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Лікування пацієнтів зі злоякісними новоутворен­
нями з використанням лазерного опромінення, зо­
крема фотодинамічна терапія із залученням фото­
сенсибілізувальних речовин, широко застосовується 
протягом останніх 20 років [1–4]. Одночасно у різ­
них країнах набуває розвитку світлова терапія лазе­
рами низької енергії (ЛНЕ). Довжина хвилі викорис­
товуваного лазеру є важливим фактором ефектив­
ності клітинної відповіді. Встановлено, що  світло 
від червоного до ближнього інфрачервоного діапа­
зону 600–1,070 нм має найбільший вплив на біохі­
мічну активність різних клітин [5]. З огляду на мор­
фологічну, генетичну та епігенетичну різноманіт­
ність пухлинних клітин, особливості диференціації 
та певну непередбачуваність відповіді на лазерний 

вплив, планування та проведення експерименталь­
них і клінічних досліджень у цьому напрямку було 
і залишається до  сьогодні актуальним. Між пред­
ставленими в науковій літературі сучасними резуль­
татами експериментальних досліджень та клініч­
ним застосуванням ЛНЕ у пацієнтів онкологічного 
профілю й досі існує великий розрив. Це можна по­
долати шляхом запровадження комплексного під­
ходу для інтеграції клінічних та лабораторних дослі­
джень, впровадження в практику принципів транс­
ляційної медицини [6].

Низькоенергетичне лазерне світло спричи­
няє фотохімічні реакції – лазер діє на  цитохром 
с-оксидазу з послідовним утворенням аденозинтри­
фосфату, активних форм кисню (АФК) та виділен­
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ням оксиду азоту (NO) [7, 8]. Цитотоксичний ефект 
щодо пухлинних клітин при цьому може бути як пря­
мим (зумовлений безпосереднім впливом АФК), так 
і опосередкованим (за рахунок стимуляції імунної 
системи, зокрема Т-лімфоцитів і макрофагів), і в та­
кому разі низька доза лазерного опромінення може 
бути більш ефективною [9–11]. Сьогодні існує ве­
лика кількість нових можливостей, пов’язаних із по­
єднанням лазерного опромінення з іншими форма­
ми протипухлинної терапії [12–17].

Застосування лазерного опромінення для ліку­
вання пацієнтів зі злоякісними новоутвореннями є, 
беззаперечно, перспективним напрямом сучас­
ної онкології. Натомість, наявні підходи не завжди 
призводять до прогнозованих клінічних результатів, 
тому вони потребують подальших досліджень та вдо­
сконалення. Одним з варіантів є поєднане застосу­
вання лазерного опромінення та хіміотерапії [18, 19].

Враховуючи викладене вище, ми поставили 
на меті дослідити особливості впливу лазерного ви­
промінювання різної інтенсивності в монорежимі 
на пухлинні клітини карциноми Ерліха та перито­
неальні макрофаги експериментальних тварин, а та­
кож оцінити синергізм дії щодо пухлинних клітин 
світлової стимуляції та низькодозової хіміотерапії.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
У першій серії досліджень проведено визначен­

ня in vitro режиму лазерного опромінювання (підбір 
довжини хвилі лазеру та терміну експозиції), який 
би мав цитотоксичний вплив на пухлинні клітини 
та імуностимулювальний — на клітини імунної сис­
теми. У якості пухлинної моделі використано клі­
тини (1•106 клітин/мл), отримані ex vivo з асцитної 
форми карциноми Ерліха у мишей лінії Balb/c [20]. 
З метою вивчення впливу на клітини імунної сис­
теми визначали показники функціональної актив­
ності перитонеальних макрофагів (1•106 клітин/мл) 
інтактних мишей лінії Balb/c. Опромінення клітин 
здійснювали з використанням лазерів (виробник — 
«Фотоніка Плюс», Україна) з довжиною хвилі 660 та 
810 нм: час опромінення пухлинних клітин стано­
вив 1; 2; 3; 4 та 5 хв, перитонеальних макрофагів — 
1 хв; щільність потужності — 50 мВ/см2; доза опро­
мінення — 3 Дж/см2. Життєздатність клітин оціню­
вали в дихальному тесті, функціональну активність 
макрофагів — за рівнем продукції екзогенної перо­
ксидази та оксиду азоту. Клітинні суспензії культи­
вували в повному ростовому середовищі (RPMI-1640 
(«SIGMA», США), 10% сироватки ембріонів теляти 
(fetal bovine serum — FBS)(«SIGMA», США), 40 мкг/
мл гентаміцину) за температури 37 0С, у зволоженій 
атмосфері з 5% СО2.

Друга серія досліджень включала вивчення ефек­
тивності поєднаного впливу на  клітини карцино­
ми Ерліха лазерного випромінювання та низьких 
доз хіміотерапії (значно нижчі, ніж рекомендова­
ні для застосування). Для проведення хіміотерапії 
використовували доксорубіцин («Ебеве», Австрія). 

Рекомендована до застосування доза доксорубіцину 
становить 60 мг/м2, для дослідів було взято дозу 6 мг/
м2 (0,12 мкг/мл відповідно) час інкубації з препара­
том — 1 год. Режим опромінення клітин: довжина 
хвилі — 660 та 810 нм; експозиція — 1 хв; щільність 
потужності — 50 мВ/см2; доза опромінення — 3 Дж/
см2. Життєздатність клітин оцінювали в дихально­
му тесті.

Методики виділення перитонеальних макрофа­
гів, а також визначення рівня екзогенної перокси­
дази та продукції NO (за кількістю NO2

-) детально 
описано в [21].

Дихальну активність пухлинних та імунних клі­
тин після впливу лазерного випромінювання або 
його комбінації з доксорубіцином визначали за ме­
тодикою [22].

Статистичну обробку виконували за  загально­
прийнятими методами варіаційної статистики із за­
стосуванням програми Оrigin 7.5.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
У першій серії експериментів, cпираючись на ре­

зультати досліджень інших авторів [4, 5, 8, 12, 23], 
було вивчено фототоксичний вплив на пухлинні клі­
тини світла з довжиною 660 та 810 нм; час експози­
ції становив 1; 2; 3; 4 та 5 хв. Оцінка виживаності 
клітин в дихальному тесті показала, що експозиція 
2 хв та впродовж більш тривалого часу призводила 
до майже 100% загибелі пухлинних клітин. У той час 
як при експозиції 1 хв використання лазерного ви­
промінювання з довжиною хвилі 660 нм призводило 
до загибелі 25% клітин, а з довжиною хвилі 810 нм — 
30% клітин (р ≤ 0,05) (рис. 1). Виходячи з отриманих 
результатів, для подальших досліджень впливу ла­
зерного випромінювання на перитонеальні макро­
фаги було обрано наступні режими: довжина хви­
лі — 660 та 810 нм, час експозиції — 1 хв.

Відомо, що цитотоксичний вплив ЛНЕ відбува­
ється за рахунок абсорбції світла в мітохондріях або 
їх органелах, що призводить до прискорення експре­
сії генів, синтезу аденозинтрифосфату, Са2+, окису 
азоту та активних форм кисню — іонів, вільних ради­
калів і перекису. Це, у свою чергу, призводить до мо­
дуляції метаболічних сигнальних мереж [23, 24].

Під час дослідження впливу лазерного випромі­
нювання на життєздатність перитонеальних макро­
фагів було встановлено, що довжина хвилі світла та 
час опромінення не мали значного впливу на ди­
хальну активність цих клітин (рис. 2).

У той же час при застосуванні хвиль обох довжин 
дія лазерного випромінювання на  перитонеальні 
макрофаги інтактних мишей призводила до збіль­
шення продукції ними екзогенної пероксидази по­
рівняно з такою у зразках контрольних неопроміне­
них макрофагів (рис. 3).

Також було встановлено, що термін експозиції 
в 1 хв збільшує продукцію NO макрофагами при за­
стосуванні лазерного випромінювання обох довжин 
хвилі (рис. 4).
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Отримані дані вказують на те, що обраний тер­
мін експозиції чинить стимулювальний вплив 
на  продукцію ферментів NO та мієлоперокси­
дазу макрофагами, що характерно для макрофа­
гів з  М1-фенотипом. Крім того, як видно з  на­

ших результатів  (див. рис. 3, 4), вплив лазерного 
світла з довжиною хвилі 810 нм є більш ефектив­
ним (*р  ≤  0,05 порівняно з  контролем), особливо 
на продукцію NO. Таким чином, можна припусти­
ти, що використання лазерного світла в пухлинно­
му осередку сприятиме поляризації пухлиноасоці­
йованих макрофагів в М1 тип. Цей підхід потребує 
подальшого більш детального дослідження.

Наступним завданням було дослідження впли­
ву поєднаної дії лазеру та низьких доз хіміотера­
пії на пухлинні клітини. Вивчити це питання було 
необхідно, оскільки в пухлинному осередку наявні 
клітини з  різним рівнем метаболічної активності. 
Виникає питання про безпечність впливу лазерно­
го випромінювання на пухлинні клітини з низькою 
метаболічною активністю, які накопичують значно 
меншу кількість хіміопрепаратів порівняно з кліти­
нами з високою метаболічною активністю.

У ході оцінки цитотоксичної активності лазерно­
го опромінення з довжиною хвилі 660 нм було вста­
новлено, що експозиція 1 хв у поєднанні з низькими 
дозами доксорубіцину не призводить до стимуляції 
росту пухлинних клітин: цитотоксичний індекс ста­
новить 0,170 ± 0,003% проти 0,160 ± 0,011% при за­
стосуванні лазера в монорежимі та 0,180 ± 0,005% 
в контрольних зразках (рис. 5).

Під час  оцінки впливу на  клітини карциноми 
Ерліха лазера з довжиною хвилі 810 нм було вста­
новлено, що поєднане застосування доксорубі­
цину з  інфрачервоним лазерним випромінюван­
ням є більш ефективним порівняно із застосу­
ванням кожного підходу в  монорежимі  (рис. 6). 
Показник дихальної активності за  умови впливу 
лазера в монорежимі становив 0,122 ± 0,002 проти 
0,18 ± 0,005 опт. од. в контролі (р ≤ 0,05). У разі по­
єднаного застосування з доксорубіцином показник 
дихальної активності пухлинних клітин знизився 
до  0,100  ±  0,002  опт.од. (р  ≤  0,05 порівняно з  по­
казниками опромінених в монорежимі та неопро­
мінених клітин). Таким чином, інфрачервоне світло 
з довжиною хвилі 810 нм може бути рекомендова­
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Рис. 1. Дихальна активність клітин карциноми Ерліха 
після дії протягом 1 хв лазерного випромінювання різ­
ної інтенсивності: 660 нм (1), 810 нм (2). *р ≤ 0,05 порів­
няно з контролем
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після впливу лазерного випромінювання різної інтенсив­
ності: 660 нм (1), 810 нм (2)

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2 *
*

21

Òåðì³í îïðîì³íåííÿ, 1 õâ

Êîíòðîëü                                               Äîñë³äí³ ãðóïè      

.äî.òïî ,ìí 294=
D ¿³öêíèòñêå àíè÷èëå

Â

Рис. 3. Вплив лазерного випромінювання різної інтенсив­
ності 660 нм (1), 810 нм (2) на продукцію екзогенної пе­
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Рис. 4. Вплив лазерного випромінювання на  продук­
цію NO перитонеальними макрофагами: 660  нм (1) і 
810 нм (2). *р ≤ 0,05 порівняно з контролем
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ним для поєднаного застосування з доксорубіцином 
як більш перспективна комбінація хіміотерапевтич­
ного агенту та лазерного опромінення.

Фотобіомодуляція передбачає використання ви­
димого або ближнього інфрачервоного світла (600–
1070 нм) для лікування пацієнтів з різними захворю­
ваннями. Існують вагомі докази того, що лазерне 
випромінювання низького рівня (ЛНЕ) поглина­
ється в мітохондріях клітин ссавців, зокрема цито­
хром С-оксидазою. Отже, в  мітохондріях відбува­
ється каскад подій, що призводить до  дисбалансу 
окислювально-відновного стану, а  також індукує 
активацію численних внутрішньоклітинних сиг­
нальних шляхів, які беруть участь у  проліферації, 
апоптозі, виживанні та відновленні клітин [25–27].

Повідомляється, що лазерне випромінювання 
при низькій щільності енергії має стимулювальний 
ефект, а при високих показниках щільності енергії — 
інгібувальний. Показано, що опромінення за допо­
могою лазера з високою щільністю енергії пригні­
чує проліферацію клітин, впливаючи на клітинний 
цикл. Лазерне випромінювання з довжиною хвилі 

660 нм від 3 до 12 Дж/см2 сприяло посиленню екс­
пресії цикліну D1 [28], протеїну, який може як спри­
яти, так і протидіяти онкогенезу, пригнічуючи функ­
ції мітохондрій [29].

В  експериментальних дослідженнях виявлено 
також, що проапоптотичний ефект інфрачервоно­
го світла залежить від дози опромінення. Найвища 
швидкість апоптозу відзначена для нижчих доз опро­
мінення — 0,3 Дж/см2 (~58,0%) і 3 Дж/см2 (~28,0%). 
Опромінення клітин інфрачервоним лазером дозою 
0,3  Дж/см2 призводило до  накопичення ліпідних 
крапель, що, очевидно, було викликано збільшен­
ням утворення АФК. Автори припустили, що апоп­
тоз, індукований лазерним випромінюванням, може 
бути зумовлений здатністю інфрачервоного світ­
ла запускати надмірне утворення ліпідних крапель, 
що зумовлює клітинну цитотоксичність [30].

Лазерна енергія, що проникає всередину клі­
тин, та хіміотерапевтичні засоби, які, у свою чергу, 
можуть бути активовані цією енергією, здатні дія­
ти у  синергії і стати основою для розробки менш 
інвазивних методик лікування хворих на рак. На­
приклад, антрацикліни (зокрема доксорубіцин) є 
хіміотерапевтичними агентами, які можуть діяти 
більш активно в ракових клітинах під впливом світ­
ла. Крім того, важливою є здатність доксорубіци­
ну чинити на клітини не тільки цитотоксичну дію, 
але й провокувати відтермінований каскад апопто­
зу і аутофагії [31].

У ході досліджень останніх років почала криста­
лізуватися концепція поєднання протипухлинних 
препаратів і лазерної терапії з подальшою перспек­
тивою широкого клінічного застосування [32]. Під­
сумовуючи, можна зробити припущення, що фотохі­
міотерапія за допомогою схвалених на сьогодні пре­
паратів і лазерів незабаром може стати повноцінним 
напрямом на шляху підвищення ефективності ліку­
вання пацієнтів з онкопатологією.

ВИСНОВКИ
1. За оцінкою цитотоксичної дії на пухлинні клі­

тини та імуномодулювальним впливом на перито­
неальні макрофаги в дослідах in vitro показано без­
печність поєднаного застосування низьких доз до­
ксорубіцину з  лазерним світлом довжиною хвилі 
660 нм або 810 нм.

2. Застосування інфрачервоного лазеру (810 нм) 
у поєднанні з доксорубіцином є більш перспектив­
ною комбінацією для цитотоксичного впливу in vitro 
на пухлинні клітини.
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EFFECT OF LASER IRRADIATION 
COMBINED WITH CHEMOTHERAPY 
ON EHRLICH CARCINOMA CELLS AND 
MACROPHAGES IN VITRO

S.V. Konovalenko, G.V. Didenko, O.O. Kruts, 
I.V. Prokopenko

R.E. Kavetsky Institute of Experimental Pathology, 
Oncology and Radiobiology of NAS of Ukraine, 

Kyiv, Ukraine

Summary. Existing approaches to lasers application in 
cancer treatment do not always lead to satisfactory or 
predictable results; therefore, this technique requires im-
provement. One of the possible options is the combined 
use of laser irradiation and chemotherapy. Aim: to study 
the effect of laser irradiation of different intensities in 
the mono mode on Ehrlich cancer cells and experimental 
animals’ peritoneal macrophages, as well as to assess the 
synergy of effects of light stimulation combined with low-
dose chemotherapy on Ehrlich carcinoma cells. Objects 
and methods: Ehrlich ascites carcinoma cells and perito-
neal macrophages of intact Balb/c mice were used in an 
in vitro study. The effect of lasers with a wavelength of 
660 and 810 nm in the mono mode and in combination 
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with doxorubicin was examined. Cells viability was as-
sessed in a respiratory test; macrophage functional activ-
ity was assessed by exogenous peroxidase and nitric ox-
ide (NO) production. Statistical analysis was performed 
according to the generally accepted methods of varia-
tion statistics using Origin 7.5 software. Results: evalu-
ating the cytotoxic effect on Ehrlich carcinoma cells, it 
was found that the combined application of doxorubicin 
and infrared laser radiation (810 nm) is more effective 
compared with effects of each approach applied in the 
mono mode. The rate of cells’ respiratory activity under 
the influence of the laser in the mono mode was 0.122 
± 0.002 opt.u. compared to 0.18 ± 0.005 in the control 
(p ≤ 0.05). The combined application of doxorubicin 
and irradiation resulted in a significant (p ≤ 0.05) de-
crease in this indicator comparing with both the non-ir-
radiated control and mono-mode irradiation. The stim-
ulation of the peritoneal macrophages’ functional ac-
tivity under the influence of lasers with a wavelength of 

660 and 810 nm in the mono mode was detected. Con-
clusions: efficacy of combined application of small doses 
of doxorubicin with 660 nm or 810 nm laser irradiation 
was shown. Considering cytotoxic effects on Ehrlich car-
cinoma cells, the application of infrared (810 nm) laser 
irradiation combined with doxorubicin is a more prom-
ising combination.

Key words: laser irradiation, chemotherapy, cancer 
cells, macrophages.
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