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Лазерне випромінювання може бути самостій-
ним напрямком у лікуванні пацієнтів зі злоякісни-
ми новоутвореннями із застосуванням таких ме-
тодів, як лазерна термодеструкція, фотодинамічна 
терапія (ФДТ), а також поєднуватися з іншими ві-
домими способами лікування з метою підсилення 
їх ефективності [1–3]. Зокрема, низькоінтенсивне 
лазерне випромінювання при використанні мето-
ду фотобіомодуляції (ФБМ) може зіграти синерге-
тичну роль поруч із хіміотерапією за рахунок підви-

щення накопичення в малігнізованих тканинах ци-
тостатичних препаратів та підсилення токсичності 
останніх. Фотобіомодуляційна терапія (ФБМТ) — 
метод застосування світла для зміни експресії або 
активності фоторецепторів ендогенних фермен-
тів, ініціювання сигнальних шляхів, які модулюють 
клітинний та тканинний метаболізм, проліферацію 
клітин та запальну реакцію [4]. ФБМТ знайшла ши-
роке застосування в медицині для відновлення тка-
нин, регенерації м’язів, зменшення вираженості 
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болю під час лікування ран, зниження запалення. 
Джерелом світла зазвичай є лазери малої потужнос-
ті (500 мВт) або світлодіоди в червоній та ближній 
інфрачервоній (ІЧ) ділянці спектру (600–850 нм), 
що забезпечує ефективне проникнення світла, від-
сутність канцерогенних чи мутагенних ефектів та 
мінімальний тепловий вплив [5, 6]. У ФБМ беруть 
участь активні форми кисню (АФК), у невеликих 
кількостях вони виступають посередниками та іні-
ціюють каскад клітинних процесів. Іншими моле-
кулами, які задіяні у механізмах ФБМ, є аденозин-
трифосфат, Са2+ та NO. Зміни редокс-потенціалу, 
викликані ФБМ, активують редокс-чутливі фак-
тори транскрипції, що призводить до проліферації 
фібробластів, синтезу колагену, модуляції запален-
ня та антиоксидантних реакцій, посилення ангіоге-
незу, оксигенації та відновлення тканин. З іншого 
боку, лазерне випромінювання використовують і 
для проведення ФДТ — це метод лікування пацієн-
тів з онкологічними захворюваннями, заснований 
на  взаємодії фотосенсибілізатора (ФС) зі  світлом 
та молекулярним киснем, що виробляє в токсичній 
кількості АФК у тканинах-мішенях [7, 8]. Для реа-
лізації фотодинамічного ефекту необхідна одночас-
на наявність трьох факторів: молекул нетоксично-
го барвника-ФС, лазерного світла з довжиною хви-
лі, що поглинається ФС, та молекулярного кисню. 
Молекула ФС, поглинувши квант лазерного світла, 
переходить у збуджений стан. Ця енергія збуджен-
ня в біологічній тканині витрачається в фотореакці-
ях двох типів. У реакціях першого типу відбувається 
утворення вільних радикалів, другого типу — утво-
рення синглетного кисню. Ці АФК — синглетний 
кисень та вільні радикали — і є основними пошко-
джувальними факторами при ФДТ [9, 10].

На  сьогодні існує безліч методик проведення 
лазерного опромінення пухлин як з  використан-
ням ФБМ, так і для проведення ФДТ, однак, від-
сутні чіткий опис параметрів та залежності резуль-
тату опромінення від різного морфологічного типу 
пухлин та ступеня їх злоякісності [11]. Окрім того, 
слід розглянути застосування ФБМ для підсилення 
ефективності хіміотерапії з використанням лазерно-
го випромінювання з довжиною хвиль, що співпада-
ють з вікном прозорості біологічних тканин, однак 
без непотрібного збудження фотохімічних агентів. 
Використання низькоінтенсивного лазерного опро-
мінення (з визначеною дозою, часом опромінення 
і щільністю потужності з урахуванням типу пухлин 
та ступеня їх злоякісності) у поєднанні із хіміотера-
пією дозволить підвищити її ефективність і отрима-
ти прогнозовані результати лікування.

Мета роботи: дослідити особливості впливу ла-
зерного випромінювання різної інтенсивності 
на клітини ліній раку передміхурової залози (РПЗ) 
та раку молочної залози (РМЗ), а  також оцінити 
можливість поєднання світлової стимуляції (ФБМ) 
та лікування методами ФДТ та хіміотерапії для си-
нергетичної дії на пухлинні клітини.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
В  експериментальному дослідженні викорис-

тано лінії клітин, отримані з клітинного банку лі-
ній із  тканин людини та тварин Інституту експе-
риментальної патології, онкології і радіобіоло-
гії ім. Р.Є. Кавецького Національної академії наук 
України. Для проведення експериментальних ро-
біт було обрано клітини РМЗ (лінія MCF-7) та РПЗ 
людини різного ступеня злоякісності (LNCaР  — 
низький ступінь туморогенності, DU-145 — серед-
ній ступінь). Клітини вирощували в  середовищі 
DMEM (Sigma, США) з додаванням рекомбінант-
ного людського інсуліну (0,01 мг/мл) і 10% феталь-
ної сироватки теляти (Biowest, Франція). Усі клі-
тинні лінії культивували у  зволоженій атмосфері 
з 5% СО2, за температури 37 °С. Клітини пересівали 
двічі на тиждень зі щільністю посіву 2–4×104 клітин 
на квадратний сантиметр поверхні.

Для оцінки показника виживаності клітин РПЗ та 
РМЗ людини після застосування різних режимів ФДТ 
використовували МТТ-тест. Клітини всіх досліджу-
ваних ліній висаджували на лунки 96-лункових план-
шетів (SPL, Korea) в концентрації 1˟104 клітин/лун-
ку в поживному середовищі DMEM з 10% фетальної 
сироватки теляти та 40 мкг/мл гентаміцину, інкубу-
вали протягом 24 год (у зволоженій атмосфері з 5% 
СО2 за 37 0С), після чого проводили лазерне опромі-
нення. Кількість живих клітин оцінювали за включен-
ням МТТ (Sigma, США) (5 мг/мл фосфатно-сольового 
буферу). Для розчинення кристалів формазану у кож-
ну лунку додавали 100 мкл диметилсульфоксиду (Serva, 
Німеччина). Величину оптичного поглинання розчи-
ну вимірювали за допомогою мультилункового спек-
трофотометра («STAT FAX 2100», США) за довжи-
ни хвилі 540 нм (ОП 540), визначали кількість живих 
клітин щодо контролю і проводили визначення жит-
тєздатності.

Під час проведення досліджень використовува-
ли випромінювання напівпровідникових лазерних 
приладів (Фотоніка Плюс, Україна) з  довжинами 
хвиль 405, 445, 660, 635 та 810 нм. Потужність світ-
лового випромінювання вимірювали за  допомо-
гою вимірювача оптичного випромінювання Ophir 
Optronics (CША).

При  лазерному опроміненні клітин РПЗ (DU-
145, LNCaР) у якості ФС використовували 5-аміно-
левуленову кислоту (5-ALA) (1 мМоль), при опро-
міненні клітин РМЗ (MCF-7) — до клітин додава-
ли доксорубіцин (DOX) в концентрації 1 мкг/мл.

Для перевірки ефективності та оптимізації схем 
опромінення клітинних ліній РПЗ (DU-145, LNCaР) 
використовували лазерне випромінювання з довжи-
нами хвиль 405 та 635 нм; час опромінення — 3, 7, 
10, 12 хв та, відповідно, дози опромінення — 3,6; 8,4; 
12; 14,4 Дж/cм2, щільність потужності лазерного ви-
промінювання становила 20 мВ/см2.

Для клітин ліній РМЗ в  поєднанні з  DOX ви-
користовували лазерне випромінювання 445 та 
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660 нм; щільність потужності становила 2 мВт/см2 та 
10 мВт/см2 з часом опромінення 5 хв і 10 хв відповід-
ними дозами 0,6 і 1,2 Дж/cм2 та 3 і 6 Дж/cм2.

Для порівняння ефекту ФБМ клітини лінії 
MCF-7 були опромінені ІЧ лазером зі  щільністю 
потужності 50 мВ/см2; довжина хвиль — 810 нм, час 
опромінення — 1, 5, 10 хв, дози опромінення — 3, 
15, 30 Дж/cм2 відповідно.

Статистичний аналіз результатів проводили з ви-
користанням пакету програмного забезпечення 
Statistiсa 6.0 (StatSoft Inc., США). Усі дані отримані 
у трьох повторах і представляли як середнє значен-
ня ± стандартне відхилення (SD). Для оцінки зна-
чущості відмінностей між групами використовува-
ли тест Ст’юдента, критичний рівень статистичної 
значимості приймали рівним 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Для клітинних ліній РПЗ людини (DU-145 та 

LNCaР) визначали цитотоксичний вплив лазерно-
го випромінювання в поєднанні з 5-ALA. Відомо, 
що 5-ALA стимулює утворення в організмі прото-
порфірину, який є фототоксичним під впливом світ-
ла з подальшим утворенням синглетного кисню [12]. 
У цьому методі 5-ALA використовується в ролі ен-
догенного ФС для проведення ФДТ. До переваг ен-
догенних ФС можна віднести те, що вони не вво-
дяться ззовні, а  виробляються організмом за  пев-
них умов; мають низьку токсичність для здорових 
тканин та високу швидкість виведення з організму. 
Окрім того, передбачається, що проникнення мо-
лекул 5-ALA через мембрани клітин пухлини буде 
більшим, ніж для ФС з великими розмірами моле-
кул. Нами було порівняно ефективність викорис-
тання лазерів з довжинами хвиль, що співпадають 
з піками поглинання протопорфірину в короткохви-
льовій (405 нм) та довгохвильовій (635 нм) ділянках, 
з дозами опромінення 3,6; 8,4; 12; 14,4 Дж/cм2. Доза 
лазерного випромінювання коригувалася відповід-
но до різного часу опромінення (3, 7, 10, 12 хв) із од-
наковою щільністю потужності лазера 20 мВ/см2 та 
з однаковою концентрацією 5-ALA (1 mM).

У  дослідженнях з  використанням клітинних 
культур DU-145 та LNCaP встановлено, що найбіль-
ша фотодинамічна активність для клітин обох ліній 
отримана за дози опромінення 10 Дж/cм2 із довжи-
ною хвиль лазерного випромінювання 635 нм. За да-
них параметрів виживаність становила 65,0 та 73,0% 
для клітин DU-145 та LNCaP відповідно (рис. 1, 2).

Під час опромінювання клітин такою ж дозою, 
але з  іншою довжиною хвилі  — 405  нм, вижива-
ність клітин для LNCaP та DU-145 становила 21,0 та 
32,0% відповідно (рис. 3, 4). Вищий рівень вижива-
ності DU-145 може бути пов’язаний з більшим сту-
пенем злоякісності цих клітин [13, 14].

Дослідження ефективності ФДТ (у монорежи-
мі або при  поєднанні з  DOX) щодо  клітин РМЗ 
показало збільшення цитотоксичного впливу 
DOX на клітини лінії MCF-7 на 25,0% порівняно 

з контролем при використанні лазерного випромі-
нювання з довжиною хвиль 445 нм (рис. 5), що спів-
падає з піком поглинання DOX (близько 450 нм). 
Однак найчастіше для збудження DOX використо-
вується лазер з довжиною хвилі 660 нм, тому нами 
було порівняно ефективність застосування двох 
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Рис. 1. Виживаність клітин DU-145 після застосування 
різних режимів опромінення в поєднанні з 5-ALA (довжи-
на хвилі лазерного випромінювання 635 нм): (1) — 3 хв, 
3,6 Дж/cм2; (2) — 7хв, 8,4 Дж/cм2; (3) — 10 хв, 12 Дж/cм2; 
(4) — 12 хв, 14,4 Дж/cм2
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Рис. 2. Виживаність клітин LNCaP після застосування різ-
них режимів опромінення в поєднанні з 5-ALA (довжи-
на хвилі лазерного випромінювання 635 нм): (1) — 3 хв, 
3,6 Дж/cм2; (2) — 7хв, 8,4 Дж/cм2; (3) — 10 хв, 12 Дж/cм2; 
(4) — 12 хв, 14,4 Дж/cм2
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Рис. 3. Виживаність клітин DU-145 після застосування 
різних режимів опромінення в поєднанні з 5-ALA (довжи-
на хвилі лазерного випромінювання 405 нм): (1) — 3 хв, 
3,6 Дж/cм2; (2) — 7хв, 8,4; (3) — 10 хв, 12 Дж/cм2; (4) — 
12 хв, 14,4 Дж/cм2
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довжин хвиль для підбору оптимального опромі-
нення DOX без додаткової токсичності для клі-
тин. Виявлено, що виживаність клітин після опро-
мінення лазером з довжиною хвилі 660 нм з DOX 
становила близько 80,0%, що підтверджує важли-

вість правильного підбору параметрів лазерного 
випромінювання залежно від використаної в якос-
ті ФС речовини.

Проведено дослідження з  використанням ла-
зерного випромінювання ІЧ спектру для збільшен-
ня токсичної дії DOX шляхом попередньої ФБМ 
клітин через підвищення накопичення хіміопрепа-
рату в клітинах. У порівнянні з традиційним мето-
дом опромінення клітин лазером з довжиною хвиль 
660 нм ІЧ випромінювання з довжиною хвиль 810 нм 
може проникати глибше та дозволить створити си-
нергічний ефект низькоінтенсивного лазерного 
впливу (ФБМ) та токсичного впливу DOX.

Нами було проведено дослідження щодо вивчен-
ня виживаності клітин лінії MCF-7 за умови впли-
ву DOX з  попереднім опроміненням ІЧ лазером 
зі щільністю потужності 50 мВ/см2 або після такого 
опромінення. Час опромінення клітин становив 1, 
5, 10 хв з відповідною дозою опромінення — 3, 15, 
30 Дж/см2 (рис. 6).

Додаткове використання лазерного випроміню-
вання з довжиною хвилі 810 нм в якості ФБМ дозво-
лило підвищити загальний токсичний вплив DOX 
на клітини MCF-7. Експериментальні дані показа-
ли, що виживаність клітин після лазерного опромі-
нення дозою 15 Дж/см2 зменшилася на 31,0% порів-
няно з неопроміненими клітинами. Оскільки лазер 
810 нм максимально рознесений з піком поглинан-
ня DOX, можна стверджувати про додаткове підви-
щення токсичності з використанням лазерного ви-
промінювання шляхом ФБМ клітин без збудження 
хіміопрепарату.

ВИСНОВКИ
1. На  культурах клітин РПЗ (DU-145, LNCaР) 

встановлено оптимальні параметри опромінення 
для отримання найвищої фотодинамічної активнос-
ті ФС 5-ALA. Найбільш ефективним для вибраних 
клітинних ліній є лазерне випромінювання з довжи-
ною хвиль 405 нм, щільністю потужності 20 мВ/см2, 
час опромінення — 10 хв.

2. Використання лазерного випромінювання 
з довжиною хвилі, що точно співпадає з піком по-
глинання препаратів хіміотерапії, дозволяє збіль-
шити їх токсичний вплив без підвищення дози та 
часу опромінення.

3. Додаткове використання лазерного опромі-
нення для ФБМ поряд із введенням DOX дозволяє 
підвищити його загальний токсичний вплив на клі-
тини MCF-7. Планується подальше дослідження 
використання ФБМ у поєднанні з ФДТ для покра-
щення результатів лікування пацієнтів зі злоякісни-
ми новоутвореннями.
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DETERMINATION OF EFFECTS 
AND OPTIMIZATION 
OF PHOTOBIOMODULATION AND 
PHOTODYNAMIC THERAPY PARAMETERS 
FOR PROSTATE AND BREAST CANCER 
CELL LINES OF DIFFERENT MALIGNANCY 
GRADE

О.О. Lykhova, S.V. Konovalenko, O.M. Chepurna
R.E. Kavetsky Institute of Experimental Pathology, 

Oncology and Radiobiology, NAS of Ukraine, 
Kyiv, Ukraine

Summary. Aim: to investigate the effects of laser radi-
ation of different intensities on prostate cancer (PC) 

and breast cancer (BC) cell lines; to evaluate the pros-
pects of combining light stimulation (photobiomodula-
tion) and chemotherapy for synergistic effects on tu-
mor cells. Object and methods: PC cell lines of differ-
ent malignancy grade (LNCaP and DU-145) and BC 
cell line (MCF-7) were used in the study. The radia-
tion of the semiconductor laser device (Photonics Plus, 
Ukraine) with wavelengths of 405, 445, 660, 635 and 
810 nm was used to irradiate cells. The power of light 
radiation was measured using an optical radiation 
meter Ophir Optronics (USA). As the photosensitiz-
er (PHS), 5-aminolevulinic acid (5-ALA) (1 mmol) 
was applied to LNCaP and DU-145 cells; doxorubi-
cin (DOX) at a concentration of 1 μg/ml was added to 
the MCF-7 cells. The statistical analysis of the results 
was performed with the software package Statistics 6.0. 
Results: It has been found out on PC cells lines (LN-
CaP and DU-145) that the most optimal parameters of 
laser radiation for obtaining the highest photodynamic 
activity of 5-ALA are as follows: wavelength 405 nm, 
irradiation time 10 min, power density 20 mV/cm2. It 
has been shown that the cytotoxic effect of DOX to-
wards BC cells (MCF-7) is enhanced by laser radia-
tion with the wavelength of 445 nm, which is equal to 
the peak of DOX absorption. Additionally, used as pho-
tobiomodulation, laser radiation with a wavelength of 
810 nm before the administration of chemotherapeu-
tical drug can increase its overall toxic effect on MCF-
7 cells. Conclusions: the use of laser radiation with the 
wavelength which is equivalent to the chemotherapeu-
tical drug absorption peak can increase its toxic effects 
without increasing the dose and irradiation time. The 
additional application of laser radiation for photobio-
modulation increases the overall toxic effect of a che-
motherapeutic agent towards tumor cells.

Key words: prostate cancer, breast cancer, cell 
lines, laser irradiation, photodynamic therapy, 
photobiomodulation, doxorubicin.
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