование проведено на 46 мышах сам-
цах линии C57BL/6 средним весом 19,7 ± 0,6 г (Филиал 
НИЦ «Курчатовский Институт» — ПИЯФ — питомник 
лабораторных животных «Рапполово», Россия). Живот-

ных содержали в пластиковых клетках (тип II) во вну-
треннем помещении со стандартизированными условиями 
(12:12 часовой режим искусственного освещения, приточ-
но-вытяжная вентиляция, температура воздуха 20−25 °С). 
Мыши получали стандартный комбинированный корм для 
лабораторных грызунов и питьевую воду ad libitum. Все 
манипуляции с животными осуществлялись в соответствии 
с этическими принципами, установленными Европейской 
конвенцией по защите позвоночных животных, исполь-
зующихся в экспериментальных и прочих научных целях 
(Страсбург, 1986 г.). Исследование было одобрено Ло-
кальным этическим комитетом ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Петрова» Минздрава России (протокол № 20 от 
19.11.2020).

Гуманные критерии. Для уменьшения страдания жи-
вотных в эксперименте мы использовали ряд критериев, 
при выявлении которых выполняли эвтаназию: достижение 
опухолью объема 4 см3 и более, полная анорексия в тече-
ние 24 ч., слабость/невозможность получения корма или 
воды, потеря более 15 % исходной массы тела [7]. Если 
животное подвергалось эвтаназии до конца эксперимента, 
эта дата считалась датой гибели. Эвтаназия проводилась 
методом ингаляции СО2. За животными вели ежедневное 
наблюдение.

Моделирование опухолевого процесса. Штамм мела-
номы B16 (коллекция ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. 
Петрова» Минздрава России) размораживали и вводили 
внутримышечно двум мышам-донорам C57BL/6. Через 10 
дней после трансплантации клеток сформировавшуюся 
опухоль иссекали в асептических условиях, измельчали 
протиранием через металлическое сито, готовили 10 % 
взвесь опухолевых клеток в 0,9 % NaCl и немедленно 
перевивали мышам-реципиентам в объеме 0,2 мл путем 
подкожной инъекции. Использовали инсулиновый шприц 
с иглой размером 26 G, срез иглы обращали к наружной 
поверхности тела. После перевивки регистрировали разме-
ры опухоли, при достижении опухолью линейного размера 
в одном из измерений 10 мм животных рандомизированно 
распределяли в опытные группы (соответствует среднему 
объему опухоли в группах 0,4 см3). Такой размер опухоли 
был выбран для уменьшения погрешности измерения при 
подкожной локализации опухоли и стандартизации оценки 
эффективности воздействий, применяемых в лаборатории.

Таким образом были сформированы пять групп жи-
вотных: «Контроль» (без дополнительных воздействий), 
группа «ФДТ» (выполнялось введение фотосенсибилиза-
тора и его фотоактивация в день включения в группу), 
группа «ЦП + ФДТ» (введение цисплатина за 30 мин. до 
выполнения фотоактивации фотосенсибилизатора), группа 
«ФДТ+ЦП» (введение цисплатина через 24 ч. после фото-
активации фотосенсибилизатора) и группа «ЦП» (введение 
цисплатина в день включения в группу).

Результаты оценивали по общепринятым показателям 
[8]: измеряли и рассчитывали объем опухолевого узла, тор-
можение роста опухоли (T%), продолжительность жизни. 
День рандомизации принят за нулевой для расчетов по-
казателей.

Препараты. Цисплатин в виде раствора для инъекций 
0,5 мг/мл вводили внутрибрюшинно в дозе 4 мг/кг, в груп-
пе «ЦП + ФДТ» за 30 мин. до ФДТ, в группе «ФДТ + ЦП» 
через 24 ч. после ФДТ, в группе «ЦП» в день включения 
в группу.

В качестве фотосенсибилизатора был использован пре-
парат хлоринового ряда Радахлорин®. Дозу применяли на 
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основании ранее проведенных нами исследований [9]. Ра-
дахлорин® в дозе 10 мг/кг вводили внутрибрюшинно за 
6 ч. до проведения фотоактивации.

Лазерное облучение опухолей выполняли аппаратом 
Алод. Лазерное излучение с длиной волны 662 нм подво-
дили световодом с линзой для наружного облучения, кото-
рым формировали равномерное пятно в зоне воздействия 
необходимого диаметра с перекрытием краев опухоли по 
1 мм. Плотность мощности не превышала 700 мВт/см2, 
мощность излучения составляла 1 Вт, время воздействия от 
13 до 18 мин. (в зависимости от размера опухоли). Плот-
ность энергии, или доза облучения во всех сеансах со-
ставила 300 Дж/см2. Наркоз во время ФДТ проводили изо-
флураном наркозным аппаратом Ugo Basile Gas Anesthesia 
machine.

Статистическая обработка данных. Данные исследова-
ния обрабатывали с помощью программного обеспечения 
MS Excel 2016, GraphPad Prism 7.0. Анализ выживаемости 
проводили построением кривых Каплана – Майера с при-
менением логрангового критерия (Мантеля – Кокса). Мно-
жественные сравнения групп проведены с применением 
дисперсионного анализа с поправкой на множественные 
сравнения в пост-тесте Туки. Минимальный уровень зна-
чимости принят p < 0,05.

Результаты

Развитие опухоли в контрольной группе по-
сле рандомизации характеризовалось погружным 
ростом в направлении к подлежащим тканям, 
быстрым увеличением объема, что отразилось в 
выживаемости животных до достижения опухо-
лью 4 см3: СПЖ = 9,8 ± 0,6 сут., медиана — 
10 сут. (рис. 1). Выживаемость животных в груп-
пе ФДТ статистически значимо не отличалась 
от контрольной группы: СПЖ = 9,3 ± 1,7 сут., ме-

диана — 11 сут. (р = 0,9829, логранговый тест по 
сравнению с контрольной группой). Сходной были 
показатели выживаемости и в группе, получавшей 
цисплатин: СПЖ = 8,9 ± 0,8 сут., медиана — 
9 сут. (р = 0,3247, логранговый тест по сравнению 
с контрольной группой). При комбинированном 
воздействии цисплатином за 30 мин. и проведе-
нии ФДТ наблюдали тенденцию по увеличению 
показателей выживаемости: СПЖ = 10,3 ± 2,8 
сут., медиана — 13 сут. (р = 0,1309, логранговый 
тест по сравнению с контрольной группой). Ста-
тистически значимое увеличение выживаемости 
было получено при выполнении ФДТ с введе-
нием цисплатина через 24 ч.: СПЖ = 12,7 ± 2,1; 
медиана — 11 сут. (р = 0,0214, логранговый тест 
по сравнению с контрольной группой). Комби-
нирование ФДТ с последующим введением ци-
сплатина увеличивало продолжительность жизни 
экспериментальных животных.

Изменения объема опухоли согласуются с 
данными продолжительности жизни живот-
ных с меланомой В16 (табл. 1). Максималь-
ное ТРО отмечали на 7 сут.: 42 % — в группе 
ФДТ (р < 0,01), 60 % — в группе ЦП + ФДТ 
(р < 0,001), 57 % — в группе ФДТ + ЦП 
(р < 0,001) и 31 % — (р < 0,05) в группе ЦП. На 
11 сут. ТРО статистически значимо было больше 
в обеих группах комбинированного применения 
ФДТ и цисплатина по сравнению с группами 
ФДТ и ЦП отдельно (табл. 1). Эффект комби-
нированного применения ФДТ и ЦП по ТРО 
является аддитивным.

Таблица 1. Параметры роста меланомы В16 и численность животных в группах 
на разных сроках опыта

Группа Параметры
Сутки опыта

0 4 7 11 14 18

Контроль
Средний объем, см3 0,43 ± 0,04 1,32 ± 0,13 2,99 ± 0,24 4,32 ± 0,43 3,24 ± 0,00 -
N 15 15 13 8 1 0

ФДТ
Средний объем, см3 0,36 ± 0,08 1,41 ± 0,16 1,73 ± 0,26 

**
2,89 ± 0,35 

** 4,00 ± 0,12 4,20 ± 0,00

N 7 5 5 5 3 1
ТРО, % 15 -7 42 33 -23 -

ЦП+ФДТ
Средний объем, см3 0,36 ± 0,10 1,19 ± 0,29 1,19 ± 0,29 

***, #
1,83 ± 0,28 

***, &, ### 2,69 ± 0,40 3,63 ± 0,79

N 6 4 4 4 4 4
ТРО, % 15 10 60 58 17 -

ФДТ+ЦП
Средний объем, см3 0,35 ± 0,08 1,13 ± 0,20 1,29 ± 0,32 

***, #
1,99 ± 0,36 

***, &, ### 2,25 ± 0,54 2,63 ± 0,58

N 7 7 6 6 4 3
ТРО, % 19 14 57 54 31 -

ЦП
Средний объем, см3 0,44 ± 0,12 1,23 ± 0,15 2,06 ± 0,3 * 4,37 ± 0,78 - -
N 7 7 7 5 0 0
ТРО, % -2 7 31 -1 -

Примечание: 
*, **, *** — различия с контрольной группой при р < 0,05, р < 0,01 и р < 0,001; 
& — различия с группой ФДТ при р < 0,05;
### — различия с группой ЦП при р < 0,001.
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Таким образом, проведенное исследование 
показало значительное увеличение эффектив-
ности лечения при комбинации ФДТ с циспла-
тином. При этом наибольшей эффективностью 
обладало введение цисплатина после ФДТ. Сами 
ФДТ и введение ЦП не оказали значимого про-
тивоопухолевого эффекта в этой модели.

Обсуждение

В нашем исследовании меланома B16 оказа-
лась малочувствительной к воздействию ФДТ. 
Это может быть обусловлено тем, что пораже-
ние опухоли зависит от глубины проникновения 
света (в зависимости от длины волны и ФС от 
нескольких миллиметров до одного сантиметра) 
— основного фактора, ограничивающего воз-
можности метода [1]. Мы начинали воздействие 
ФДТ при достижении опухолью линейного раз-
мера 10 мм, что соответствует максимальному 
проникновению света. Кроме того, при мела-
номе снижение эффективности ФДТ связано с 
содержанием меланина, поглощающего свет и 
оказывающему антиоксидантный эффект [4]. 
Однако применение ФДТ может иметь преиму-
щества у пожилых пациентов, т. к. метод по-
казывает лучшую переносимость, в частности у 
таких пациентов с базальноклеточной карцино-
мой на нижних конечностях [10].

Также в нашей модели меланома В16 об-
ладала низкой чувствительностью к действию 
цисплатина, однако комбинированное воздей-
ствие цисплатином как до, так и после ФДТ 
обладало значительным аддитивным эффектом. 
Это может быть обусловлено сочетанием раз-
личных механизмов противоопухолевого дей-
ствия комбинантов. Важно отметить, что фарма-
кокинетика платины характеризуется быстрым 
достижением максимальной концентрации при 
внутрибрюшинном введении [11]. Т. е. при вве-

дении цисплатина за 30 мин. до ФДТ можно 
ожидать его накопления в опухоли на момент 
проведения ФДТ. Известно, что комплексы 
платины с органическими лигандами являют-
ся активными фотосенсибилизаторами, причем 
применение таких комплексов эффективно и 
в отношении резистентных к цисплатину опу-
холей, в частности клеток EJ-R [6]. При ФДТ 
механизм противоопухолевого действия вклю-
чает непосредственное повреждение клеточных 
структур с запуском апоптоза или приводящее 
к некрозу опухолевой клетки (в течение минут 
от начала облучения), повреждения сосудистой 
системы опухолевого очага и окружающих тка-
ней (возникновение в них стаза и тромбоза), 
а также активацию противоопухолевого имму-
нитета, торможение развития иммунодефицит-
ных состояний [12, 13]. Поскольку торможение 
роста опухоли при сочетании ФДТ с циспла-
тином отмечалось не на первых сутках по-
сле воздействия, а на 7 и 11 сутки, то можно 
предполагать, что эффект комбинации мог быть 
реализован за счет механизмов с отдаленным 
временным действием, вероятно иммунных. Та-
ким образом, проведенное нами исследование 
указывает на возможность значительного уве-
личения эффективности современных методов 
лечения злокачественных новообразований пу-
тем их рационального сочетания, что требует 
дальнейших доклинических и клинических ис-
следований в данном направлении.

Заключение

Комбинированное применение ФДТ фото-
сенсибилизатором хлоринового ряда Радахлори-
ном® с введением цисплатина позволяет полу-
чить аддитивный противоопухолевый эффект и 
увеличение продолжительности жизни на моде-
ли меланомы B16.
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