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Abstract
The results of the experimental study of immune response of human skin malignant melanoma cells Mel 226 on photodynamic exposure 
are represented in the article. Photoinduced apoptosis of skin malignant melanoma was studied in vitro. The study showed that irradiation 
with the agent fotoditazin at dose of 0.5–2.5 µg/ml (6 and 10 min exposure 30 min before irradiation; irradiation parameters: wavelength 
of 662 nm, total light dose from 40 to 60 J/cm2) induced early apoptosis. The increase of the time of laser irradiation significantly accelerates 
the conversion of photosensitized tumor cells from early to late apoptosis.
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Резюме
В статье представлены результаты экспериментального исследования иммунного ответа клеток меланомы кожи человека Mel 226 
на фотодинамическое воздействие. Изучен фотоиндуцированный апоптоз клеток меланомы кожи in vitro. Исследования показали, 
что облучение с препаратом фотодитазин в концентрациях 0,5-2,5 мкг/мл (экспозиция в течение 6 и 10 мин за 30 мин до облучения; 
параметры облучения: длина волны 662 нм, суммарная доза облучения от 40 до 60 Дж/см2) индуцирует ранний апоптоз. Увеличение 
времени лазерного облучения достоверно ускоряет переход фотосенсибилизированных опухолевых клеток из ранней фазы апоп-
тоза в позднюю.
Ключевые слова: меланома кожи человека, апоптоз, иммунный ответ, апоптический индекс, фотодинамическое воздействие, фото-
дитазин.
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Введение
Меланома кожи на сегодняшний день представля-

ет собой чрезвычайно актуальную проблему. Заболе-
ваемость этой формой злокачественной опухоли со-
ставляет 5,65 случаев на 100 тыс. населения, занимая 
по темпам прироста в Российской Федерации третье 
место. Среди пациентов в возрасте 20-25 лет эта нозо-
логическая форма является четвертой по удельному 
весу среди всей онкопатологии [1,2].

Ежегодно 56,7% больных меланомой кожи полу-
чают лечение по поводу местно-распространенного 
опухолевого процесса. Большинство из них в даль-
нейшем умирает от прогрессирования заболевания. 
Пятилетняя выживаемость составляет 35% у мужчин 
и 53% у женщин [3]. Столь низкие показатели эффек-
тивности лечения при меланоме кожи связаны с вы-
соким риском развития микрометастазов еще до хи-
рургического лечения.

Теоретические предпосылки и практический опыт 
последних лет делают перспективным использова-
ние у данных больных фотодинамической терапии 
(ФДТ), что делает необходимым и целесообразным 
доклиническое изучение механизмов фотодинами-
ческого воздействия при лечении меланомы.

Предпосылкой к этой работе стали недавние ис-
следования, показавшие, что такие инициированные 
фотодинамической терапией процессы, как апоптоз 
опухолевых клеток, развитие острой воспалительной 
реакции и распознавание CD8+ Т-лимфоцитами MHC 
I* рестриктированных эпитопов опухолеассоцииро-
ванных антигенов могут стать «пусковым» механиз-
мом в активации противоопухолевого иммунного от-
вета [4-9]. Кроме того, ФДТ обладает прямым цитоток-
сическим эффектом. Погибшие опухолевые клетки 
фагоцитируются, процессируются и презентируются 
макрофагами и дендритными клетками «наивным» 
Т-лимфоцитам в лимфатических узлах [10,11].

Задачей исследования являлось изучение in vitro 
фотоиндуцированного апоптоза клеток меланомы 
кожи человека под влиянием ФДТ.

Материал и методы
Для опытов in vitro использовали клеточную ли-

нию меланомы кожи человека (Mel 226), полученную 
в лаборатории клеточных технологий отделения хи-
миотерапии и инновационных клеточных технологий 
и депонированную в Российском Банке клеточных ли-
ний позвоночных. Фотосенсибилизатор фотодитазин 
(ООО «ВЕТА-ГРАНД», Россия, регистрационное удосто-
верение №ЛС 001246 от 18.05.2012) добавляли в куль-
туральную среду в разных концентрациях: 1) 0,5 мкг/
мл; 2) 1 мкг/мл (эквивалент дозе 1 мг/кг, рекомендо-
ванной в инструкции по медицинскому применению 
фотодитазина); 3) 2,5 мкг/мл. Через 30 мин проводили 
облучение культуры клеток лазерным излучением с 
длиной волны 662 нм с экспозицией на чашку Петри 
6 и 10 мин. Суммарная доза облучения составила от 
40 до 60 Дж/см2. Анализ эффекта проводили через 1 и 
4 ч после фотодинамического воздействия. Для этого 
к полученной суспензии клеток (1×106/мл) добавля-
ли аннексин V-FITC (Annexin V-FITC), FITC (Fluorescein 
Isothiocyanate) («BD», США) и пропидиум йодид (PI 
(Propidium Iodide) («BD», США), затем инкубировали 15 
мин в темноте при комнатной температуре. Подсчет 
клеток проводили с использованием флуоресцентно-
го микроскопа («Carl Zeiss», Германия). Уровень апоп-
тоза оценивали по апоптотическому индексу (АИ). 
Данный параметр отражает относительное число 
клеток с характерными морфологическими или био-
химическими признаками апоптоза и определяется 
по следующей формуле:

АИ = Количество апоптотических клеток х100%
Общее кол-во клеток

АИ учитывали раздельно для всех анализируемых 
клеток:

– клетки с зеленым окрашиванием, находящиеся 
на стадии раннего апоптоза (Annexin+; PI-), (рис. 1а);

– клетки с двойным окрашиванием (Annexin+; PI+) 
– на стадии позднего апоптоза (рис. 1б). 

Рис. 1. Клетки меланомы кожи человека: а – на стадии раннего апоптоза; б – на стадии позднего апоптоза
Fig. 1. Human skin malignant melanoma: a – in early apoptosis; b – in late apoptosis
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Результаты 
Результаты подсчета АИ для клеток через 1 и 4 ч 

после ФДТ представлены на рис. 2 и рис. 3, соответ-
ственно.

Как видно на представленных рисунках, все из-
ученные концентрации фотосенсибилизтора (0,5 мкг/
мл, 1 мкг/мл и 2,5 мкг/мл) обладают сопоставимой 
способностью индуцировать ранний апоптоз. При 
увеличении времени лазерного облучения проис-
ходит более быстрый переход фотосенсибилизиро-
ванных опухолевых клеток в позднюю фазу апоптоза 
(р<0,05). 

Обсуждение
Механизмы клеточной смерти после ФДТ
Противоопухолевый эффект ФДТ обусловлен тре-

мя взаимосвязанными процессами: прямой гибелью 
опухолевых клеток, повреждением сосудов и акти-
вацией неспецифического иммунного ответа [13-15]. 

В то время как их общий вклад в результат лечения 
хорошо известен, относительную значимость каждо-
го из этих механизмов определить трудно. Манипу-
лируя дозой света, временем облучения после вве-
дения фотосенсибилизатора или комбинацией этих 
факторов можно оценить роль каждого процесса в 
общем ответе на фотодинамическое действие.

Большинство экспериментальных данных свиде-
тельствует о том, что при оптимальных режимах ФДТ 
(достаточная концентрация ФС и уровень освещен-
ности) опухолевые клетки некротизируются. Факто-
ры, способствующие некрозу, включают экстрамито-
хондриальную локализацию фотосенсибилизатора, 
высокие дозы света, гипогликемию [16-19]. Кроме 
того, на форму гибели клетки после ФДТ может вли-
ять ее генотип [20]. 

При глубокой локализации опухоли в тканях (с 
освещением субоптимальными дозами света в нача-
ле сеанса) эффективность ФДТ может снижаться. При 
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Рис. 2. Апоптический индекс через 1 ч после ФДТ при раннем и позднем апоптозе: а – экспозиция 6 мин;
б – экспозиция 10 мин
Fig. 2. Apoptotic index 1 h after PDT for early and late apoptosis: a – 6 min exposure; б – 10 min exposure

Рис. 3. Апоптический индекс через 4 ч после ФДТ при раннем и позднем апоптозе: а – экспозиция 6 мин;
б – экспозиция 10 мин
Fig. 3. Apoptotic index 4 h after PDT for early and late apoptosis: a – 6 min exposure; б – 10 min exposure
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этом клетки опухоли способны противостоять этим 
воздействиям и восстанавливать повреждения. Если 
им удается это сделать, то выживший клон даст нача-
ло рецидиву (если не будут иметь место смертельная 
ишемия или активация иммунного ответа). 

Однако развитие событий возможно и по другому 
сценарию, когда опухолевые клетки вступают в про-
цесс апоптоза – т.е. программированной гибели.

Индукция апоптоза
Апоптоз является жестко контролируемым, энер-

гозависимым процессом программированной само-
ликвидации клеток при активации гидролитических 
ферментов, протеаз и нуклеаз, что приводит к фраг-
ментации ДНК и деградации внутриклеточных струк-
тур [21].

Важнейшими морфологическими изменениями в 
результате данного процесса являются конденсация 
хроматина, клеточная фрагментация и продукция 
апоптотических телец, которые поглощаются окружа-
ющими клетками и фагоцитами.

После ФДТ с различными сенсибилизаторами и 
типами клеток апоптоз является быстрой и домини-
рующей формой клеточной смерти [22]. Фотодинами-
ческая терапия вызывает апоптоз двумя основными 
патофизиологическими путями: митохондрий-опос-
редованный или внутренний путь, и рецептор-опос-
редованная гибель или наружный путь [16]. 

Фотоиндуцированный апоптоз зависит также от 
отличных от внутреннего и внешнего клеточных сиг-
нальных путей, таких как гомеостаз кальция, церами-
да и МАРК-киназ. 

Влияние ФДТ на ДНК 
Так как ДНК кодирует генетическую информацию, 

любые повреждения, которые происходят в геноме, 
способны создать крайне опасную ситуацию для клет-

ки. Механизмы повреждений ДНК, индуцированных 
фотодинамической терапией, пока не очень понятны. 
ФДТ может привести к окислению оснований, полиме-
ризации нитей ДНК или обмену родственных хромати-
дов (структурных элементов хромосом) [23-25].

В нашем исследовании после фотодинамическо-
го воздействия на культуру клеток меланомы был 
зафиксирован ранний и поздний апоптоз. При этом 
индукция раннего апоптоза не зависела от концен-
трации фотосенсибилизатора и происходила даже 
при минимальных его дозах. Однако при увеличении 
времени лазерного облучения и, таким образом, по-
глощенной дозы света, происходил более быстрый 
переход фотосенсибилизированных опухолевых кле-
ток в позднюю фазу апоптоза.

Заключение
Фотодинамическая терапия является одним из 

наиболее перспективных терапевтических методов, 
которые активно развиваются в онкологии в послед-
ние 30 лет. Несмотря на огромное количество науч-
ных статей, опубликованных на эту тему в последние 
годы, мы еще далеки от ясного понимания молеку-
лярных механизмов гибели клеток опухоли после 
фотодинамического воздействия. Опубликованные 
отчеты полны противоречивых результатов. Одной из 
возможных причин этих расхождений являются чрез-
вычайно сложные взаимодействия между светом, 
фотосенсибилизатором, молекулярным кислородом 
и внутриклеточными структурами. Будущие исследо-
вания должны быть комплексными и включать в себя 
анализ многих компонентов фотодинамического дей-
ствия. Выяснение механизмов фотоиндуцированной 
клеточной гибели позволит создать более эффектив-
ные схемы лечения онкологических больных.
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