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Реферат

Цель: Определение возможности применения иттербиевых комплексов порфиринов для оценки
эффективности противоопухолевой терапии у экспериментальных животных по интенсивности
люминесценции.

Материал и методы: Опыты по изучению острой токсичности были проведены на 105 мышах
линий ВДF и BALB/C обоих полов, одного возраста. Животных делили на группы в соответствии
вводимым дозам препарата, а контрольным животным вводили в том же объеме физиологиче-
ский раствор. В каждой группе, включая контрольную (интактные мыши), всего 7 групп, содер-
жалось по 15 животных с массой тела от 21,0 до 23,5 грамм, разброс в группах составлял от 4 до
10 %, что соответствует норме при изучении острой токсичности. У животных в течение опыта
оценивали изменение массы тела по отношению к исходной, отмечали гибель животных, под-
считывали количество лейкоцитов крови. Внутренние органы (печень, сердце, кишечник, селе-
зенка, почки и др.) павших животных оценивали макроскопически при вскрытии. Исследование
токсичности препарата – дикалиевая соль иттербиевого комплекса 2,4-ди(a-метоксиэтил)дейте-
ропорфирина IX (Yb-ДМДП) проводили при его введении по 0,2 мл внутрибрюшинно и внутри-
венно. Опыты на мышах были проведены с дозами 400, 200, 150, 130, 100 мг/кг. Оценивали ди-
намику массы тела, число лейкоцитов и выживаемость.

Результаты: При анализе динамики гибели животных установлено, что дозы более 200 мг/кг
являются летальными LD100, 150 мг/кг соответствует LD50, а 100 мг/кг и ниже – нетоксичные
дозы, соответственно они могут быть использованы для оценки эффективности противоопухоле-
вой терапии у экспериментальных животных.

Заключение: Полученные данные позволяют предложить люминесцентную диагностику как
новый объективный, сравнительно недорогой и несложный метод оценки эффективности проти-
воопухолевой и, возможно, противовоспалительной терапии в эксперименте. Также этот метод
может быть применен для диагностики и контроля за лечением ряда заболеваний в ветеринар-
ной практике.
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Введение

Оценка эффективности лечения приви-

тых опухолей в эксперименте проводится для

определения того, насколько успешно экспери-

ментальное лечение влияет на рост и развитие

опухоли, а также на общее состояние организ-

ма животного. Для этого используются различ-

ные методы, включая измерение объёма опухо-

ли и оценку её гистологической структуры.

Например, к методам оценки эффектив-

ности фотодинамической противоопухолевой

терапии (ФДТ) относятся оценки по критериям,

рекомендованным в руководстве по экспери-

ментальному (доклиническому) изучению но-

вых фармакологических веществ [1, 2]:

1. По коэффициенту абсолютного приро-
ста опухоли (К). Для этого сначала вычисляют
объемы опухолей по формуле:

V = 1/6pd1d2 d3,

где: d1, d2, d3 – три взаимно перпендикулярных

диаметра опухоли, V – объем опухоли в см3.
Коэффициент абсолютного прироста опу-

холи (К) рассчитывают по формуле:

K = (Vt – V0)/V0,

где V0 – объем опухоли до воздействия, Vt – объ-

ем опухоли на определенный срок наблюдения. 
2. По торможению роста опухоли:
Проводится определение 2–3 размеров

опухоли у каждого животного в группе, после
чего вычисляется объем (V мм3) опухоли по
формулам: 
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Abstract
Purpose: To find out potentials of porphyrin ytterbium complexes in assessing the effectiveness of anti-
tumor therapy in experimental animals depending on the luminescence intensity.

Material and methods: 105 VDF and BALB/C mice of both sexes and the same age were used in the
trial to study acute toxicity. Animals were divided into groups depending on the administered doses,
while control animals received the same volume of saline. There were seven groups. Each group, includ-
ing the control one (intact mice), had 15 animals weighing between 21.0 and 23.5 grams; range within
groups was 4 to 10 %, which is normal for acute toxicity experiments. Throughout the trial, the follow-
ing parameters were recorded: changes in the body weight relative to baseline, mortality and white
blood cell count. Inner organs (liver, heart, intestines, spleen, kidneys, etc.) of dead animals were
macroscopically examined at necropsy. To study the acute toxicity of 2,4-di(a-methoxyethyl)deutero-
porphyrin IX Yb complex (dipotassium salt) (Yb-DMDP), preparation solution of 0.2 ml was injected in-
tra-abdominally and intravenously. The following doses were studied in the experiment: 400, 200, 150,
130, and 100 mg/kg. Body weight changes, leukocyte counts, and survival were recorded.

Results: When analyzing the dynamics of animal mortality, it was found that doses greater than
200 mg/kg are lethal LD100, 150 mg/kg corresponds to LD50, and 100 mg/kg and below are non-tox-
ic doses; accordingly, they can be used to assess the effectiveness of antitumor therapy in experimental
animals.

Conclusion: The obtained findings allow to consider luminescent diagnostics as a new, objective, rela-
tively inexpensive, and uncomplicated method for evaluating the effectiveness of antitumor and, possi-
bly, anti-inflammatory therapy in experiment. This technique can also be used for diagnostics and
monitoring of treatment in some diseases in veterinary practice.

Key words: porphyrin ytterbium complexes, tumor luminescent diagnostics, effectiveness of 
antitumor therapy, toxicity of porphyrin ytterbium complexes, Fluroscan
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V = a  b  c или   V = (a  b)2/2,

где a, b и c – длина, ширина и высота опухолево-
го узла. Затем вычисляется средний объем опу-
холи в группе Vср.

Степень торможения роста опухоли (ТРО)
определяется по показателям ТРО и Т/С [3–5],
вычисляемым по формулам:

TPO % = (Vконтроля–Vопыта)/Vконтроля100 %;

T/C % = (Vопыта/Vконтроля)100 %,

где V – средний объем опухоли (мм3) в получав-
шей препарат и контрольной группах соответ-
ственно, на конкретный срок; Т – леченная
группа; С – контрольная группа, Т/С – величи-
на, обратная ТРО, используется в случаях, ког-
да имеется стимуляция роста опухоли и во всех
случаях лечения развившейся опухоли. Допу-
стимо определять ТРО и Т/С, используя в каче-
стве показателя среднюю массу опухоли у по-
гибших и забитых в различные сроки исследо-
вания животных. ТРО и Т/С рассчитываются
на 1, 7 и 14-е сут после окончания лечения.
Значимый противоопухолевый эффект должен
сохраняться не менее 7 сут.

При этом используются количественные
критерии оценки ингибирующего эффекта на
опухолях животных и количественные крите-
рии оценки активности на ксенографтах опухо-
лей человека.

3. Проводится оценка ингибирующего
рост опухоли эффекта по логарифму погибших
клеток.

4. Проводится оценка противоопухолево-
го эффекта по увеличению продолжительности
жизни. Она проводится по окончании исследо-
вания и гибели всех животных. Определяется
средняя продолжительность жизни (СПЖ, сут)
в группе и вычисляются показатели увеличе-
ния продолжительности жизни (УПЖ %)
(УПЖ=Т/С–100) и Т/С по формулам:

Т/С % = (СПЖопыта/СПЖконтроля)100;

УПЖ % = (СПЖопыта– СПЖконтроля)/СПЖконтроля100.

5. По проценту животных в группе с
полной регрессией (ПР %) опухоли (К=–1,00). За
полную регрессию опухоли принимают отсут-
ствие видимой и пальпируемой опухоли [2].

6. Оценка противоопухолевого эффекта
также проводится по числу полных ремиссий и
излечению от опухоли.

Подсчет числа полных ремиссий про-
изводится не ранее чем через 30 (лейкозы) или
60 сут (солидные опухоли, развивающиеся в
брюшной полости гемобластозы), а подсчет

числа излеченных животных производится не
ранее чем через 90 сут после окончания курса
терапии. Отсутствие признаков опухолевого
поражения определяют при патологоанатоми-
ческом вскрытии [2].

7. Контроль эффективности лечения про-
водится и гистохимическими методами на 21-
е сут после сеанса ФДТ [6, 7].

8. Проводятся исследования по противо-
опухолевой активности фотосенсибилизаторов
с измерением интенсивности их флуоресцен-
ции в опухолях. Большинство фотосенсибили-
заторов способны флуоресцировать при введе-
нии в организм, что позволяет их детектиро-
вать при помощи лазерной контактной спек-
троскопии. Для возбуждения флуоресценции
фотосенсибилизаторов используют лазеры с
длиной волны генерации, соответствующей по-
лосе поглощения в спектре возбуждения фото-
сенсибилизатора. Исследования начинают с
использования терапевтической дозы фотосен-
сибилизатора. Если при этом высокая интен-
сивность флуоресценции в тканях не позволяет
провести измерение специфического сигнала,
дозу снижают. Специфическую флуоресценцию
у интактных животных измеряют в извлечен-
ных органах и тканях через 1, 7, 14 сут, 1, 1,5, 3
и 6 мес. Полученные данные позволят оценить
фармакокинетику фотосенсибилизатора и, в
частности, длительность удержания фото-
активной формы соединения в коже, что позво-
ляет прогнозировать его потенциальную кож-
ную фототоксичность. У животных-опухолено-
сителей флуоресценцию измеряют в опухоли и
окружающих нормальных тканях (коже и
мышце) через 5 с, 5, 15, 30 мин, 1, 2, 4, 24, 48 и
72 ч. Оценивают интенсивность нормирован-
ной флуоресценции (Фн) фотосенсибилизатора

в тканях и рассчитывают отношение между Фн

в опухоли и в нормальных тканях, определяя,
таким образом, показатели селективности на-
копления фотосенсибилизатора: Фн опухоль /

Фн кожа и Фн опухоль / Фн мышца. Высокая селектив-

ность накопления в опухоли является одним из
факторов, обеспечивающих наиболее избира-
тельное поражение опухолевого очага при све-
товом воздействии, а также может быть осно-
ванием для того, чтобы рассматривать данный
фотосенсибилизатор как перспективный для
флуоресцентной диагностики [2].

В то же время, метод флуоресцентной
спектрометрии имеет и определенные недо-
статки: фототоксичность, снижение чувстви-
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тельности метода из-за фоновой флуо рес цен -
ции в области 600–750 нм.

Одним из новых подходов к разработке
химических соединений для диагностики опу-
холей является применение комплексов иттер-
бия с порфирином. Включение лантанида в
структуру порфирина снижает фототоксич-
ность вещества и сдвигает длину волны испус-
каемой флуоресценции из видимого диапазона
в ближний инфракрасный. Это позволяет диф-
ференцировать их от фоновой флуоресценции
эндогенных веществ в видимом диапазоне.

Ранее было предложено использование
для этих целей радиоактивного изотопа иттер-
бия (Yb-169) для сцинтиграфии опухолей, при-
чем отмечено, что этот метод может приме-
няться наряду с флуоресцентным и люминес-
центным методами [8].

Для люминесцентной диагностики опухо-
лей и контроля за лечением ряда заболеваний в
настоящее время уже используются гель “Флю-
роскан” (аттестат аккредитации № РОСС
RU.0001.510608) и лазерно-волоконный флуо-
риметр (длина волны возбуждения 405 нм,
область регистрируемой люминесценции
900–1100 нм), разработанный в ФИРЭ и ИРЭ
им. В.А. Котельникова РАН [9–14].

Однако регистрация люминесценции с
использованием иттербиевых комплексов пор-
фиринов (ИКП), входящих в состав геля «Флю-
роскан», может быть применена только при его
поверхностном нанесении на кожу и слизистые
оболочки, что значительно ограничивает при-
менение ИКП при экспериментальных исследо-
ваниях у животных.

Поэтому, чтобы определить возможности
применения ИКП для вышеуказанных целей,
необходимо определить их концентрацию в
растворах, не вызывающую побочных явлений
и существенно не отличающуюся по токсично-
сти от применяемых для флуоресцентной диаг-
ностики порфиринов.

Острая токсичность – вредное действие
вещества, проявляющееся после однократного
применения или повторного введения через ко-
роткие (не более 6 часов) интервалы в течение
суток.

Целью изучения острой токсичности яв-
ляется определение переносимых, токсических
и летальных доз применяемого вещества и при-
чин наступления гибели животных.

Для этого мы и запланировали проведе-
ние описанных ниже экспериментов по вы-
явлению токсичности ИКП.

Материал и методы

Опыты по изучению острой токсичности
были проведены на 105 мышах линий ВДF и
BALB/C обоих полов (примерно поровну), полу-
ченных из питомника “Столбовая” одного воз-
раста. При прохождении 2-недельного каран-
тина животных содержали в виварии в стацио-
нарных условиях, со свободным доступом к во-
де и сбалансированному по питательности бри-
кетированному комбикорму. Животных взве-
шивали, индивидуально метили и делили на
группы в соответствии вводимым дозам препа-
рата, а контрольным животным вводили в том
же объеме физиологический раствор. В каждой
группе, включая контрольную (интактные мы-
ши), всего 7 групп, содержалось по 15 живот-
ных с массой тела от 21,0 до 23,5 грамм, раз-
брос в группах составлял от 4 до 10 %, что соот-
ветствует норме при изучении острой токсич-
ности.

Проводили исследования токсичности
раствора Yb-комплекса 2,4-ди(a-ме то кси -
этил)дейтеропорфирина IX (дикалиевая соль).
Животных в течение опыта взвешивали (оце-
нивали изменения массы тела по отношению к
исходной), отмечали гибель животных, подсчи-
тывали количество лейкоцитов крови (кровь
забирали из хвостовой вены). Внутренние орга-
ны (печень, сердце, кишечник, селезенка, поч-
ки и др.) павших животных оценивали макро-
скопически при вскрытии. Данные представле-
ны в таблице и графиках.

Поскольку дикалиевая соль Yb-комплекса
2,4-ди(a-метоксиэтил)дейтеропорфирина IX
(Yb-ДМДП) хорошо растворима, препарат рас-
творяли в физиологическом растворе и вво ди -
ли по 0,2 мл внутрибрюшинно и внутривенно
(в/бр и в/в). Опыты на мышах были проведены
с дозами 400, 200, 150, 130, 100 мг/кг.

Результаты исследований

При введении дозы 400 мг/кг животные
погибли в первые сутки. При макроскопиче-
ском исследовании выявлено: внутренние ор-
ганы без видимых изменений, за исключением
селезенки, которая уменьшена в размере.

При исследовании этого препарата так-
же оценивали массу тела, число лейкоцитов и
выживаемость.

Динамика массы тела (в процентах отно-
сительно исходной) в зависимости от времени
и доз дикалиевой соли Yb-ДМДП при действии
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доз: 200 мг/кг в/в, 150 мг/кг в/бр и в/в,

представлена на рис. 1.

Динамика массы тела (в процентах отно-

сительно исходной) в зависимости от времени

и доз дикалиевой соли Yb-ДМДП при действии

доз: 100 мг/кг в/бр, 130 мг/кг в/бр и 150 мг/кг

в/бр, представлена на рис. 2.

При введении всех доз отмечалось паде-

ние массы тела, но начиная с 5, 7-ых сут жи-

вотные начинали набирать вес и к 12, 15-

ым сут восстанавливали свой исходный вес,

кроме дозы 200 мг/кг, при которой мыши

похудели на 25 %.

Динамика количества лейкоцитов в кро-

ви относительно контроля в зависимости от

времени и доз дикалиевой соли Yb-ДМДП при

действии доз 200 мг/кг в/в, 150 мг/кг в/бр и

в/в, представлена на рис. 3. Отмечено, что

влияние способа введения препарата – внутри-

венно и внутрибрюшинно – при одинаковых

дозах сказывается лишь в ранние сроки.  Есте-

ственно, что при внутривенном введении реак-

ция организма более острая, чем при внутри-

брюшинном.

Динамика количества лейкоцитов в кро-

ви относительно контроля в зависимости от

времени и доз дикалиевой соли Yb-ДМДП при

действии доз: 100 мг/кг в/бр, 130 мг/кг в/бр и

150 мг/кг в/бр, представлена на рис. 4.

При исследовании динамики количества

лейкоцитов в крови относительно контроля в

зависимости от времени и доз дикалиевой соли

Yb-ДМДП при действии различных доз можно

отметить, что количество лейкоцитов не зави-

сит от дозы и чаще в первые сутки наблюдается
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Рис. 1. Влияние дикалиевой соли иттербиевого ком-
плекса 2,4-ди(a-метоксиэтил)дейтеропорфирина IX
на массу тела животных (100 % – исходная масса

тела); здесь дозы: ––150 мг/кг в/бр, –– 200 мг/кг

в/в, –▲– 150 мг/кг в/в

 
 
 
 
 
 

Рис. 2. Влияние дикалиевой соли иттербиевого ком-
плекса 2,4-ди(a-метоксиэтил)дейтеропорфирина IX
на массу тела животных (100 % – исходная масса

тела); здесь дозы: ––100 мг/кг в/бр, –– 130 мг/кг

в/бр, –▲– 150 мг/кг в/бр

Рис. 3. Влияние дикалиевой соли иттербиевого ком-
плекса 2,4-ди(a-метоксиэтил)дейтеропорфирина IX
на количество лейкоцитов в крови животных
(контроль берется за 100 %); здесь дозы:

––200 мг/кг в/в, –– 150 мг/кг в/в, –▲– 150 мг/кг
в/бр

Рис. 4. Влияние дикалиевой соли иттербиевого ком-
плекса 2,4-ди(a-метоксиэтил)дейтеропорфирина IX
на количество лейкоцитов в крови животных
(контроль берется за 100 %); здесь дозы:

––100 мг/кг в/бр, –– 130 мг/кг в/бр, –▲–
150 мг/кг в/бр
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лейкопения, чем лейкоцитоз (у одной группы
при в/в введении дозы 200 мг/кг у части мы-
шей был лейкоцитоз, а у другой – лейкопения).
При дозе 150 мг/кг у некоторых животных чис-
ло лейкоцитов соответствовало фи зио ло ги чес -
кой норме. В группе 200 мг/кг была более свет-
лая кровь, в связи с этим у них были подсчита-
ны и эритроциты; отмечено снижение их до
65 %. В отдаленные сроки лейкоциты восста-
навливались до физиологической нормы. Из-
менения массы тела и клеток крови, иллюстри-
руемые рисунками, отражают лишь наличие у
Yb-ДМДП токсического компонента при опре-
деленных дозах, приводящего к гибели живот-
ных. Механизмы токсического воздействия Yb-
ДМДП при данных способах введения могут яв-
ляться предметом отдельного исследования.

Анализ динамики гибели животных
представлен в табл. 1.

При анализе динамики гибели животных
установлено, что дозы 200 мг/кг и более
являются летальными по LD100, 150 мг/кг
соответствует LD50, а 100 мг/кг – нетоксичная
доза, такая доза и дозы ниже могут быть ис-
пользованы для поставленных целей – люми-
несцентной диагностики.

При вскрытии павших животных макро-
скопически было отмечено, что мочевой пу-
зырь и желудок раздуты, в сердце, вероятно,
тромбы, обнаруживаются темные и светлые
участки, селезенка уменьшена. Можно счи-
тать, что Yb-ДМДП (дикаливая соль) оказывает
токсическое действие на кроветворную систе-
му.

Обсуждение

Степень токсического действия дикалие-
вой соли Yb-ДМДП определяется величиной до-
зы в отношении массы тела. Лейкоцитоз, воз-

можно, обусловлен воспалительным процессом

в месте введения препарата (в области хвосто-

вой вены) или острым воспалительным

процессом. Доза 200 мг/кг является LD100,

150 мг/кг соответствует LD50, а 100 мг/кг и

меньше – нетоксичные дозы. Чувствительными

органами являются мочевой пузырь, желудок,

селезенка, кроветворная система. Гибель жи-

вотных наступает с резким падением массы те-

ла и изменением органов.

Таким образом, подходящим для диагно-

стики в качестве опухолевого маркера является

дикалиевая соль Yb-ДМДП, проявляющая ток-

сические свойства, близкие к применяемым в

практике фотодинамической терапии и флуо-

ресцентной диагностики фотосенсибилизато-

рам. Например, LD50 для широко применяемо-

го в клинике при фотодинамической терапии

препарата “Радахлорин” составляет около

210 мг/кг.

Следует отметить, что, по-видимому, дан-

ный ИКП может быть применен не только в экс-

периментальной онкологии, но, например, для

оценки эффективности противовоспалитель-

ных препаратов при моделировании воспали-

тельных процессов, так как в приведенных вы-

ше работах отмечено накопление ИКП в очагах

воспаления.

Представляет интерес изучение примене-

ния ИКП в ветеринарной практике для диагно-

стики и контролем за лечением ряда заболева-

ний.

Выводы

1. Установлено, что метод люминесцентной ди-

агностики с ИКП может быть применен для

оценки эффективности противоопухолевой

терапии у экспериментальных животных.
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Таблица 1
Гибель животных при введении иттербиевого комплекса 2,4-ди(-метоксиэтил)

дейтеропорфирина IX (дикалиевой соли)
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2. Определены дозы ИКП, позволяющие прово-
дить люминесцентную диагностику, кото-
рые не являются токсичными и не влияют
на результаты оценки противоопухолевой
активности.

3. Данный метод может быть использован для
диагностики и контроля за лечением ряда
заболеваний животных в ветеринарной
практике.
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