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Abstract
Bacteria are inactivated using a technique called photodynamic inactivation, which combines light with a photosensitizer with the right spectrum. 

Bacillus subtilis and Escherichia coli bacteria as well as 
the ideal purple LED exposure energy density. This study technique involves exposing bacteria to purple LED radiation. Two elements of variation 

changing the amount of radiation for 30, 60, 90, and 120 minutes. The Total Plate Count (TPC) method was used to count the number of colonies. 
Statistical tests were utilized in data analysis, namely the One Way Anova test (analysis of variance). The results of this study indicated that 395 
nm purple LED irradiation caused a decrease in Log CFU/mL of Bacillus subtilis and Escherichia coli bacteria. Inactivation of Bacillus subtilis bacteria 
showed a higher mortality percentage than Escherichia coli bacteria. Changes in other irradiation distances also showed a higher percentage of 
death for Bacillus subtilis bacteria than Escherichia coli bacteria. The highest percentage of death was 98.5% for Bacillus subtilis bacteria and 94.3% 
for Escherichia coli bacteria at position C with an irradiation distance of 3 cm and an energy density of 524 J/cm2 with an LED exposure time of 120 
minutes. This shows that the percentage of death of bacteria Bacillus subtilis and Escherichia coli increased with increasing doses of LED energy with 
the greatest percentage of death in Gram-positive bacteria Bacillus subtilis.

Key words: health security, photodynamic inactivation, purple LED, Bacillus subtilis, Escherichia coli.
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Introduction
The goal of sterilizing health services is to achieve the 

best/highest level of individual/community health by 

other healthcare facilities in Indonesia, infection and sepsis 
continue to be among the leading causes of mortality and 
morbidity. The spread of infections and diseases can have a 
negative impact on the health of employees, patients, and 
the medical procedures performed at healthcare facilities. 
The presence of contaminating bacteria as an infection 

be kept sterile, including operating rooms, laboratories, 
and existing medical equipment. Bacillus subtilis is a 
common contamination microorganism detected in 
medical equipment. Escherichia coli is the bacteria that is 
frequently discovered in food. These bacteria’s spores are 
also agents that contribute to food spoiling, operate as 
disease vectors, and can alter food quality, which makes 
them a serious problem for the food industry [1].

Additionally, the cleanliness of the food we eat has an 
impact on our health. The application of cleanliness, safety, 
comfort, and regularity which decreases or even avoids 
the possibility of contamination is the primary principle 
of food sanitation. using food sanitation to regulate the 
usage of raw materials, processing locations, and auxiliary 
equipment [2]. It must be ensured that the tools used are 
clean before they may be used to prepare and serve food. 

All biological forms are eliminated during sterilization. 
From a microbiological perspective, a thing is free of living 
microorganisms if it is sterile. Among all living things, 
bacterial spores are the most resistant to sterilization. The 
quantity and kind of microorganisms, the degree and type 
of contamination by other substances, and whether or not 

other items that come into contact with blood or bodily tissue 
must be sterilized. Dry heat sterilization is one of the most 
popular sterilization processes. The drawbacks of the dry 
heat sterilization approach include the lengthier sterilization 
time, the slow and uneven material penetration, the need 
for an oven and a constant power source, the inability to 
disinfect plastic and rubber devices, and the high cost of 

photodynamic inactivation is therefore required. Previous 

light for inactivating bacteria and fungi [4, 5].
Photoinactivation is the process of preventing cellular 

metabolism due to cytoplasmic membrane damage 
brought on by reactive oxygen in lipids and proteins 
[6]. The membrane transport system in the bacterial 
cell is either inactive or undergoes cell lysis as a result of 
reactive oxygen. The light source, the photosensitizer 
as a substance, and the free radicals that lead to cell 
inactivation are the three primary causes of photodynamic’ 
success. Endogenous porphyrins, which some bacteria 
naturally create and which are photosensitizers and light-
absorbing compounds (sensitive to light). Every porphyrin 

wavelength [7]. Bacterial cells will be photo inactivated 
when the right combination of light and photosensitizer 
is used [8]. A photosensitization mechanism, such as the 
absorption of light by porphyrins, triggers reactions in 
the substrate to begin the photoinactivation process. 
External photosensitizers from various materials such as 
chemicals [9], drugs [10], organic/natural materials [11] 

of photoinactivation. The type and number of 

Резюме
Инактивация бактерий может быть выполнена с использованием метода, называемого фотодинамической инактивацией, в основе 
которого лежит активация фотосенсибилизатора светом определенного спектра. Целью данного исследования является определение 
эффективности светодиодов с излучением в фиолетовой области спектра для фотоинактивации бактерий Bacillus subtilis и Escherichia 
coli, а также определение оптимальной плотности энергии воздействия. При облучении были использованы два изменяемых параме-
тра. Первый параметр — это расстояние от источника облучения до облучаемой поверхности (3 см, 6 см, 9 см и 12 см). Второй параметр 
– время облучения (30, 60, 90 и 120 мин). Для подсчета количества колоний использовали метод общего подсчета чашек (Total Plate 
Count). При анализе данных использовали статистические тесты, а именно тест One Way Anova (дисперсионный анализ). Результаты 
этого исследования показали, что светодиодное излучение в фиолетовой области спектра с длиной волны 395 нм вызывало снижение 
log КОЕ/мл бактерий Bacillus subtilis и Escherichia coli. Воздействие на бактерии Bacillus subtilis показало более высокий процент смерт-
ности, чем для бактерий Escherichia coli. Лучшие результаты были получены при расстоянии до источника облучения 3 см, плотности 
энергии 524 Дж/см2, и времени воздействия светодиода 120 мин. В этом режиме было инактивировано 98,5% бактерий Bacillus subtilis 
и 94,3% бактерий Escherichia coli. 

Ключевые слова: безопасность, фотодинамическая инактивация, фиолетовый светодиод, Bacillus subtilis, Escherichia coli.

Для цитирования: Yaqubi A.K., Astuti S.D., Permatasari P.A.D., Komariyah N., Endarko E., Zaidan A.H. Эффективность in vitro инактивации 
бактерий Bacillus subtilis и Escherichia coli в стерилизаторах с использованием облучения в фиолетовой области// Biomedical Photonics. – 
2022. – Т. 11, № 4. – С. 4–10. doi: 10.24931/2413–9432–2022–11-4-4-10.
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photosensitizers, which act as light-absorbing molecules, 
determine this photosensitization.

The Light-emitting diode (LED), a complicated 
semiconductor that can convert electrical energy into 
light, has the advantage of only releasing a little amount 
of heat in the light it generates. It is one of the light sources 
that has a porphyrin absorption spectrum range of the 
photosensitizer type. The porphyrin absorption spectral 
region of the photosensitizer type is present in LED light 
sources. Additionally, because LEDs only generate a 
minimal amount of heat in the light they provide, they are 
superior to conventional light sources for the phototherapy 
process [13]. Previous studies demonstrated the ability of 
LEDs to inactivate bacteria [5, 14, 15]

The result study previously showed that a purple LED 
with a wavelength of 408.6 nm, energy of 61.2 joules, 

light source for inactivating S. mutans [14]. In another 
investigation the visible light with a wavelength of 405 nm 
used to test the susceptibility of Bacillus and Clostridium 
endospores [16]. Another study with light 405 nm showed 

Listeria 
monocytogenes bacteria utilizing high-intensity light with 

optimum inactivation is induced by exposure to the 400–
450 nm wavelength range at a rather high dose level (750 
J/cm2). Longer than 450 nm exposure does not result in 

inactivating L. monocytogenes is 405 nm of light, according 
to an analysis with a 10 nm bandwidth between 400 and 

wavelength, higher intensity purple LED light source for 
this research. In this study, Bacillus subtilis and Escherichia 
coli bacteria will be photo inactivated in vitro using the best 

Materials and methods
Bacterial Culture
The bacterial strain, Bacillus subtilis ATCC 9466 and 

Escherichia coli ATCC 25922 was inoculated from Tryptone 
Soy Agar (Oxoid, UK) and taken on Tryptone Soy Broth 
sterile (Oxoid, UK). The culture of bacteria was incubated 
at 37oC until bacterial colonies reached ~108 CFU/mL or 
1.0 McFarland Standard. 

Purple LED Exposure
Purple LEDs with a peak wavelength of 395 nm were 

exposed to Bacillus subtilis and Escherichia coli bacteria. 
The instruments used in this study were purple LEDs 395 
nm arranged on 10x10 pieces of PCB and assembled in an 
acrylic box with a volume of 15x15x15 cm3 and controlled 
by a microcontroller. The instrument is equipped with 
a display of time (minutes), PWM (%), and irradiation 
temperature (0C). The process of irradiating the LEDs on 
the samples was carried out in various positions, namely 
positions A, B, C, D, and E according to Fig. 1. Treatment 
of bacteria was carried out at various distances, namely 
at a distance of 3 cm, 6 cm, 9 cm, and 12 cm and time 
variations exposure for 30 minutes, 60 minutes, 90 minutes 
and 120 minutes. Table 1 shows the average values of the 
measurement data for the intensity of a 395 nm purple 
LED at a distance of 3 cm, 6 cm, 9 cm and 12 cm.

Рис. 1. Положение образца.
Fig. 1. Position of sample.

Table 1
The average values of the measurement data for the intensity of a 395 nm purple LED at a distance of 3 cm, 6 cm, 9 cm 
and 12 cm
Таблица 1
Средние значения данных измерений интенсивности излучения фиолетового светодиода с длиной волны 395 
нм на расстоянии 3 см, 6 см, 9 см и 12 см

Distance, 
cm

A Position,  
mW

cm2

B Position,  
mW

cm2

C Position,  
mW

cm2

D Position,  
mW

cm2

E Position,  
mW

cm2

3 49.4 59.6 89.0 54.1 54.5

6 39.2 41.6 67.6 41.2 40.3

9 27.0 27.0 55.1 24.9 26.9

12 15.6 20.5 35.0 23.0 12.9
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Data analysis
Using the total plate count approach, the number of 

bacterial colonies that were growing was counted. The 
following formula is used to determine the percentage 
decrease in the number of bacterial colonies:

%death treatments control
control

x 100

The One-Way ANOVA test was used as the statistical 
analysis (analysis of variance). The purpose of this test is to 
identify any variations in the outcomes of each treatment 
group.

Results and discussion
Bacillus subtilis and Escherichia coli bacteria were 

exposed to purple LEDs at varying distances of 3, 6, and 
9 cm for periods of 30, 60, 90, and 120 minutes with a 
power width modulation (PWM) value of 100%. Fig.1 and 
2 showed Bacillus subtilis and Escherichia coli viability after 
LED exposure to (a) position A, (b) position B, (c) position 
C, (d) position D, (e) position E.

Based on research data, power density and energy 
density values are obtained at each position. The position 
that has the greatest power density is at position C so that 
the energy density value has the greatest value as well. The 
power density at positions A, B, D, E have almost the same 

Рис. 2. График жизнеспособности бактерий 
Bacillus subtilis после экспозиции в положе-
нии А (а), положении В (b), положении С (c), 
положении D (d), положении E (e)
Fig. 2. Graph of Bacillus subtilis bacteria 
viability after exposure to (a) position A, (b) 
position B, (c) position C, (d) position D, (e) 
position E

а

c

e

b

d
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values so that the energy density or dose at positions A, B, 
D, and E also have almost the same values. Therefore, the 
value of the percentage of deaths in these positions has 

this study.
The results of this study indicated that 395 nm purple 

LED irradiation caused a decrease in Log CFU/mL of Bacillus 
subtilis and Escherichia coli bacteria. Inactivation of Bacillus 
subtilis bacteria showed a higher mortality percentage 

than Escherichia coli bacteria. Changes in other irradiation 
distances also showed a higher percentage of death for 
Bacillus subtilis bacteria than Escherichia coli bacteria. The 
highest percentage of death was 98.5% for Bacillus subtilis 
bacteria and 94.3% for Escherichia coli bacteria at position C 
with an irradiation distance of 3 cm and an energy density 
of 524 J/cm2 with an LED exposure time of 120 minutes. 
This shows that the percentage of death of bacteria Bacillus 
subtilis and Escherichia coli increased with increasing doses 
of LED energy with the greatest percentage of death in 
Gram-positive bacteria Bacillus subtilis.

а

c

e

b

d

Рис. 3. График жизнеспособности бактерий 
Escherichia coli после экспозиции в положе-
нии А (а), положении В (b), положении С (c), 
положении D (d), положении E (e)
Fig. 3. Graph of Escherichia coli bacteria 
viability after exposure to (a) position A, (b) 
position B, (c) position C, (d) position D, (e) 
position E
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Bacteria are photo inactivated by the process of 
photodynamic inactivation (PDI), which is regulated 
by oxygen, photosensitizer material, and light source. 
Photoinactivation is the process of preventing cellular 
metabolism due to cytoplasmic membrane damage 
brought on by reactive oxygen in lipids and proteins. 
The membrane transport system in the bacterial cell is 
either inactive or undergoes cell lysis as a result of reactive 
oxygen. A 395 nm-wavelength purple LED light source was 
employed in the study. Bacillus subtilis and Escherichia coli 
bacteria’s absorption spectrum range is taken into account 
while adjusting the wavelength.

Power density and energy density numbers are 
determined for each place based on research data. Position 
C has the highest power density, which also means that 
this position also has the highest energy density rating. 
Because the power density at points A, B, D, and E is almost 
identical, the energy density or dose at these locations 
is almost identical as well. As a result, the percentage of 
fatalities in these positions is practically the same. 

A photophysical mechanism underlies the 
photoinactivation process that happens in Bacillus 
subtilis and Escherichia coli. Bacterial cells will be photo 
inactivated when the right combination of light and 
photosensitizer is used. A photosensitization mechanism, 
such as light absorption by porphyrins, triggers reactions 
in the substrate to produce radical oxygen species 
(ROS) [19]. First step is absorption of photon energy by 
endogenous porphyrin (10-15 s) followed by porphyrin 
molecule excitation. The excitation is generally achieved 
via a one photon transition between the ground state 
and a singlet excited state. Intersystem crossing generates 
the sensitizer triplet state. The lifetime of this state is 
longer (ms) so it will react with biology subtract in types 
I and II photochemistry mechanisms. A Type I mechanism 
involves hydrogen-atom abstraction or electron-transfer 
between the excited porphyrin and a substrate, yielding 
free radicals [20]. These radicals can react with oxygen 
to form an active oxygen species such as the superoxide 
radical anion. In a Type II mechanism, singlet oxygen is 
generated via an energy transfer process during a collision 

ROS is damage to the cytoplasmic membrane, allowing 
leakage of cellular contents or inactivation of membrane 
transport systems and enzymes that caused peroxidation 
in lipid and membrane proteins and cell lysis [21, 22].

Bacillus subtilis and Escherichia coli are Gram positive 

structure of the cell wall [23]. On the outside wall of Gram-
positive bacteria with a thickness of 15-80 nm consisting 
of 100 layers peptidoglycan associated with lipoprotein 
that binds to the outer membrane and the peptidoglycan 
teichuronic acid negatively charged relatively porous. The 
outer membrane of Gram-negative bacteria consisting 

of lipopolysaccharide, phospholipids, and lipoproteins. 
outer membrane serves as a barrier against the damaging 

to certain molecules [24]. The outer membrane forms an 

type I operative for Gram (+) and reaction type II operative 
to Gram (-). 90% of singlet oxygen reacts to the cell lipid 
bilayer and proteins associated with the membrane 
transport system, lipid and protein peroxidation occurs 
causing damage to the cytoplasmic membrane and 
protein denaturation resulting in inactivation of the 
membrane transport system, interference with cell wall 
synthesis and the emergence of a multilamellar structure 
on the side of the cell divider. which cleaves and leaks 
potassium ions and then cell lysis occurs [23]. 

Bacillus subtilis and Escherichia coli undergo photoin-
activation by a photophysical mechanism. When the correct 
amount of light and photosensitizer are utilized, bacterial 
cells will be photo inactivated. The photoinactivation 
process starts when processes in the substrate are 
triggered by a photosensitization mechanism, such as light 
absorption by porphyrins. Reactive oxygen is produced 
during this process, which causes the bacterial cell to lyse 
or disables the membrane transport system. While others 
blame radicals like HO for the destruction, many authors 
mistakenly assume that O2 is the sole species that matters 
when it comes to bacterial PDI. According to a theory, Gram-
positive bacteria are more sensitive to O2, whereas Gram-
negative bacteria are more sensitive to HO. Variations in the 
amount that PS binds to the bacteria’s microenvironment 
or the amount of NaN3 that enters the bacterial cell walls 
may also contribute to variations in NaN3 inhibition. By 
employing S. verbascifolium as the PS, we found that the PDI 
reaction was oxygen-dependent, considerably inhibited by 
sodium azide, and only marginally inhibited by mannitol. 
Through the use of type II and type I reactions, respectively, 
this demonstrated the dependency on singlet oxygen and, 
to a lesser extent, hydroxyl radicals.

Conclusion
The results of this study indicated that 395 nm purple 

LED irradiation caused a decrease in Log CFU/mL of Bacillus 
subtilis and Escherichia coli bacteria. Inactivation of Bacillus 
subtilis bacteria showed a higher mortality percentage 
than Escherichia coli bacteria. Changes in other irradiation 
distances also showed a higher percentage of death for 
Bacillus subtilis bacteria than Escherichia coli bacteria. The 
highest percentage of death was 98.5% for Bacillus subtilis 
bacteria and 94.3% for Escherichia coli bacteria at position C 
with an irradiation distance of 3 cm and an energy density 
of 524 J/cm2 with an LED exposure time of 120 minutes. 
This shows that the percentage of death of bacteria Bacillus 
subtilis and Escherichia coli increased with increasing doses 
of LED energy with the greatest percentage of death in 
Gram-positive bacteria Bacillus subtilis.

Yaqubi A.K., Astuti S.D., Permatasari P.A.D., Komariyah N., Endarko E., Zaidan A.H.
Effectiveness of purple led for inactivation of Bacillus subtilis and Escherichia coli bacteria in in vitro sterilizers
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Abstract
gastrointestinal tract or 

liver. However, transdermal delivery of most molecules often excludes due to the barrier function of the skin, which prevents the penetra-
tion of exogenous substances. To overcome this barrier and increase skin absorption, ethosomal complexes use, by means penetration into 
the deep layers of the skin and/or systemic circulation is possible. This work devotes to the development of a non-invasive method for 
assessing the depth of penetration by ethosomes with methylene blue (MB) into the skin during application and photodynamic exposure. 

microbial diseases, the penetration of MB into the vascular system of the epidermis or mucous tissue is required. Nowadays, the existing 
methods for assessing the penetration depth of PS are time consuming and require the use of animal skin or model samples. The LESA-01 

depth of up to 2 mm in the investigation was used. 

Keywords: 

For citations: Loginova A.G., Nikitenko I.S., Tikhonovsky G.V., Skobeltsin A.S., Voitova A.V., Loschenov V.B. Development of a method for 
assessing the depth of penetration of ethosomes with methylene blue into the skin during application and photodynamic exposure, 
Biomedical Photonics, 2022, vol. 11, no. 4, pp. 11–18. doi: 10.24931/2413–9432–2022–11-4-11–18.

Contacts: Loschenov V.B., e-mail: loschenov@mail.ru
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Loginova A.G., Nikitenko I.S., Tikhonovsky G.V., Skobeltsin A.S., Voitova A.V., Loschenov V.B.
Development of a method for assessing the depth of penetration of ethosomes  

with methylene blue into the skin during application and photodynamic exposure

Резюме
В широком спектре литературных источников сообщается о потенциальных преимуществах трансдермальной доставки 
лекарственных веществ. Среди данных преимуществ выделяют следующие – минимальная травматичность, снижение побочных 
эффектов, предотвращение деградации или метаболизма в желудочно-кишечном тракте или печени. Однако трансдермальная 
доставка большинства молекул часто исключается из-за барьерной функции кожи, которая препятствует проникновению 
экзогенных веществ. Для преодоления данного барьера и увеличения кожного поглощения могут быть использованы 
этосомальные комплексы, с помощью которых возможно проникновение в глубокие слои кожи и/или системное кровообращение. 
Данная работа посвящена разработке неинвазивного метода оценки глубины проникновения этосом с метиленовым синим в 

 евтсечак в нарбыв лыб йинис йывонелитем оннемИ .иивтсйедзов моксечиманидотоф и ииненемирп монноицакилппа ирп ужок
фотосенсибилизатора (ФС) в работе, поскольку имеется достаточное количество публикаций о его положительном влиянии 
на восстановление дыхательной цепи клеток различных органов и, тем самым восстановлении их метаболизма. Кроме того, 
метиленовый синий проявил себя как эффективный ФС, разрушающий патогенные микробы и вирусы, в том числе вирус 
SARS-CoV-2. Однако для более эффективной терапии Covid-19 и антибиотикорезистентных микробных заболеваний требуется 

 еищюувтсещус тнемом йыннад аН .инакт йотсизилс или асимредипэ уметсис юутсидусос в йинис йывонелитем еиневонкинорп
методы оценки глубины проникновения фотосенсибилизаторов являются трудоёмкими и требуют использования кожи животных 
или модельных образцов. В работе была использована система ЛЭСА-01 БИОСПЕК со специально разработанными оптическими 

.мм 2 од енибулг ан и ижок итсонхревоп ан атараперп иицнецсероулф ьтсонвиснетни ьтавинецо имищюяловзоп ,имаротпада

Ключевые слова: этосомы, трансдермальная доставка лекарств, метиленовый синий, глубина проникновения, вирусы, микробы.

Для цитирования: Логинова А.Г., Никитенко И.С., Тихоновский Г.В., Скобельцин А.С., Войтова А.В., Лощёнов В.Б. Разработка метода 
оценки глубины проникновения этосом с метиленовым синим в кожу при аппликационном применении и фотодинамическом 
воздействии // Biomedical Photonics. – 2022. – Т. 11, № 4. – С. 11–18. doi: 10.24931/2413–9432–2022–11-4-11–18.

Контакты: Лощёнов В.Б., e-mail loschenov@mail.ru

Introduction
In recent decades, there has been a diverse 

and widespread use of lasers in dermatology and 
cosmetology. Laser methods to correct age-related 
changes and various skin pathologies are used [6]. Such 
a desire for laser therapies has led to the development of 

of treatment [1], one of which is photodynamic therapy, 
which in the treatment of various skin diseases is used. 
In addition to cancerous and precancerous skin changes, 
PDT for cosmetic purposes in photo-rejuvenation is 
used [2]. Improvement of the skin condition during 
photoaging, prevention of actinic keratoses, the 
possibility of repeated procedures and a limited number 

for skin rejuvenation [3]. One of the photosensitizers 
in PDT is methylene blue (MB). Several clinical studies 

basal cell carcinoma, Kaposi’s sarcoma, melanoma, viral 
and fungal infections are used [4]. The authors [5] also 

oxidative stress and slow down skin aging.

other photosensitizers, since during photoexcitation 
it oxidizes NAD(P)H, which is localized in the 

photosensitizer of mitochondrial action [4,6]. In fact, 
targeting mitochondria is an important subject of 
research in PDT, since damage to mitochondria can 
induce an apoptotic cascade [4,7,8].

Brief description of the structure, functions and ways 
of penetration into the skin

The skin is the outer and largest organ of the 
human body with a complex structure. The skin 
performs a protective function and acts as a barrier 
to the penetration of exogenous substances from the 
external environment into the body. Stratum corneum 
(SC) is a “brick” organization consisting of corneocytes 
embedded in the lipid domain. The strengthening of 
cell walls is due to the presence of covalently bound 
lipids and cross-linked proteins, and the connection 
with neighboring cells occurs through desmosomes. 
Directly under the SC is a viable epidermis with 
keratinocytes, formed in the basal layer of the epidermis. 
Then there is a slow upward migration of these cells 
to the surface of the skin. Melanocytes, Langerhans 
cells, migrating macrophages and lymphocytes in the 
epidermis were also found. Under the epidermis there 
is a dermis containing structured collagen and elastin 

function in the process of percutaneous absorption. 
The hypoderm under the dermis is located and is a 
layer of subcutaneous adipose tissue, provides the 
main food supply, physical protection and thermal 
insulation [9,10]. For the vast majority of penetrants, 

a restriction on the penetration rate. Since SC consists 
of dead cells where there is no metabolic activity, the 
penetration process occurs in a passive way. Such an 
obstacle to penetration with the composition and 
structure of the SC itself is related [11]. At the same 
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time, the only continuous region in SC is the lipid 
domain mainly consisting of ceramides, free fatty acids, 
cholesterol and cholesterol esters. A distinctive feature 

which consist mainly of phospholipids. Such a unique 
composition of SC prevents the penetration of ionic, 
high-polar substances and macromolecules. Highly 
polypophilic molecules, passing through the SC, do not 

[9]. 
There are three potential methods of penetration 

to deep layers by application: the intercellular pathway, 
the transcellular pathway and the accessory pathway 
(Fig. 1) [12]. Since sweat glands and hair follicles 
occupy only 0.1% of the total body surface, the 
accessory pathway does not contribute much to the 
penetration of medicinal substances [9,12]. Although, 

and substances with high molecular weight, such as 
nanoparticles, occurs, the accessory pathways may 

have an important role [13]. However, it is generally 
assumed that the intercellular pathway is the main one 
for the penetration of most molecules [14]. 

To achieve the therapeutic amount of the drug in 
the deep layers of the skin and systemic circulation, 
appropriate penetration enhancers can be used, which 

Four main methods of enhancing penetration through 
the skin are most often considered: microneedle 
delivery, the use of electrical impulses, chemical 
reinforcement and the use of innovative vesicular 
carriers [9].

Innovative vesicular carries
Liposomes as a drug penetration enhancer during 

topical application of the drug by Mezei about two 

to further studies, it was shown that such rigid particles 
increase accumulation in the upper layers of the skin 
and do not lead to an increase of medicinal substance 

to synthesize lipid vesicular systems that can facilitate 
the penetration of the drug into the underlying layers of 
the skin and allow transdermal absorption were made 
[19,20]. Innovative vesicular carriers should include 
ethosomes. The main components of the ethosomes 
are phospholipids, ethanol (20-45%) and water. In 
special cases, propylene glycol (PG), carbopol and 
isopropyl alcohol to the composition are added [21]. 

Eggs, soy, polysynthetic and synthetic products can be 
used as a source of phospholipids. The high concentration 
of alcohol in the composition provides a soft shape and 
allows you to destroy the lipid bilayers of the skin. Ethanol 
and isopropanol as alcohol can be used. Neutral liposomes 
tend to stick together, and this leads to leakage of the 
medicinal substance (MS) from the vesicles. However, 
ethosomes contain ethanol in their composition, which 

resistance to agglomeration. The increase of ethanol 

а b

Рис. 1. Возможные пути доставки лекарства сквозь роговой 
слой кожи
Fig. 1. Impossible routes of drug delivery trough stratum corneum

Рис. 2. Предполагаемый механизм 
проникновения этосомальной системы 
через мембрану роговой слой кожи: 
а – упорядоченные липидные бислои 
b – липидный бислой, разрушенный 
этанолом и накопившиеся мягкие, 
податливые этосомы
Fig. 2. The proposed mechanism of 
penetration of the atosomal system 
through the membranes of the stratum 
corneum:
а – ordered lipid bilayers
b – lipid bilayer, disturbed by ethanol and 
accumulated soft, malleable ethosomes

Loginova A.G., Nikitenko I.S., Tikhonovsky G.V., Skobeltsin A.S., Voitova A.V., Loschenov V.B.
Development of a method for assessing the depth of penetration of ethosomes  
with methylene blue into the skin during application and photodynamic exposure
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concentration from 15 to 45% leads to membrane 

However, a further increase in concentration may lead to a 
violation of the tightness of the membrane. Glycols act as 
surfactants (surfactants), they enhance the penetration of 
vesicles. Propylene glycol or transcutol among glycols are 
used. Additional stability of vesicles by adding cholesterol 
(0.1-1%) to the composition can be achieved. Oxidative 
degradation from light of lipids of ethosomal vesicles can 
be minimized by using the antioxidant α-tocopherol (a 
type of vitamin E and has the number E307).

Fig. 2 shows the structural form and the principle of 
penetration of liposomal vesicles loaded with MB.

Materials and methods
Materials
Ethosomes 
Egg phospholipids, propylene glycol (PG), bidistilled 

water (DDW), ethyl alcohol (EtOH), carbopol were 
used for the preparation of ethosomal vesicles, and 
PS methylene blue as a therapeutic substance and a 
method for identifying the depth of penetration on a 
confocal microscope was used.

LESA-01 BIOSPEC system
The diagram of the portable system used in Fig. 

3 is shown. The signal from the laser or lamp (1) via a 

to the spectrometer there is a narrow-band light 

scattered backwards. The received signal is digitized 
and displayed on the screen of a PC with integrated 
UNO (4) software in real time [26]. The diagram of the 
portable system used in Fig. 3 is shown. The signal from 

the tissue under study is transmitted. The distal end 

the spectrometer that reduces the intensity of the laser 
signal scattered backwards. The received signal on the 
screen of a PC with the built-in UNO (4) software in real 
time is digitized and displayed [26].

Methods
After preparing the formulations for transdermal 

delivery by cold method, they at the temperature of 
3-4°C in the refrigerator were stored. Ethosomal vesicles 
by the following methods were characterized.

1. Bubble size determination using dynamic light 
scattering (DLS) and zeta potential using a zeta 
meter.

2. The content of MS in ethosomal systems can be 
determined using a spectrophotometer.

3. The study of the drug release kinetics from the 
ethosomal system in this work when determining 

temperatures was carried out 4 С, 27 С and 37 С 
at regular intervals.

4. Using the LESA-01 BIOSPEC spectroanalyzer, 
studies on human skin and pork skin using a 

depth and on the skin surface were carried out.
5. Skin penetration study: the ethosomal 

preparation ability to penetrate the skin layers 
was determined using laser confocal scanning 
microscopy (LCSM).

Results and discussions
Synthesis of ethosomal samples
The classic method of ethosomes synthesis was used. 

Phospholipid and MB in ethanol were dissolved. Twice 
distilled water slowly in a thin stream with constant 
stirring at a speed of 700 rpm using a blender for 5 minutes 
was added. The ethosomal system at a temperature of 
30°C during synthesis to room temperature was kept and 
then cooled.

Determination of vesicle size and morphology
Fig. 4a shows the results of the size distribution for 

Рис. 3. Схематическое изображение экспериментальной 
установки, состоящей из: 1 –источника лазерного сигнала, 
2 – спектрометр, 3 – оптические волокна, 4 – ПК с про-
граммным обеспечением UNO, 5 – торец диагностического 
катетера, 6 – выход
Fig. 3. Schematic representation of an experimental setup 
consisting of: 1-laser signal source; 2 – spectrometer; 3 – optical 
fibers; 4 – PC with UNO software; 5 – working part; 6 – output
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samples МB0-МB4. The average size of vesicles dissolved 
in ethanol, determined by Malvern Zetamaster, was 
240.68 nm for the sample CM3.

The size distribution of this ethosomes ranges from 
tens of nanometers to microns. The size of ethosome 
depends on can composition of the system. For 
example, the graph shows an increase in the size of 
the ethosomes when PG to the samples MS2, MS3 and 
MS4 is added. Another example may be the formation 
of a step in the size distribution when carbopol to the 
composition of MS 4 is added. The smooth surface of 

Drug release kinetics from ethosomes and 
penetration depth

The stability of the colloidal solution by Malvern 
Zetamaster for each sample was determined. Fig. 5 
shows the distribution of the zeta potential. According 
to the data obtained, the ethosomes containing a large 
amount of ethanol in their composition, which causes a 

a certain degree of steric stabilization, leads to an increase 
in the stability of the system to agglomeration. According 
to the graph of the zeta potential of the MS4 sample, there 
are impurities can be concluded.

All samples underwent studies on the kinetics of MB 
С, 37 С 

and exposure time of 10, 20 and 30 minutes. The optical 
density of the supernatant on a spectrophotometer was 
determined. The results of the dynamics of the release of 
MS from ethosomes under various temperature conditions 
in the Fig. 6ab.

The exposure time increases, the optical density 
increases, which indicates the release of MB from 
vesicles. At the same time, there is an increased release 
at a temperature of 37 С, which indicates an increase in 

the release rate when penetrating into the deep layers 
of the skin.

The kinetics of the release of MB from ethosomes 
on the patient’s skin and pork skin using the LESA-
01 BIOSPEC spectrometer were also determined. 

method allows you to determine the concentration 
and depth of MB penetration (Fig. 7a). The 

region does not change during measurement (Fig. 
7b). This also proves the above-mentioned removal of 
MB from vesicles at a temperature of 37 С. The depth 
of penetration of MB into pork skin on a confocal 
microscope in the area with and without the SC was 
studied (Fig. 8).

Based on the obtained results, graph 10 was 
constructed, which shows that a large concentration 
of ethosomal complexes in the SC is found, and then 

Рис. 4. 
a – Распределение по размерам образцов; b – Результаты, полученные после сбора осадка в этаноле с помощью СЭМ
Fig. 4.
a – Distribution of samples by size MB0-MB4; b – SEM results obtained after collecting sediment in ethanol

Рис. 5. Распределение дзета-потенциала для образцов 
MB0-MB4
Fig. 5. Zeta potential distribution for samples MB0-MB4 

а b
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decreases and a local maximum in the basal layer 

MB at a depth of more than 1.1 mm, which indicates 
penetration into the dermis. The decrease rate of the 

with the generally accepted value manifested by the 

This means that the use of these ethosomal complexes 

the depth of MB penetration.

After characterization of the complexes, it was 

cream layer in order to maintain the constancy of the 
results obtained. In this study, the LESA-01 BIOSPEC 
system was used. The above histogram shows the 
results after applying the M3 sample to the arm with a 
thickness of 0.3, 0.5 and 0.8 mm. The histogram shows 
that after irradiation in the NIR region of the spectrum, 
the intensity value decreases from 0.3 to 0.8 mm. Then, 

Рис. 6. Зависимость оптической плотности от длины волны для образца МС2 при температуре: а – 27°С; b – 37°С
Fig. 6. Dependence of the optical density on the wavelength for the MB2 sample at an exposure time of 10, 20 and 30 minutes under 
temperature conditions: а – 27°С; b – 37°С

Рис. 7.
а – спектр флуоресценции образца MB1 cream перед нанесением, спектр флуоресценции образца MB1 cream после нанесения 
на кожу пациента, спектр флуоресценции образца MB1 cream after NIR на поверхности кожи после облучения в БИК области 
спектра, спектр флуоресценции образца MB 1 cream hand after NIR contact в глубоких слоях кожи до 2 мм после облучения в 
БИК области спектра; b – T 1, I, II – спектры флуоресценции образцов, pork t1 after NIR, pork t2 after NIR, pork t3 after NIR – спектр 
флуоресценции образцов на поверхности кожи свиньи после облучения в БИК области спектра
Fig. 7. 
a – MB1 cream sample is the sample fluorescence spectrum before application, after application on patient’s skin, after irradiation in 
the NIR spectral region, after NIR contact is the fluorescence spectrum of the sample in the deep layers of the skin up to 2 mm after 
irradiation in the NIR region of the spectrum; b – T1, I, II – fluorescence spectra of samples, pork t1 after NIR, pork t2 after NIR, pork t3 
after NIR – fluorescence spectrum of samples on the surface of pork skin after irradiation in the NIR spectral region

а

а

b

b
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at a depth of up to 2 mm using an optical adapter was 
assessed. The data after PDT after an increase in laser 
radiation intensity are presented. According to the 
data obtained, applying a cream 0.3 mm thick, there is 
a decrease in accumulation at depth. Therefore, using 
a cream thickness of 0.3 mm, there is a maximum 
accumulation at a depth after NIR and maximum 
photobleaching after PDT.

Conclusion
The research shows that the LESA-01 BIOSPEC 

system to assess the depth of MB penetration is able, 
as well as to assess the concentration of accumulated 
PS in the epidermis and dermis. This system to provide 
information about the release of PS from vesicles is also 

was determined. The article presents a comparison of 
the results of a confocal microscope and the used LESA-

01 BIOSPEC system. The LCSM has disadvantages such 
as labor intensity and the use of animal skin or model 
samples. The investigation shows the MB introduction 
from vesicles when working with patient skin and pork 

LESA-01 BIOSPEC system.

Acknowledgment
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а

b
Рис. 8.
a – результаты, полученные с помощью LCSM, в области 
с роговым слоем; b – результаты, полученные с помощью 
LCSM, в области без рогового слоя
Fig. 8. 
a – LCSM results in the area with the stratum corneum; b – LCSM 
results in the area without the stratum corneum

Рис. 9. Зависимость интенсивности флуоресценции от глу-
бины проникновения в роговой слой волны при длине волны 
676 нм
Fig. 9. Fluorescence intensity dependence at a wavelength of 
676 nm on the penetration depth of the stratum corneum

Рис. 10. Гистограмма 
интенсивности флу-
оресценции после 
нанесения крема, 
облучения в области 
БИК в течение 20 
мин, проведение 
ФДТ на поверхности 
и глубине в течение 
20 мин
Fig. 10. Fluorescence 
intensity histogram 
after applying the 
cream to the hand 
and irradiating the 
NIR for 20 minutes; 
and conducting PDT 
for 20 minutes on the 
surface and at depth
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Фотодинамическая терапия при раке полости рта у соматически отягощенных больных 

ФОТОДИНАМИЧЕСКАЯ ТЕРАПИЯ ПРИ РАКЕ ПОЛОСТИ 
РТА У СОМАТИЧЕСКИ ОТЯГОЩЕННЫХ БОЛЬНЫХ
Ю.А. Панасейкин1, В.Н. Капинус1, Е.В. Филоненко2, В.В. Полькин1, Ф.Е. Севрюков1,  
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Резюме
В настоящей работе продемонстрирован опыт радикального лечения соматически отягощенных пациентов с плоскоклеточным раком 
слизистой оболочки полости рта методом фотодинамической терапии (ФДТ). Проведено лечение двух соматически отягощенных паци-
ентов (ВИЧ инфекция с ассоциированной легочной гипертензией высокой степени и выраженной кардиальной патологией), которым 
было не показано выполнение обширных хирургических вмешательств и/или проведение агрессивной химиолучевой терапии в связи 
с наличием выраженной сопутствующей патологии. У обоих пациентов был диагностирован плоскоклеточный рак слизистой оболочки 
полости рта, распространенность опухолевого процесса соответствовала стадии I сT1N0M0. Пациентам была выполнена ФДТ с фотосен-
сибилизатором хлоринового ряда в дозе 1,0 мг/кг массы тела. Параметры облучения: выходная мощность – 1,5 Вт, плотность мощности –  
0,31 Вт/см2, световая доза – 300 Дж/см2. После одного курса ФДТ у обоих пациентов диагностирована полная резорбция первичного опу-
холевого очага (по RECIST 1.1), но в первом клиническом случае был проведен повторный курс ФДТ в связи с сочетанной патологией 
слизистой оболочки полости рта – множественными очагами лейкоплакии. В результате лечения также была отмечена полная регрессия 
всех очагов лейкоплакии. Основным нежелательным явлением являлась боль в течение первых 5–7 дней после вмешательства, успешно 
купируемая ненаркотическими анальгетиками. Период наблюдения (IQR) пациентов составил 12 и 18 мес соответственно, без признаков 
рецидива и метастазов. Благодаря использованию метода ФДТ у пациентов удалось избежать проведения обширных хирургических вме-
шательств и отказаться от агрессивной схемы химиолучевой терапии, как альтернативы хирургическому лечению. ФДТ является малоин-
вазивным методом радикального лечения локализованного плоскоклеточного рака полости рта с минимальным количеством осложне-
ний, поэтому особенно актуально ее применение у пациентов с выраженной сопутствующей патологией. 

Ключевые слова: плоскоклеточный рак полости рта, ВИЧ инфекция, фотодинамическая терапия, лейкоплакия.
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PHOTODYNAMIC THERAPY TREATMENT OF ORAL CAVITY 
CANCER IN PATIENTS WITH COMORBIDITIES
Panaseykin Y.A.1, Kapinus V.N.1, Filonenko E.V.2, Polkin V.V.1, Sevrukov F.E.1, Isaev P.A.1,  
Ivanov S.A.1,3, Kaprin A.D.2,3,4

1A. Tsyb Medical Radiological Research Center – branch of the National Medical Research 
Radiological Center of the Ministry of Health of the Russian Federation, Obninsk, Russia
2P. Hertsen Moscow Oncology Research Institute – branch of the National Medical Research 
Radiological Center of the Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, Russia
3Рeoples Friendship University of Russia (RUDN University), Moscow, Russia
4National Medical Research Radiological Center of the Ministry of Health of the Russian 
Federation, Obninsk, Russia

Abstract
We report the experience of radical treatment by photodynamic therapy of patients with squamous cell carcinoma of oral cavity with serious 
side diseases. Completed treatment of two patients with serious side diseases (HIV infection with associated pulmonary hypertension of 
high degree and cardiac pathology) suffered from cancer of oral cavity. Extensive surgical treatment and/or aggressive course of chemora-
diation therapy were not indicated to them due to concomitant pathology. Both patients were diagnosed with squamous cell carcinoma 
of oral cavity, with appropriate stage Ist. сT1N0M0. Patients received treatment by photodynamic therapy with chorine photosensitizer in 
dose 1.0 mg/kg. Options of photodynamic were: output power – 1.5W, power density – 0.31 W/cm2, light dose – 300 J/cm2. After one time 
session of photodynamic therapy, in both cases full response was diagnosed (according to RECIST 1.1). In one case the second session of 
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Введение
Согласно международным и отечественным клиниче-
ским рекомендациям основной методикой лечения 
рака полости рта является хирургический метод. При 
отсутствии противопоказаний рекомендуется удале-
ние первичного очага в пределах неизмененных тка-
ней [1]. По результатам планового морфологического 
исследования и оценки прогностически неблагопри-
ятных факторов, таких как экстранодальное распро-
странение метастазов в лимфатических узлах шеи 
(ENE+), позитивные (R1), или близкие края (<5мм) ре-
зекции, первичная опухоль с распространенностью 
pT3–4, метастазы в регионарных лимфатических узлах 
pN2–3, метастазы в IV и V локорегионарных группах, 
наличие периневральной, периваскулярной, пери-
лимфатический инвазии, вырабатывается методика 
адьювантного лечения (лучевая или химиолучевая 
терапия), либо динамическое наблюдение при их от-
сутствии [2, 3, 4]. 

Альтернативой хирургической методике является 
проведение дистанционной лучевой терапии (ДЛТ) 
или химиолучевой терапии (ХЛТ) в самостоятельном 
варианте, с подведением суммарной очаговой дозы 
до 72 Гр на область первичного очага и до 63 Гр на 
области субклинического распространения [5]. Воз-
можно применение брахитерапии в качестве само-
стоятельной методики радикального лечения рака 
полости рта с использованием радионуклидов Ir-192, 
CF-252 и других [6, 7]. Химиотерапию и таргетную те-
рапию используют в комбинации и/или в самостоя-
тельном варианте в основном в качестве паллиатив-
ной методики у пациентов, которым другие методики 
радикального лечения не показаны. При этом в пер-
вой линии рекомендованы высокотоксичные схемы 
с препаратами платины и иммунотерапия с ингибито-
рами pd-L1 [8, 9, 10].

Хирургическое лечение является инвазивной ме-
тодикой лечения с возможным развитием различных 
осложнений, вплоть до летальных. При этом не всегда 
возможно провести полноценную социальную и кос-
метическую реабилитацию, что снижает качество 
жизни пациента. Кроме того, данный вид лечения не 
рекомендован у пожилых и/или соматически отяго-
щенных пациентов. 

ХЛТ, применяемая в качестве альтернативы хи-
рургическому лечению, наиболее эффективна с пре-
паратами платины, приводящими к развитию не-
желательных реакций, таких как нефротоксичность, 
кардиотоксичность, полинейропатия, снижение слу-
ха и другие. При ХЛТ для эрадикации опухоли орга-
нов полости рта в самостоятельном варианте тре-
буется подведение суммарных доз, превышающих 
толерантность окружающих нормальных тканей, что 
в свою очередь ведет к развитию таких осложнений 
как мукозиты, остеомиелиты, гипосаливации, дли-
тельно незаживающие язвенные процессы в полости 
рта и в месте подведения лучевых доз. Таким образом, 
выбор тактики лечения у пожилых и/или соматически 
отягощённых пациентов является сложной задачей 
для онколога. Лечение рака полости рта должно быть 
не только радикальным, с минимальным количеством 
осложнений, но и сохранить качество жизни пациента 
на «дооперационном» уровне [11].

Фотодинамическая терапия (ФДТ) может быть ис-
пользована в качестве самостоятельного радикально-
го варианта лечения пациентов с злокачественными 
новообразованиями (ЗНО) полости рта, соответствую- 
щими T1–T2 стадии и при глубине инвазии до 7 мм, 
при отсутствии альтернативных методик радикаль-
ного лечения, таких как оперативное вмешательство, 
ДЛТ и ХЛТ. При ретроспективном метаанализе по 
сравнению результатов лечения ЗНО полости рта (хи-
рургический метод и ФДТ), эффективность была сопо-
ставима, однако после ФДТ отмечалось достоверное 
улучшение качества жизни по сравнение с хирургиче-
ским методом [11]. 

При анализе 43 исследований эффективности ФДТ 
суммарно у 2121 пациента с ЗНО головы и шеи (пре-
имущественно полости рта), с распространённостью 
T1–Т2, наилучший ответ был получен при раке язы-
ка. Полная регрессия наблюдалась в 94,4% случаев, 
5-летняя выживаемость составила 84,2% [12]. ФДТ 
также может применяться и в качестве паллиативного 
метода лечения пациентов с местнораспространен-
ными опухолями головы и шеи, при которых другие 
методы локального лечения (хирургия, лучевая тера-
пия) исчерпаны [13, 14]. При ФДТ может проводиться 
не только дистанционное облучение лазерным све-

photodynamic therapy was performed due to concomitant disease of oral cavity – multiply lesions of leukoplakia and after was diagnosed 
full remission of all lesions. Major adverse event was pain during the first 5-7 days after treatment, curable by painkillers. Follow-up (IQR) was 
12 and 18 month respectively with no evidence of progression. It is available to avoid extensive surgical treatment and aggressive course 
of chemoradiation therapy (as an alternative) with the use of photodynamic therapy. Photodynamic therapy is minimally invasive method 
of radical treatment of localized squamous cell carcinoma of oral cavity with minimal adverse events, and could be especially relevant in 
patients with serious concomitant diseases.

Key words: oral cavity cancer, HIV infection, photodynamic therapy, leukoplakia.

For citations: Panaseykin Y.A., Kapinus V.N., Filonenko E.V., Polkin V.V., Sevrukov F.E., Isaev P.A., Ivanov S.A., Kaprin A.D. Photodynamic ther-
apy treatment of oral cavity cancer in patients with comorbidities, Biomedical Photonics, 2022, vol. 11, no. 4, pp. 19–24. (in Russian) doi: 
10.24931/2413–9432–2022–11-4-19-24.
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том, но и внутритканевое облучение для уменьшения 
объема массивных опухолевых очагов [15]. При этом 
возможно достижение ремиссии и/или симптомати-
ческого улучшения в виде снижения боли, кровоте-
чения, распада опухоли. Было проведено мультицент-
ровое исследование по оценке эффективности ФДТ 
в  качестве паллиативного лечения местнораспро-
страненного нерезектабельного рака головы и шеи, 
по результатам которого у 53% пациентов был достиг-
нут клинический ответ. Размер опухоли уменьшился 
более чем на 50% у 28% пациентов. Полная регрессия 
новообразований отмечена в 17% случаев. Средняя 
выживаемость в исследовании составила 226 дней, 
что больше аналогичного показателя после приме-
нения традиционной химиотерапии. Кроме того, у па-
циентов не было отмечено значительных побочных 
эффектов, связанных с ФДТ [16]. Применение ФДТ не 
исключает возможности одновременного или по-
следовательного применения других видов лечения, 
таких как хирургия, ХЛТ, химио- и иммунотерапия [12, 
16, 17].

Клиническое наблюдение 1
В клинику МРНЦ им. А.Ф. Цыба обратился пациент П. 
1978 г.р., с жалобами на язвенный дефект в области 
слизистой альвеолярного отростка нижней челюсти 
справа (рис. 1а).

При осмотре в ретромолярной области справа 
определена опухоль с неровными, нечеткими края-
ми, с изъявлением, контактно кровоточащая, также 
отмечены множественные диффузные очаги эрозив-
но-язвенной лейкоплакии (рис. 1b) с формированием 

островковых очагов эпителиита 2ст., умеренно болез-
ненные при контакте. Регионарные лимфатические 
узлы не увеличены.

При гистологическом исследовании на фоне лей-
коплакии диагностирован инвазивный умеренно 
дифференцированный плоскоклеточный рак. 

По результатам КТ ближе к углу нижней челюсти 
определяется округлый участок повышенного нако-
пления контрастного вещества, с нечеткими граница-
ми, максимальными видимыми размерами 10×8 мм, 
с  глубиной инвазии до 4 мм; деструктивных измене-
ний со стороны рядом расположенного участка тела 
нижней челюсти не отмечено. По данным УЗИ увели-
ченных лимфатических узлов на шее, в над- и в под-
ключичных областях не выявлено. 

Установлен основной диагноз: рак ретромолярной 
области справа Iст. сT1N0M0. В ходе дообследования 
у пациента была диагностирована выраженная сопут-
ствующая патология: ВИЧ инфекция ст. 4А (на фоне ан-
тиретровирусной терапии) и ВИЧ-ассоциированная 
высокая легочная гипертензия. Диагностирована 
выраженная кардиальная патология: хроническая 
сердечная недостаточность, нарушение кровообра-
щения 2А, функциональный класс 2 с сохранением 
фракции выброса равной 56%. Дилатационная кар-
диомиопатия. В анамнезе у пациента хронический 
вирусный гепатит C вне репликации. Хроническая об-
структивная болезнь легких, бронхитический тип. Из 
эндокринологической патологии выявлены первич-
ный гипотиреоз в стадии субкомпенсация, метаболи-
ческий синдром, инсулинорезистентность, ожирение 
2 ст. Варикозная болезнь нижних конечностей 2 ст.

Рис. 1. Рак ретромолярной области справа:
а – вид опухоли до ФДТ;  
b – сопутствующая лейкоплакия верхнего 
неба справа;  
c – общий вид зоны воздействия ФДТ на 
21-е сутки;  
d – общий вид через 6 мес после ФДТ;  
e – общий вид через 12 мес после ФДТ.
Fig. 1. Cancer of the right retromolar region: 
a – tumor before PDT;  
b – leukoplakia of the right upper palate; 
c – 21st day after PDT;  
d – 6 months after PDT;  
e – 12 months after PDT.



О
Р

И
ГИ

Н
А

Л
Ь

Н
Ы

Е 
С

ТА
ТЬ

И

BIOMEDICAL PHOTONICS   Т. 11, № 4/2022
22

Ю.А. Панасейкин, В.Н. Капинус, Е.В. Филоненко, В.В. Полькин, Ф.Е. Севрюков, П.А. Исаев, С.А. Иванов, А.Д. Каприн
Фотодинамическая терапия при раке полости рта у соматически отягощенных больных

Таким образом, по шкале P-POSSUM риск леталь-
ных осложнений при операционном вмешательстве 
достигал 40%.

Проведен междисциплинарный онкологический 
консилиум с участием хирургов, радиотерапевтов, хи-
миотерапевтов и специалистов отделения фотодина-
мической терапии. С учетом длительно существующей 
иммуносупрессии, множественных очагов лейкопла-
кии, наличия воспалительных изменений слизистой 
полости рта, высокого риска развития осложнений 
при подведении радикальных доз лучевой терапии 
на фоне сопутствующей патологии принято решение 
о проведении курса ФДТ в самостоятельном варианте.

Пациенту была выполнена ФДТ с фотосенсибили-
затором фотолон, который вводили внутривенно ка-
пельно в дозе 1,0 мг/кг массы тела. Для купирования 
болевого синдрома использованы препараты: раст-
воры кеторолака1,0 мл в/м, промедола 2% 1,0 мл в/м, 
реланиума 0,5% 2,0 мл в/м, дополнительно сделана 
местная анестезия раствором ропивакаина. Через 3 ч 
после введения фотосенсибилизатора была проведе-
на ФДТ при следующих параметрах: источник лазер-
ного света аппарат «Латус 2» (662 нм), дистанционное 
облучение новообразования при плотности мощно-
сти 0,31 Вт/см2, плотность световой энергии составила 
300 Дж/см2, количество полей – 1, время процедуры – 
16 мин. После ФДТ отмечены начальные признаки 
геморрагического некроза, отечность. К 10-м суткам 
сформировался геморрагический струп в виде фиб-
риновой пленки, к 14-м суткам – краевое отторжение 
некротических тканей, к 21-м суткам – активная эпи-
телизация (рис 1с).

Пациент был выписан из стационара на 3-и сутки 
после ФДТ.

Эпителизация раневого дефекта происходила 
в  амбулаторных условиях, использовались препара-
ты, обладающие противовоспалительными и репара-
тивными свойствами, полное заживление с хорошим 
функциональным и косметическим эффектом отмече-
но через 8 нед.

При контрольном осмотре через 6 мес после ле-
чения диагностированы новые очаги лейкоплакии 

небольших размеров до 10 мм (рис. 1d) и выполнен 
повторный курс ФДТ. 

В настоящее время (12 мес от начала лечения) па-
циент находится под динамическим наблюдением без 
признаков прогрессии заболевания (рис. 1е) с сохра-
ненным соматическим статусом (ECOG 0).

Клиническое наблюдение 2
В клинику МРНЦ им. А.Ф. Цыба обратилась пациентка 
А. 1932 г.р., с жалобами на образование в области сли-
зистой щеки справа. 

При клиническом осмотре на слизистой правой 
щеки в задних отделах определена опухоль эрозив-
но-язвенного характера роста, с нечеткими, неровны-
ми краями, размером до 1,2 см (рис. 2а); регионарные 
лимфатические узлы не увеличены.

Заключение гистологического исследования: 
умеренно дифференцированный неороговевающий 
плоскоклеточный рак. Для уточнения распространен-
ности процесса, наличия регионарного и отдаленно-
го метастазирования проведено инструментальное 
обследование. По данным МРТ в области слизистой 
щеки определен очаг повышенного накопления конт-
растного вещества, с нечеткими границами, макси-
мальными видимыми размерами 12×8 мм, с глубиной 
инвазии до 6 мм; деструктивных изменений со сторо-
ны рядом расположенного участка тела нижней челю-
сти не отмечено. При УЗИ на слизистой правой щеки 
определено гипоэхогенное образование с нечетким, 
неровным контуром, глубиной инвазии 4,7–5 мм Уве-
личенных лимфатических узлов на шее, в над- и в под-
ключичных областях не выявлено. 

Установлен основной диагноз: рак слизистой щеки 
IIст. сT2N0M0. У пациентки имелся ряд сопутствующих 
заболеваний. Из кардиальной патологии пациент-
ка страдала артериальной гипертензией II ст., риск 
4, ишемической болезнью сердца с атеросклерозом 
аорты, клапанов сердца, коронарных артерий, нару-
шением кровообращения 2А, хронической сердеч-
ной недостаточность, с функциональным классом 2 
и  сохраненной функцией выброса 67%. В анамнезе 
хирургическое лечение по поводу аневризмы брюш-

Рис. 2. Рак слизистой правой щеки: а – вид опухоли до ФДТ; b – общий вид зоны воздействия ФДТ на 3-и сутки; c – общий вид через 18 
мес после ФДТ.
Fig. 2. Cancer of the mucous membrane of the right cheek: a – tumor before PDT; b – 3st day after PDT; c – 18 months after PDT
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ной части аорты. Хроническая болезнь почек, 4 ст. 
при скорости клубочковой фильтрации 28 мл/мин. 
Варикозная болезнь нижних конечностей 3 ст.

Пациентка обсуждена на онкологическом конси-
лиуме. Учитывая распространенность опухолевого 
процесса, выраженную сопутствующую патологию, 
возраст, объем предполагаемого хирургического 
вмешательства, в качестве альтернативной методики 
лечения предложено проведение ФДТ в самостоя-
тельном варианте.

Пациентке была выполнена ФДТ с фотолоном, ко-
торый вводили внутривенно капельно в дозе 1,0 мг/кг 
массы тела. Для купирования болевого синдрома ис-
пользованы растворы препаратов: кеторолака 1,0 мл 
в/м, промедола 2% 1,0 мл в/м, реланиума 0,5% 2,0 мл 
в/м. Дополнительно сделана местная анестезия раст-
вором ропивакаина. 

ФДТ была проведена через 3 ч после введения фо-
толона при следующих параметрах: источник лазер-
ного света аппарат «Латус 2» (662 нм), дистанционное 
облучение новообразования при плотности мощно-
сти 0,31 Вт/см2, плотность световой энергии составила 
300 Дж/см2, количество полей – 1, время процедуры – 
16 мин. 

Пациентка выписана из стационара на 3-и сутки 
после ФДТ, местно отмечены признаки геморрагиче-
ского некроза, отечность (рис. 2b).

На сроках наблюдения 18 мес признаков местного 
рецидива и метастазирования не выявлено (рис. 2c).

Обсуждение
В представленных клинических примерах ФДТ была 
выполнена пациентам из различных возрастных 
групп (43 и 89 лет, соответственно), у которых по дан-
ным клинико-инструментального обследования под-
твержден cN0 статус регионарных лимфатических 
узлов и глубина инвазии первичного очага составила 
4 и 6 мм, соответственно. ФДТ была выбрана как аль-
тернативный вариант лечения, так как проведение 
хирургического вмешательства или ХЛТ было связано 
с риском развития тяжелых осложнений, вследствие 
наличия выраженной сопутствующей патологии.

Выполнение ФДТ не сопровождалось технически-
ми трудностями (рис. 3), в обоих случаях было доста-
точно одного поля облучения для охвата опухолевого 
поражения слизистой полости рта и зон потенциаль-
ного субклинического поражения (по 0,5 см от види-
мых границ опухоли). Не потребовалось длительного 
пребывания в стационаре, пациенты были выписаны 
на 3-е сутки после лечения. 

Из нежелательных явлений отмечалась боль (gra-
de 1 CTCAE) и отек (grade 1 CTCAE), купировавшиеся 
нестероидными противовоспалительными средства-
ми и противоотечной терапией. 

У обоих пациентов диагностирована полная ре-
зорбция первичного опухолевого очага (по RECIST 1.1)  
на фоне проведенного однократного курса ФДТ. 

В первом клиническом случае был проведен пов-
торный курс ФДТ в связи с сочетанной патологией 
слизистой оболочки полости рта – множественными 
очагами лейкоплакии, результатом которого была 
установлена полная регрессия всех очагов лейкопла-
кии. Период наблюдения (IQR) пациентов составил 12 
и 18 мес, соответственно, без признаков рецидива  
и метастазов. 

Заключение
Представленный клинический опыт демонстрирует 
возможности ФДТ как малоинвазивного, эффективно-
го метода радикального лечения рака слизистой обо-
лочки полости рта T1–T2. ФДТ с фотосенсибилизато-
рами хлоринового ряда может быть альтернативным 
вариантом лечения пожилых и соматически отяго-
щенных пациентов, у которых выполнение обширных 
хирургических вмешательства и/или проведение 
агрессивной ХЛТ сопряжено с развитием серьезных 
осложнений. Особенно актуальным этот метод пред-
ставляется при лечении сочетанной патологии слизи-
стой полости рта, такой как новообразование и лей-
коплакия слизистой. Однако для комплексной оценки 
эффективности лечения, частоты развития нежела-
тельных явлений, выработки показаний и противопо-
казаний к ФДТ необходим анализ большего количе-
ства пациентов.

При ЗНО полости рта на определенных этапах ле-
чения как с радикальной, так и с паллиативной целью 
возможно применение такой современной техноло-
гии как ФДТ, которая обладает выраженным проти-
воопухолевым эффектом и отличается избиратель-
ностью поражения опухолевой ткани, отсутствием 
значимых местных и системных побочных эффектов  
и возможностью повторения курсов. 

Рис. 3. Сеанс ФДТ
Fig. 3. PDT treatment
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ПРОГНОЗИРОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ ФОТОДИНАМИЧЕСКОЙ 
ТЕРАПИИ НА ВЫЖИВАЕМОСТЬ У ПАЦИЕНТОВ 
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Резюме
В работе представлены результаты исследования выживаемости больных раком поджелудочной железы (РПЖ) IV стадии после комплекс-
ного паллиативного лечения. Целью исследования было определить прогностические факторы, влияющие на выживаемость больных 
РПЖ IV стадии, которым планируется проведение сочетанной (локальной и системной) фотодинамической терапии (ФДТ). В основной 
группе, включавшей 19 пациентов, проводили паллиативное лечение с применением сочетанной ФДТ. В группе сравнения, включавшей 
28 пациентов, проводили паллиативное лечение без ФДТ. На фоне применения сочетанной ФДТ в основной группе наблюдали статисти-
чески значимое увеличение продолжительности жизни по сравнению с группой сравнения. Установлено, что на 3-месячную выживае-
мость пациентов, которым планируется проведение сочетанной ФДТ, влияет исходный уровень фибриногена. Уровень фибриногена выше 
3,40 г/л позволяет прогнозировать снижение вероятности 3-месячной выживаемости после проведения ФДТ. Использование исходного 
уровня фибриногена в качестве прогностического фактора позволяет провести отбор пациентов на комплексное лечение с применением 
ФДТ и повысить их выживаемость.

Ключевые слова: злокачественные новообразования поджелудочной железы, фотодинамическая терапия, прогнозирование, выживае-
мость, прогностические факторы.
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Abstract
The article presents the results of a study of survival after complex palliative treatment of patients with malignant tumors of the pancreas 
stage IV in two comparable groups of patients. The aim of the study is to determine the prognostic factors affecting survival in patients 
with stage IV pancreatic cancer who received local and systemic photodynamic therapy. In the main group, which consisted of 19 patients 
with histologically verified stage IV pancreatic maligant tumor, palliative treatment was performed using photodynamic therapy. In the 
comparison group, consisting of 28 patients with histologically verified malignant tumor of the pancreas stage IV, palliative treatment was 
performed without the use of photodynamic therapy. On the background of the use of local and systemic photodynamic therapy in the 
main group it was observed a statistically significant increase in life expectancy compared with the comparison group. The three-month 
survival of patients who received  local and systemic photodynamic therapy is affected by the level of fibrinogen before treatment. The level 
of fibrinogen above 3.40 g/l makes it possible to predict a decrease in the probability of three-month survival after photodynamic therapy. 
Thus, complex treatment with the use of photodynamic therapy for stage IV malignant tumors of the pancreas can increase the survival rate 
of patients. 

Key words: malignant tumors of the pancreas, photodynamic therapy, forecasting, survival, prognostic factors.
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Введение
Рак поджелудочной железы (РПЖ) является важной 
проблемой современной онкологии. Являясь отно-
сительно редко встречающимся заболеванием, за-
нимающим в структуре онкологической заболевае-
мости России лишь 3,3%, он находится на пятом месте 
в структуре онкологической смертности [1–5]. 

Современным стандартом лечения пациентов со 
злокачественными новообразованиями панкреа-
тобилиарной зоны является комплексное лечение, 
в  котором главную роль играет хирургический ме-
тод. При этом вследствие длительного периода стер-
тых симптомов и позднего обращения пациентов на 
момент постановки диагноза более половины боль-
ных уже имеют запущенную IV стадию основного за-
болевания [1, 2]. Большинству больных возможно 
провести лишь паллиативное лечение, при этом важ-
нейшим фактором успешного лечения является лик-
видация жизненно угрожающих осложнений, таких 
как механическая желтуха и холангит [6–10]. На фоне 
развития технологий декомпрессии желчевыводя-
щих протоков, появления новых схем и препаратов 
химиотерапевтического лечения прогностическая 
медиана выживания данных пациентов не меняет- 
ся на протяжении многих лет, по-прежнему состав-
ляя 3,7 мес в  случае нерезектабельности опухоли, 
что составляет одну из самых низких медиан выжи-
ваемости среди опухолей гастроинтестинального 
тракта [2]. Летальность на первом году жизни у па-
циентов с РПЖ также остается высокой, достигая 
68% [1].

Поэтому, вследствие отсутствия значимого улуч-
шения результатов паллиативного лечения, несмотря 
на развитие лекарственной терапии, идет поиск дру-
гих методов паллиативного лечения данной катего-
рии пациентов.

Одним из таких методов является фотодинамиче-
ская терапия (ФДТ). ФДТ – это метод воздействия на 
опухолевые клетки с помощью специальных лекар-
ственных средств, которые накапливаются в них и, 
становясь химически активными в присутствии света 
определенной длины волны и кислорода, приводят 
эти клетки к гибели путем апоптоза, некроза и ауто-
фагии. Проведенные в 2002 и 2014 гг. исследования 
влияния контактной ФДТ на исходы комплексного 
лечения РПЖ позволяют говорить о перспективности 
применения ФДТ в сочетании с хирургическими мето-
дами с целью повышения продолжительности жизни 
пациентов с бластомами панкреатобилиарной зоны 
[8, 9].

Целью исследования являлось определение прог-
ностических факторов, влияющих на выживаемость 
больных РПЖ IV стадии, которым планируется прове-
дение локальной и системной ФДТ.

Материалы и методы
В открытое нерандомизированное сравнительное 
исследование выживаемости были включены 47 па-
циентов с гистологически верифицированным РПЖ 
IV стадии, проходивших комплексное лечение на базе 
краевого гепатологического центра КГБУЗ «Город-
ская больница №5, г. Барнаул» (г. Барнаул, РФ) с 2017 
по 2020 гг. Пациенты были разделены на две группы. 
Критериями включения в исследование были возраст 
от 18 до 95 лет, гистологически верифицированный 
диагноз РПЖ IV стадии, подписанное информирован-
ное согласие на оперативное лечение в период госпи-
тализации. Критериями исключения были досуточная 
летальность, ВИЧ-инфицирование и инфицирование 
вирусными гепатитами B, C и D, острый инфаркт мио-
карда с кардиогенным шоком, наличие онкологиче-
ского заболевания крови. 

В основную группу вошли 19 пациентов, кото-
рым проводили комплексное паллиативное лечение 
с  применением ФДТ. Группа сравнения включала 
28  пациентов, подвергнутых комплексному паллиа-
тивному лечению без ФДТ. Распределение пациентов 
в группы проводили без использования рандомиза-
ции: пациенты, подписавшие согласие на проведение 
ФДТ вследствие наличия противопоказаний к  при-
менению альтернативных методов лечения, были 
включены в основную группу. Отказавшиеся от про-
ведения ФДТ пациенты были включены в группу срав-
нения. Дизайн исследования был одобрен локальным 
этическим комитетом ФГБОУ ВО «Алтайский государ-
ственный медицинский университет» Минздрава РФ 
(выписка из протокола №11 от 27.11.2017 г.). Срав-
нительная характеристика групп по полу и возрасту 
представлена в табл. 1. Статистически значимых раз-
личий выявлено не было. 

Сравнительная характеристика групп по гистоло-
гическому типу злокачественного новообразования 
представлена в табл. 2. Статистически значимых раз-
личий выявлено не было.

Паллиативное хирургическое лечение включало 
в себя оперативное лечение жизнеугрожащих ослож-
нений, прежде всего механической желтухи: чрес-
кожное чреспеченочное моно- и билобарное дрени-
рование желчных протоков, стентирование желчных 
протоков под ультразвуковым и рентгенологическим 
контролем, выполнение обходных билиодигестив-
ных анастомозов. Симптоматическое консервативное 
лечение включало в себя инфузионную, дезинтокси-
кационную, анальгетическую, гепатопротекторную, 
антибактериальную терапию [5]. 

У всех пациентов основной группы проводили 
паллиативную сочетанную ФДТ с использованием 
внутривенного фотосенсибилизатора фотодитазин 
(OOO «BEТA-ГPAHД», Pоссия). Препарат растворяли 
в 0,9% физиологическом растворе, вводили внутри-
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венно капельно в дозе 1–1,4 мг/кг массы тела. В про-
цессе введения проводили внутривенную системную 
ФДТ через периферический доступ в кубитальную 
вену с использованием аппарата для внутривенного 
облучения крови с источником монохроматического 
света мощностью 0,7 Вт с длиной волны 662–665 нм, 
экспозиционной дозой света 1200–1400 Дж/см2, плот-
ностью мощности излучения 0,22 Вт/см2. По истече-
нии 5 ч с момента окончания инфузии осуществляли 

локальную контактную ФДТ путем облучения с ис-
пользованием программного специализированного 
лазерного двухволнового аппарата мощностью 0,7 Вт 
монохроматическим светом с длиной волны 662 нм, 
экспозиционной дозой света 220 Дж/см2, плотностью 
мощности излучения 0,22 Вт/см2 через чрескожный 
чреспеченочный антеградный доступ и эндоскопи-
чески при видеоэзофагодуоденоскопии через ретро-
градный доступ под контролем эндо–УЗИ [13]. Целью 

Таблица 1
Сравнительная половозрастная характеристика пациентов
Table 1
Comparative characteristics of patients by age and sex

Показатель 
Index

Основная группа 
Main group 

Группа сравнения 
Comparison group р

M±SD M±SD

Возраст
Age 62,53±10,74 60,79±9,27 0,568

абс.
abs. % абс.

abs. % р

Женский пол 
Female 8 42,11 14 50,00 0,815

Мужской пол 
Male 11 57,89 14 50,00 0,815

Примечание: р – статистическая значимость различий между основной группой и группой сравнения.
Note: p – statistical significance of differences beween the main group nd the comparison group

Таблица 2
Сравнительная характеристика больных по гистологическому типу злокачественного новообразования
Table 2
Comparative characteristics of patients by hystology of tumor

Гистологический тип/Histological type

Основная группа
Main group

Группа сравнения
Comparison group

р
абс.
abs. % абс.

abs. %

Высокодифференцированная аденокарцинома
High differentiated adenocarcinoma 3 15,79 5 17,86 0,834

Умеренно дифференцированная аденокарцинома
Moderately differentiated adenocarcinoma 4 21,05 8 28,57 0,811

Низкодифференцированная аденокарцинома
Low differentiated adenocarcinoma 8 42,11 12 42,86 0,803

Недифференцированная аденокарцинома
Non-differentiated adenocarcinoma 3 15,79 2 7,14 0,644

Плоскоклеточный рак
Squamous cell carcinoma 1 5,26 0 0 0,844

Нейроэндокринный рак
Neuroendocrine cancer 0 0 1 3,57 0,843

Примечание: р – статистическая значимость различий между основной группой и группой сравнения.
Note: p – statistical significance of differences beween the main group nd the comparison group
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проведения локальной ФДТ было достижение апоп-
тоза клеток по периферии новообразования в сочета-
нии с комплексным уменьшением концентрации ати-
пических клеток в системном кровотоке посредством 
воздействия системной ФДТ.

Комплексное лечение c применением локaльной 
и системной ФДТ проводили c использовaнием сле-
дующего aлгоритмa: флуорсцентная диaгностикa нa  
лaзерной электронно-спектрaльной устaновке «Био-
спек» (ООО «Hовые хирургические технологии», Pос-
сия), локaльнaя и системнaя ФДТ нa прогрaммном 
специaлизировaнном лaзерном двухволновом aппa-
рaте «ЛAМИ-Гелиос» (OOO «Hовые хирургические тех-
нологии», Pоссия) по ТУ 9444-001-53807582-2010.

Осложнения хирургического лечения оценивали 
по шкале Clavien-Dindo [14]. У всех больных основ-
ной группы анализировали показатели гемостаза, 
протеолиза и системного воспаления. Определение 
концентрации фибриногена в плазме по Clauss (1957) 
проводили набором реагентов фирмы «Технология – 
Стандарт» (Россия). 

Для определения концентрации тканевого акти-
ватора плазминогена (t-PA) в сыворотке крови ис-
пользовали набор для иммуноферментного анализа 
TECHNOZYM t-PA Ag EDTA ELISA (кат. № TC12007, Tech-
noclone Herstellung von Diagnostika und Arzneimitteln 
GmbH, Австрия), измеряли оптическую плотность 
раствора в лунках при длине волны 450 нм, с помо-
щью автоматического фотометра для микропланшет 
Elx808 (BioTec Instruments, Inc., США). 

Для определения концентрации ингибитора тка-
невого активатора плазминогена-1 (PAI-1) в сыворот-
ке крови использовали набор для иммунофермент-
ного анализа TECHNOZYM PAI-1 Antigen ELISA (кат.  
№ TC12075, Technoclone Herstellung von Diagnostika 
und Arzneimitteln GmbH, Австрия), измеряли оптиче-
скую плотность раствора в лунках при длине волны 
450 нм, с помощью автоматического фотометра для 
микропланшет Elx808 (BioTec Instruments, Inc., США). 

Для определения концентрации тканевого фак-
тора (TF) в сыворотке крови использовали набор для 
иммуноферментного анализа IMUBIND Tissue Factor 
ELISA (кат. № REF845, BioMedica Diagnostics, США), из-
меряли оптическую плотность раствора в лунках при 
длине волны 450 нм, с помощью автоматического фо-
тометра для микропланшет Elx808 (BioTec Instruments, 
Inc., США).

Для определения концентрации ингибитора пути 
тканевого фактора (TFPI) в сыворотке крови исполь-
зовали набор для иммуноферментного анализа Hu-
man Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) ELISA Kit (кат. 
№ ET1005-1, Assaypro, США), измеряли оптическую 
плотность раствора в лунках при длине волны 450 нм, 
с помощью автоматического фотометра для микро-
планшет Elx808 (BioTec Instruments, Inc., США).

Для определения концентрации фактора некроза 
опухоли-альфа (TNF-α) в сыворотке крови использо-
вали набор для иммуноферментного анализа Human 
TNF alpha total Platinum ELISA (кат. № BMS2034/BM-
S2034TEN, Bender MedSystems GmbH, Австрия), из-
меряли оптическую плотность раствора в лунках при 
длине волны 450 нм, с помощью автоматического фо-
тометра для микропланшет Elx808 (BioTec Instruments, 
Inc., США).

Статистический анализ проводили с помощью 
пакета статистических программ SigmaPlot 14.0 (ре-
гистрационный номер 775400014). Для сравнения 
двух несвязанных групп использовали непараметри-
ческий критерий Манна-Уитни, поскольку, согласно 
критерию Шапиро Уилка, все изучаемые показатели 
кроме пола и возраста имели распределение, отлич-
ное от нормального в обеих исследовательских груп-
пах. Для сравнения несвязанных групп с нормальным 
распределением применяли параметрический крите-
рий Стьюдента, относительных величин – z-критерий 
Фишера. Результаты для показателей с распределени-
ем, отличным от нормального, представлены в виде 
медианы (Me), первого (Q1), третьего (Q3) квартилей, 
среднего значения (М) и его стандартного отклоне-
ния (SD). Результаты для показателей с нормальным 
распределением представлены в виде среднего зна-
чения (М) и его стандартного отклонения (SD). Для 
оценки общей продолжительности жизни применяли 
метод кривых Каплана-Мейера, для сравнительного 
анализа выживаемости использовали лог-ранговый 
критерий. Для определения предсказательной спо-
собности показателей использовали ROC-анализ 
с расчетом AUC, точек отсечения с чувствительностью 
и специфичностью, отношения правдоподобия (LR+ 
и LR-) и прогностичности результата (p).  Критический 
уровень значимости результатов исследования при-
нимали p <0,05.

Обсуждение и результаты
У пациентов основной группы не наблюдали пос-
леоперационных осложнений после ФДТ. У одного 
больного основной группы (5,26%) была выявлена 
эмпиема желчного пузыря после проведенного стен-
тирования желчных протоков. У одного пациента 
группы сравнения (3,57%) была выявлена серома пос-
леоперационного шва после проведенной гепатико-
еюностомии, еще у одного пациента группы сравне-
ния (3,57%) была выявлена подпеченочная гематома 
после проведенного чрескожного чреспеченочного 
монолобарного дренирования желчных протоков.

Не было выявлено статистически значимых раз-
личий относительно количества послеоперацион-
ных осложнений между сравниваемыми группами 
(р=0,649), все осложнения имели IIIa степень по клас-
сификации Clavien-Dindo. 
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При оценке продолжительности жизни в парал-
лельно сравниваемых группах (табл. 3) медиана вы-
живания в основной группе была статистически зна-
чимо выше по сравнению с группой сравнения (p = 
0,04) (рис. 1). 

Большинство исследований в области ФДТ РПЖ 
проведены у пациентов без отдаленного метастати-
ческого поражения. В исследованиях Bown и соавт. 
[8], Hugget и соавт. [9], а также последовавших иссле-
дованиях различных фотосенсибилизаторов по ори-
гинальным методикам, описанным в обзоре Karimnia 
и соавт. [6], представлены прежде всего ближайшие 
результаты применения локальной ФДТ у пациентов 
с IV стадией заболевания при локальном прогресси-
ровании РПЖ. Медиана выживания в этих исследо-
ваниях варьировала от 9,5 до 11 мес у пациентов с II 

и III стадией злокачественного процесса. При этом 
актуальными остаются вопросы о возможности улуч-
шения отдаленных результатов у пациентов с IV ста-
дией заболевания, составляющих большинство среди 
впервые диагностированных больных, а также уста-
новление факторов, влияющих на эффективность не 
только местного применения ФДТ, но и на отдаленные 
исходы лечения. 

Методом ROC-анализа был проведен анализ при-
чинно-следственной связи ряда маркеров гемостаза, 
системного воспаления и протеолиза, взятых до про-
ведения ФДТ, и 3-месячной выживаемости (табл. 4 
и  рис. 2). Получены статистически значимые резуль-
таты взаимосвязи уровня фибриногена и 3-месячной 
выживаемости при проведении ФДТ (p=0,039), осталь-
ные показатели статистически значимого влияния не 

Таблица 3
Выживаемость пациентов в основной и контрольной группах  
 Table 3
Comparative analysis of survival of patients

Группа Group
Медиана выживания, дни

Median survival, days 
Ме (Q1; Q3)

95% доверительный интервал 
95% confidence interval р

Основная 
Main 148 (287;72) 86,145–209,855

0,04
Сравнения (контроль)
Comparison 68 (188;35) 61,253–74,7477

Примечание: р – статистическая значимость различий между основной группой и группой сравнения.
Note: p – statistical significance of differences beween the main group nd the comparison group

Рис. 1. Выживаемость пациентов с РПЖ при проведении паллиа-
тивного хирургического лечения с применением сочетанной ФДТ 
и без ее применения.
Fig. 1. Comparative characteristics of survival in patients who under-
went palliative surgical treatment of a malignant pancreatic tumor 
using local and systemic PDT and without using of it.

Рис. 2. Результаты ROC-анализа влияния уровня фибриногена на 
3-месячную выживаемость больных РПЖ IV стадии.
Fig. 2. Results of ROC analysis of the effect of fibrinogen on three-
month survival in patients with stage IV pancreatic cancer.
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имели (p>0,1). Качество модели было признано хо-
рошим (площадь под ROC-кривой составила 0,7986).  
Отсекающий предел, при котором чувствительность 
прогностической модели соответствует 75%, специ-
фичность – 89%, составил 3,40 г/л. Полученные дан-
ные позволяют сделать вывод о том, что уровень фиб-
риногена выше 3,40 г/л позволяет прогнозировать 
снижение вероятности 3-месячной выживаемости 
после проведения ФДТ.

Изменения системы гемостаза у онкологических 
пациентов являются одной из основных проблем 
современной онкологии, при этом тромботические 
осложнения – одна из ведущих причин смерти боль-
ных [16]. Фибриноген представляется важным по-
казателем коагуляционного гемостаза, нарушения 
в  котором играют ведущую роль в тромботических 
осложнениях при злокачественных новообразовани-
ях и влияют на выживаемость пациентов [16]. 

Результаты проведенного исследования подтвер-
дили данные, полученные в предыдущих исследова-
ниях, посвященных ФДТ. ФДТ является методом выбо-
ра у пациентов с РПЖ, которым не показаны не только 
радикальное хирургическое лечение, но и другие ме-
тоды паллиативного лечения вследствие их высокой 

токсичности. Особенно это актуально для пациентов 
с  IV стадией заболевания, у которых ФДТ позволяет 
значительно увеличить продолжительность жизни 
при отсутствии побочных эффектов от терапии. При 
выборе тактики ведения этих пациентов, особенно 
с  мультиморбидностью, важное значение имеет на-
личие доступного в рутинной практике хирурга и он-
колога способа прогнозирования эффективности 
ФДТ. Предложенный по результатам проведенного 
исследования способ [17] позволяет выявить паци-
ентов с РПЖ IV стадии, которым ФДТ может с высокой 
вероятностью увеличить продолжительность жизни 
по сравнению с другими методами паллиативного ле-
чения.  

Заключение
Таким образом, комплексное паллиативное лечение, 
включающее сочетанную ФДТ, больных РПЖ позволя-
ет увеличить продолжительность жизни пациентов, 
не оказывая на них побочных эффектов. Исходя из 
вышеизложенного, сочетанное применение локаль-
ной и системной ФДТ можно рекомендовать как ме-
тод выбора при комплексном паллиативном лечении 
этой сложной категории пациентов.
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Table 4
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ROC curve)

Стандартная ошибка 
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Standard error (m)
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95% confidence 
interval AUC, (95%CI)
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Резюме
Флуоресцентная диагностика – перспективный метод диагностики немеланоцитарных опухолей кожи, позволяющий выявить клинически 
не определяемые очаги рака кожи и уточнить границы распространения опухолевого процесса. Основными лекарственными препарата-
ми для проведения флуоресцентной диагностики являются лекарства на основе 5-аминолевулиновой кислоты и ее метилового эфира. По-
казатели чувствительности флуоресцентной диагностики при базальноклеточном, плоскоклеточном раке кожи и экстрамаммарном раке 
Педжета достигают 79,01–100,0%, специфичности – 55,6–100,0%. Эффективность этого метода может снижаться за счет гиперкератиниза-
ции, ороговения и присутствия некротической ткани на поверхности опухолевых очагов. Сравнительные исследования результатов флуо-
ресцентной диагностики и гистологического картирования при удалении опухоли методом микрографической хирургии Мооса показали 
высокую корреляцию результатов определения краев опухоли этими методами. Это свидетельствует о том, что безопасная и технически 
легко выполнимая флуоресцентная диагностика может служить хорошей альтернативой микрографической хирургии Мооса – одному из 
наиболее точных, но достаточно трудозатратному и технически сложному методу определения границ очагов рака кожи.

Ключевые слова: флуоресцентная диагностика, рак кожи, базальноклеточный рак кожи, плоскоклеточный рак кожи, экстрамаммарный 
рак Педжета, край опухоли, 5-аминолевулиновая кислота, метиловый эфир 5-аминолевулиновой кислоты.
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FLUORESCENT DIAGNOSTICS OF NON-MELANOMA 
SKIN CANCER
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Health of the Russian Federation, Moscow, Russia
2Peoples’ Friendship University of Russia (RUDN University), Moscow, Russia

Abstract
Fluorescent diagnostics is a promising method for diagnosing non-melanocytic skin tumors, which makes it possible to identify clinically 
undetectable skin cancer foci and clarify the margin of the tumor lesion. The main drugs for fluorescent diagnostics are drugs based on 
5-aminolevulinic acid and its methyl ester. Sensitivity indicators of fluorescent diagnostics in basal cell, squamous cell carcimoma and ex-
tramammary Paget’s cancer reach 79.0–100.0%, specificity – 55.6–100%. The effectiveness of this method may be reduced due to hyper-
keratinization, keratinization, and the presence of necrotic tissue on the surface of tumor foci. Comparative studies of the results of fluores-
cent diagnostics and histological mapping during tumor removal using Mohs micrographic surgery showed a high correlation of the results 
of determining the tumor edges by these methods, which indicates that safe and technically easily performed fluorescent diagnostics can 
serve as a good alternative to Mohs micrographic surgery, one of the most accurate , but rather labor-intensive and technically complex 
method for determining the boundaries of skin cancer foci.

Key words: fluorescent diagnostics, skin cancer, basal cell carcinoma, squamous cell carcinoma, Paget’s extramammary desease, tumor 
margin, 5-aminolevulinic acid, 5-aminolevulinic acid methyl ester.
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Введение
Опухолевые поражения кожи являются одними из 
наиболее часто встречающихся новообразований 
в  общей структуре онкологической заболеваемости. 
В последние десятилетия в мире наблюдается значи-
тельный рост заболеваемости раком кожи. В 2021  г. 
в России было выявлено 68240 случаев рака кожи (кро-
ме меланомы), и 442619 пациентов с диагнозом рака 
кожи (кроме меланомы) находились на диспансерном 
учете к концу 2021 г. [1]. В основе успешного лечения 
больных со злокачественными новообразования-
ми кожи лежит выполнение адекватного по объему 
специализированного лечения, которое обеспечива-
ется только своевременной и точной диагностикой 
с оценкой истинных границ опухолевого поражения. 
Диагностика опухолей и предопухолевых поражений 
кожи основана на данных клинической картины, полу-
ченной при визуальном наружном осмотре пациента, 
и инструментальных методов исследования. Для вы-
явления рака кожи успешно применяют флуоресцент-
ную диагностику (ФД) – исследование, основанное на 
избирательном накоплении фотосенсибилизатора или 
индукции образования эндогенных фотосенсибилиза-
торов – порфиринов – в ткани опухоли с последующей 
регистрацией их флуоресценции при облучении све-
том определенной длины волны [2, 3].

Работ, посвященных применению ФД, как диагно-
стического метода в клинической практике, немного. 
Поиск в базе данных Pubmed по ключевым словам 
«fluorescent diagnostics, photodiagnostics, photody-
namic diagnostics, photosensitizer, skin tumors» позво-
лил выявить около 150 научных работ, 80% которых 
оказались посвящены изучению кинетики накопле-
ния фотосенсибилизатора в опухолевых очагах и здо-
ровой коже методом локальной флуоресцентной 
спектроскопии для оптимизации методик фотодина-
мической терапии с различными фотосенсибилизато-
рами, а также изучению явления аутофлуорсценции 
опухолевых тканей. Только 19 статей за последние 
20 лет соответствовали тематике настоящего обзора. 
Представленные в них данные были проанализиро-
ваны и включены в обзор. 

В большинстве исследований для выполнения ФД 
немеланоцитарных опухолей кожи применяли препа-
раты 5-аминолевулиновой кислоты (5-АЛК) и ее про-
изводных. 5-АЛК является промежуточным метабо-
литом биосинтеза гема. Экзогенное введение 5-АЛК 
увеличивает скорость продукции фотоактивного 
протопорфирина IX (ППIX) во всех клетках организма, 
в которых происходит процесс биосинтеза гема. Фер-
мент феррохелатаза катализирует превращение ППIX 
в фотонеактивный гем. В неизмененных клетках этот 
процесс происходит довольно быстро (2–4 ч). В опу-
холевых клетках в связи с большей активностью фер-
ментов начального этапа синтеза гема (в частности, 
порфобилиногендеаминазы), а также в результате 
снижения активности в них (из-за ограниченной до-

ступности Fe2+) феррохелатазы происходит накопле-
ние фотоактивного ППIX. Увеличение концентрации 
ППIX в опухоли происходит в течение нескольких ча-
сов, а высокий уровень его удерживается до 24 ч, в то 
время как в нормальных клетках ППIX быстро превра-
щается в фотонеактивный гем под действием ферро-
хелатазы. Таким образом в интервале приблизитель-
но от 2 до 24 ч наблюдается значительная разница (до 
10–15 раз) между концентрацией фотоактивного ППIX 
в опухолевых и здоровых тканях. Это позволяет вы-
полнять процедуру ФДТ с минимальным воздействи-
ем на здоровые ткани, определять оптимальные гра-
ницы резекции при хирургическом удалении, а также 
с высокой эффективностью проводить ФД для выявле-
ния опухолей и уточнения их границ [2, 4, 5].

Следует отметить, что даже без экзогенного введе-
ния 5-АЛК в тканях местнораспространенных, особен-
но распадающихся опухолей флуоресценция порфи-
ринов несколько выше, чем в окружающих здоровых 
тканях, за счет биохимических механизмов, описанных 
выше. C.T. Andrade и соавт. считают, что только допол-
нительное экзогенное введение 5-АЛК и ее произво-
дных в большинстве случаев приводит к усилению 
контраста флуоресценции опухолевых и  здоровых 
тканей и возможности проведения полноценной диаг-
ностики [6]. В своих исследованиях авторы продемон-
стрировали интенсивную аутофлуоресценцию очагов 
базальноклеточного рака кожи (БКРК), актинического 
кератоза и, в меньшей степени, себорейного керато-
за. Для очагов актинического кератоза и себорейного 
кератоза дополнительное местное применение раст-
вора 5-АЛК не приводило к  увеличению интенсивно-
сти флуоресценции. Авторы считают, что возможной 
причиной являлось неэффективное проникновение 
раствора 5-АЛК за счет гиперкератинизации и некро-
тической ткани на поверхности очагов. Также часть 
очагов БКРК и актинического кератоза имели обшир-
ное ороговение на поверхности, которое, по всей 
видимости, действовало как физический барьер для 
проникновения раствора 5-АЛК. В таких очагах даже 
через 60 мин после применения 5-АЛК не было отме-
чено увеличения интенсивности флуоресценции. Воз-
можным решением является удаление кератинового 
слоя кюретажем, который является простой медицин-
ской процедурой. Для очагов себорейного кератоза 
высокое поглощение света меланином препятствует 
визуализации флуоресценции как в случае аутофлуо-
ресценции, так и при ФД с экзогенным введением 
5-АЛК. Интенсивность флуоресценции очагов БКРК  
достоверно увеличивалась после местного примене-
ния раствора 5-АЛК, что позволило авторам рекомен-
довать ФД для диагностики этой патологии.

В исследовании S. Neus и соавт. [7] также под-
тверждена высокая диагностическая ценность ФД 
у  больных БКРК. Авторы оценивали эффективность 
ФД у пациентов с очагами БКРК на коже головы. Гра-
ницы опухоли определяли с использованием лампы 
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Вуда по флуоресценции после экспозиции 20% мази 
5-АЛК в течение 3,5 ч. Резекцию опухоли проводили 
по определенным с помощью ФД границам. Было 
проанализировано 28 очагов БКРК. В 22 (78,6%) слу-
чаях границы, определенные по ФД, полностью сов-
падали с результатами гистопатологического иссле-
дования. В 6 очагах границы, определенные по ФД, 
не коррелировали с гистопатологически оцененными 
границами опухоли. Из них 4 (14,3%) очага были уда-
лены не полностью; 2 (7,1%) очага были удалены пол-
ностью, что указывает на то, что опухоль находилась 
в пределах определенного по ФД края, но не на краю 
иссечения. Следовательно, частота неполного удале-
ния очагов БКРК составила 14,3% (4 из 28). Показате-
ли чувствительности и специфичности ФД составили 
79% и 100%, соответственно.

В 2015 г. Е.В. Филоненко [2] были опубликованы ре-
зультаты исследования эффективности ФД с 5-АЛК (рас-
твор для приема внутрь в дозе 1,0 мг/кг массы тела за 
3 ч до проведения диагностики) у 237 больных БКРК, 
плоскоклеточным раком кожи (ПКРК) и метатипичным 
раком кожи. У 100% больных ФД позволила уточнить 
границы опухолевых очагов. У 118 пациентов было вы-
явлено 506 очагов дополнительной флюоресценции, из 
которых у 63 больных при морфологическом исследо-
вании был диагностирован рак кожи. Чувствительность 
метода составила 100,0%, специфичность – 55,6%.

Аналогичные результаты были получены и в других 
исследованиях, посвященных ФД у больных с БКРК и 
ПКРК. В исследовании J. Liutkeviciute-Navickiene и  со-
авт. [8] ФД с 5-АЛК и метиловым эфиром 5-АЛК (МЭ-
АЛК) в виде местной аппликации была проведена 126 
пациентам с БКРК и ПКРК. Чувствительность метода со-
ставила 95,4%, специфичность – 88,6%. Y. Won и соавт. 
[9] применили технологию компьютеризированного 
анализа флуоресцентных изображений при проведе-
нии ФД с МЭ-5АЛК 10 пациентам с БКРК. Чувствитель-
ность метода составила 82,6%, специфичность – 94,1%.

В последние годы были опубликованы результа-
ты ряда исследований, в которых эффективность ФД 
с  5-АЛК и ее производными оценивали в сравнении 
с микрографической хирургией Мооса (MMS) – одним 
из наиболее точных, но достаточно трудозатратным 
и технически сложным методом определения границ 
очагов рака кожи. При использовании MMS происхо-
дит иссечение новообразования с одновременным 
гистологическим исследованием послойных срезов. 
Пораженная ткань удаляется слой за слоем, и удален-
ные слои отправляются на срочный гистологический 
анализ. При обнаружении злокачественных клеток 
иссечение тканей продолжается. Так происходит до 
тех пор, пока вся очередная резецированная область 
не будет состоять из здоровых тканей. MMS обеспечи-
вает интраоперационную микроскопическую оценку 
100% краев поражения, что позволяет удалить только 
пораженную ткань и снизить частоту рецидивов [10]. 
Высокая распространенность рака кожи в сочетании 
с затратами и временем, связанными с MMS, определя-

ет актуальность разработки новых методов уточнения 
краев опухоли, которые могли бы повысить эффектив-
ность MMS или являться альтернативой MMS [11, 12]. 
Ряд исследований показал корреляцию результатов 
определения краев опухоли методом ФД с результата-
ми определения границ опухоли методом MMS.

В исследовании B. Stenquist и соавт. [13] у 12 па-
циентов с БКРК результаты флуоресценции после 
применения мази с 5-АЛК и гистологического карти-
рования с помощью MMS коррелировали в 42% опу-
холей с частичной корреляцией в остальных очагах. 
A.M. Wennberg и соавт. [14] показали сильную корре-
ляцию границ опухоли по данным цифровой флуо-
ресцентной визуализации после предварительной 
экспозиции мази с 5-АЛК с гистологическим картиро-
ванием с помощью MMS у 50% пациентов. Еще в од-
ном исследовании [15] оценивали эффективность 
применения ФД с МЭ-АЛК для уточнения границ 
опухолевого поражения очагов БКРК. Время экспо-
зиции мази с фотосенсибилизатором было увеличено 
по сравнению со стандартными методиками и сос-
тавило в среднем 13  ч. В исследовании участвовали 
27 больных БКРК, средний диаметр очагов составлял 
1,05±0,35 см. Границы опухолевых очагов были опре-
делены с использованием цифровой системы визуа-
лизации флуоресценции с оценкой накопления ППIX 
в опухолевой ткани по отношению к нормальной 
ткани. Затем очаги БКРК были удалены хирургически 
в соответствии с границами, установленными мето-
дом MMS. В 12 (44,44%) из 27 очагов край опухоли по 
данным ФД совпал с  гистопатологической картиной. 
Среднее значение флуоресцентной контрастности 
составило 2,7. 15 пигментированных очагов БКРК по-
казали ослабленную или отсутствующую флуоресцен-
цию в центре, флуоресценция на их периферии была 
использована в качестве ориентира для резекции. 
В  этих 15  очагах количество дополнительных этапов 
резекции MMS, необходимых для очистки латераль-
ного края, каждый с дополнительным иссечением 
1  мм, составило один этап в 14 (93,3%) очагах БКРК 
и два этапа в 1 (6,6%) очаге БКРК. Близкие по эффек-
тивности результаты были получены в исследовании 
Jeon и соавт. [16]. 38 больным ПКРК были определены 
границы опухоли методом ФД с использованием 20% 
мази 5-АЛК или 16% мази МЭ-АЛК, после чего опу-
холь была резецирована. Среднее количество допол-
нительных этапов резекции MMS, понадобившихся 
для полного удаления опухоли, составило 1,37±0,75. 
В контрольной группе (29 пациентов) резекцию про-
водили без ФД, среднее количество дополнительных 
резекций составило 1,83±0,89 (p = 0,02). В группе ФД 
в 29 случаях (76,3%) для полного удаления опухоли 
потребовалась одна дополнительная резекция, тогда 
как в 9 наблюдениях (23,7%) потребовалось две или 
более резекций. В группе контроля одна дополни-
тельная резекция потребовалась в 13 случаях (44,8%) 
для полного иссечения опухоли, в 16 случаях (55,2%) – 
две резекции или более (p = 0,008).
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В литературе описаны попытки применять метод 
ФД для дифференциальной диагностики опухолевых 
и предопухолевых заболеваний кожи с определением 
стадии заболевания по интенсивности флуоресцен-
ции. T. Smits и соавт. [17] продемонстрировали, что ФД 
с производными 5-АЛК нельзя использовать в каче-
стве неинвазивной диагностической процедуры для 
дифференцировки различных стадий актинического 
кератоза, поскольку не было обнаружено существен-
ных различий во флуоресценции между различными 
стадиями заболевания. Однако флуоресцентная конт- 
растность при болезни Боуэна, как правило, выше, 
чем при поражениях KIN I и KIN II. Самая высокая 
флуоресцентная контрастность была обнаружена 
в  очагах ПКРК, но небольшое количество таких оча-
гов (3 из 86 поражений, подвергнутых биопсии, были 
классифицированы как ПКРК) и тот факт, что они при-
надлежали одному пациенту, не позволили провести 
надежное статистическое сравнение. В дальнейших 
исследованиях [18] авторами было показано, что 
только очаги KIN I и KIN III показывают достоверные 
различия в значениях флуоресцентной контрастнос-
ти (1,3 и 2,5, соответственно; р<0,05). Самые высо-
кие коэффициенты контрастности были определены 
у очагов микроинвазивного ПКРК – 2,7. 

В ряде исследований показана высокая эффек-
тивность ФД у пациентов с экстрамаммарным раком 
Педжета (ЭМРП). M. Wan и соавт. [19] у 21 больного 
ЭМРП определяли границы опухолевого поражения 
методом ФД (20% мазь 5-АЛК, время экспозиции 3,5 ч) 
и методом множественных поисковых биопсий (MSBs). 
Авторами показана сильная корреляция между ре-
зультатами исследования границ опухолевого пора-
жения, установленными обоими методами. 

Высокая диагностическая ценность ФД при ЭМРП 
подтверждена и в исследовании M. Wu и соавт. [20], 
в котором участвовали 36 пациентов. В качестве фо-
тосенсибилизатора использовали 5-АЛК в виде 20% 
раствора со временем экспозиции 2 ч. Границы опу-
холи определяли визуально методами ФД и ФД в соче-
тании с отражательной конфокальной микроскопией. 
У пациентов были взяты 130 образцов, в которых был 
подтвержден опухолевый процесс. Из 130 срезов с па-
тогистологически подтвержденным опухолевым про-
цессом 83 среза (63,8%) располагались за пределами 
макроскопически определенных границ опухолевых 
очагов с расстоянием 3,5±3,1 мм и медианой 2,7 мм; 
46 (35,4%) срезов находились за границами маркер-
ной линии опухолевых очагов, определенной мето-
дом ФД с расстоянием 2,1±1,7 мм и медианой 1,5 мм; 
27 (20,8%) срезов – за пределами маркерной линии 
ФД с отражательной конфокальной микроскопией 
с расстоянием 1,4±1,2 мм и медианой 0,9 мм.

Несмотря на высокую чувствительность и специ- 
фичность ФД рака кожи, продолжается разработ-
ка модифицированных методик ФД, направленных 
на повышение этих показателей. Van der Beek и со-
авт. [21] представили результаты исследования,  

демонстрирующие существенное увеличение специ- 
фичности и чувствительности ФД с 5-АЛК в виде липосо-
мального спрея при использовании метода оценки нор-
мированной флуоресценции. Данный подход позволя- 
ет уменьшить вклад внешних факторов, искажающих 
интенсивность флуоресценции ППIX, например, отра-
жение из-за неперпендикулярного попадания света на 
кожу, поглощение излучения более толстым роговым 
слоем или изменение интенсивности излучения из-за 
разницы в расстоянии между кожей и источником све-
та. Методика основана на одновременном измерении 
ППIX-опосредованной флуоресценции и аутофлуорес-
ценции после облучения импульсным светом с длиной 
волны 407 нм. Источником аутофлуоресценции, скорее 
всего, является связанный коллаген. Поскольку спект-
ры излучения аутофлуоресценции и флуоресценции 
ППIX разделены, существует техническая возможность 
одновременного измерения аутофлуоресценции в зе-
леной области спектра и флуоресценции ППIX в крас-
ной области спектра. Одновременно система вычисля-
ет нормированную флуоресценцию ППIX. В результате, 
если существует переменная, влияющая на интенсив-
ность обоих типов флуоресценции, можно отфильтро-
вать этот «шум», используя данные по интенсивности  
аутофлуоресценции. Записанная интенсивность флуо-
ресценции визуализируется с помощью наложения 
псевдоцветов, где красный цвет указывает на самый 
высокий уровень флуоресценции, синий – на самый 
низкий уровень флуоресценции на изображении. 
Анализируемый очаг считали потенциально подозри-
тельным на наличие патологического процесса при 
превышении интенсивности флуоресценции (норми-
рованной или нет) на 33% и более флуоресценцию 
в нормальной коже. Использование методики оценки 
нормированной флуоресценции позволило повысить 
чувствительность ФД с 39% до 97% и специфичность – 
с 27% до 100%. 

ФД может быть использована не только для опре-
деления границ опухолевого поражения, но и как 
метод контроля эффективности лечения. M. Bosseila 
и соавт. [22] оценивали изменение флуоресцентной 
контрастности очагов грибовидного микоза у 22 па-
циентов методом флуоресцентной спектроскопии 
с 20% мазью 5-АЛК (3-часовая экспозиция). Диагнос-
тику проводили два раза: до и после проведения спе-
циализированного лечения в течение 12 нед, вклю-
чающего узкополосную средневолновую терапию 
UVB (311 нм) и ПУВА-терапию с 8-метоксипсораленом 
в  сочетании с подкожным введением интерферона 
IFN-α в резистентные очаги. Исследования показали, 
что положительная динамика, подтвержденная сни-
жением уровня злокачественных CD4+/CD7- T-клеток, 
сопровождалась уменьшением средней флуорес-
центной контрастности с 2,2 до 1,94 (p = 0,009). На 
основании полученных данных авторы делают вывод, 
что в случае грибовидного микоза ФД может пред-
ставлять собой эффективный инструмент для оценки 
ответа опухолевого очага на терапию.
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J. de Leeuw и соавт. [23] предложили использо-
вать метод ФД для скрининга опухолевых и пред-
опухолевых заболеваний у людей, работающих на 
улице и подвергающихся постоянному воздействию 
УФ-излучения. В исследовании приняли участие 
93 добровольца. У каждого пациента в качестве про-
фотосенсибилизатора использовали два препарата: 
5-АЛК и МЭ-АЛК, что позволило сравнить их эффек-
тивность. МЭ-АЛК в виде 16% крема наносили под 
окклюзионную повязку на правую сторону лба на 3 ч. 
Липосомальный спрей 5-АЛК 0,5% наносили каждые 
5 мин на левую сторону лба без окклюзии в течение 
2,5  ч с последующей 0,5-часовой паузой, позволяю-
щей липосомам 5-АЛК полностью впитаться в кожу. 
Сразу после этого были сделаны флуоресцентные 
снимки обеих сторон лба. Флуоресцентное изобра-
жение правой (обработанной МЭ-АЛК) стороны лба 
показывало очень высокую и однородную интенсив-
ность флуоресценции в большинстве исследованных 
участков кожи с низким различием между нормаль-
ной и пораженной кожей. Левая сторона (обработан-
ная липосомальным спреем 5-АЛК) в большинстве 
случаев показывала низкую флуоресценцию нор-
мальной кожи и умеренную, но отчетливую флуорес-
ценцию очагов немеланоцитарных опухолей кожи. 
При этом авторы отмечают, что значительно более 
низкое поглощение 5-АЛК в липосомах нормальной 
кожи приводит к меньшей степени фоточувствитель-
ности, а более быстрый клиренс 5-АЛК обеспечивает 
лучший профиль безопасности по сравнению с кре-
мом МЭ-АЛК (8 ч против 36 ч фотосенсибилизации). 

В результате исследования флуоресценция была 
обнаружена в 287 поражениях у 61 пациента. По дан-
ным гистологического исследования у 28 пациен-
тов положительная флуоресценция была выявлена 
в  212  доброкачественных поражениях. В том чис-

ле у  22  пациентов в 204 флуоресцирующих очагах 
была диагностирована гиперплазия сальных желез, 
а  остальные 8 очагов ложноположительной флуо-
ресценции у  6 пациентов соответствовали вирусным 
бородавкам, доброкачественному лихеноидному 
воспалению и  диспластическим меланоцитарным не-
вусам. У 29 пациентов в 71 очаге флуоресценции был 
гистологически подтвержден актинический кератоз, 
у 4 пациентов – 3 очага БКРК и 1 очаг ПКРК. Ложноот-
рицательная флуоресценция была обнаружена только 
в одном очаге, расположенном на волосистой части 
головы (отрицательный результат флуоресцентного 
обнаружения поражения, клинически подозреваемого 
и гистологически подтвержденного как актинический 
кератоз). У 5 больных были выявлены флуоресцентным 
методом и впоследствии подтверждены гистологиче-
ским исследованием 5 очагов актинического керато-
за, до этого не отмеченные ни больными, ни врачами, 
проводившими обследование. При сочетании системы 
обнаружения флуоресценции, используемой в этом ис-
следовании, с клиническим исследованием и дермато-
скопией специфичность этого метода составила 92%. 

В литературе найдена одна работа, посвященная 
оценке эффективности применения для ФД фотосен-
сибилизаторов не на основе 5-АЛК и ее производ-
ных. S.V. Kamrava и соавт. [24] 40 пациентам с ПКРК 
была проведена ФД с фотосенсибилизатором на ос-
нове хлорина е6 (в/в введение в дозе 1,0 мг/кг мас-
сы тела за 4–6 ч до диагностики). Чувствительность 
метода составила 90%, специфичность – 80%, точ-
ность – 87,5%, положительная прогностическая цен-
ность  – 93%, отрицательная прогностическая цен-
ность – 72%.

В табл. суммированы результаты основных исследо-
ваний эффективности ФД при немеланоцитарных опу-
холях кожи.

Таблица
Сводные данные результативности применения флуоресцентной диагностики у пациентов с немеланоцитарными опухолями кожи
Table
Summary data on the effectiveness of the use of fluorescence diagnostics in patients with non-melanoma skin cancer

Авторы 
Authors

Число  
пациентов 

Number 
of patients

Диагноз 
Diagnosis

Фотосенсибилиза-
тор  Photosensitizer

Длина волны 
излучения 
Radiation 

wavelength

Результаты 
Results

1 Won и со-
авт. 2007, [9]
Won et al., 
2007 [9]

10 БКРК 
BCC

МЭ-АЛК 
20% мазь 
MAL 
20% ointment

Лампа Вуда, 
λ макс 365 нм 
Wood’s lamp, 
λ max 365 nm

Чувствительность 82,6% 
Специфичность 94,1% 
Sensitivity 82.6% 
Specificity 94.1%

2 Smits и со-
авт. 2007, 
[17]
Smits et al.,
2007 [17]

14 86 очагов, в том 
числе 3 ПКРК, 67 
актинический 
кератоз (32 KIN 
I, 18 KIN II, 17 KIN 
III), 10 нормаль-
ная кожа
86 lesions, 
including 3 
SCC, 67 actinic 
keratosis (32 KIN 
I, 18 KIN II, 17 KIN 
III), 10 normal skin

5-АЛК
20% мазь
5-ALA
20% ointment

Ксеноновая 
лампа 
с фильтром 
370-440 нм.
Xenon light 
source with a 
custom band 
pass filter 
370–440 nm

Не обнаружено существенных раз-
личий во флуоресценции между 
различными стадиями актиниче-
ского кератоза. Флуоресцентная 
контрастность при болезни Боуэ-
на, как правило, выше, чем при 
поражениях KIN I и KIN II
No significant differences in 
fluorescence were found between 
different stages of actinic keratosis. 
Fluorescent contrast in Bowen’s 
disease is generally higher than in 
KIN I and KIN II lesions
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3 Neus и со-
авт., 2008 [7]
Neus et al., 
2008 [7]

28 БКРК
BCC

5-АЛК
20% мазь
5-ALA
20% ointment

Лампа Вуда, 
λ макс 365 нм
Wood’s lamp, 
λ max 365 nm

Частота полного удаления опухо-
левого очага БКРК 85,7%, неполно-
го удаления – 14,3%. 
Чувствительность 79%.
Специфичность 100%
The frequency of complete removal 
of the tumor focus of BCC is 85.7%, 
incomplete removal is 14.3%.
Sensitivity 79%.
Specificity 100%

4 de Leeuw   
и соавт., 
2009 [23]
de Leeuw  
et al., 2009 
[23] 

93 Скрининг 
опухолевых и 
предопухолевых 
заболеваний у 
людей, работаю-
щих на улице и 
подвергающихся 
постоянному  
воздействию  
УФ-излучения
Screening for 
neoplastic and 
preneoplastic 
diseases in 
people who work 
outdoors and 
are constantly 
exposed to UV 
radiation

5-АЛК
(0,5% 5-АЛК, инкапсу-
лированная в одно-
слойные липосомы 
размером 50 нм; 
спрей 5-АЛК 0,5% 
каждые 5 мин в тече-
ние 2,5 ч на поражен-
ный участок кожи).
МЭ-АЛК
16% мазь (экспозиция 
3 ч)
5-ALA
0.5% 5-ALA 
encapsulated in 50 nm 
sized unilamellar 
liposomes.
The 5-ALA 0.5% spray 
every 5 minutes for  
2.5 hours to the 
involved skin area.
MAL
16% ointment
(exposure 3 hours)

LED, 
λ макс 450 нм
LED, 
λ max 450 nm

Положительная флуоресценция 
обнаружена у 61 пациента. Из них 
у 28 – доброкачественные пораже-
ния (в том числе у 22 – гиперпла-
зия сальных желез), у 33 – опухо-
левая и предопухолевая патология 
(в том числе у 29 – актинический 
кератоз, у 3 – БКРК, у 1 – ПКРК)
Positive fluorescence was found in 
61 patients. Of these, 28 had benign 
lesions (including 22 had sebaceous 
gland hyperplasia), 33 had tumor 
and precancerous pathologies 
(actinic keratosis in 29, BCC in 3 and 
SCC in 1 patient)

5 Liutkevi-
ciūte-
Navickiene  
и соавт.,
2009 [8]
Liutkevi-
ciūte-
Navickiene 
et al.,
2009 [8]

126 ПКРК и БКРК
SCC and BCC

5-АЛК 
и МЭ-АЛК 
(экспозиция 
2–4 ч)
5-ALА 
and ME-ALА
(exposure 
2-4 hours)

λ макс 
378-426 нм.
λ max 
378-426 nm

Чувствительность 95,4%.
Специфичность 88,6%.
Положительная прогностическая 
ценность 6,1%.
Отрицательная прогностическая 
ценность 96,3% .
В 30% случаев границы опухоле-
вой ткани при применении МЭ-
АЛК определялись более четко, 
чем при применении 5-АЛК
Sensitivity 95.4%.
Specificity 88.6%.
Positive predictive value 6.1%.
Negative predictive value 96.3%.
In 30% of cases, the boundaries of 
the tumor tissue were more clearly 
defined with MAL than with 5-ALA

6 Kleinpen-
ning  
и соавт.,
2010 [18]
Kleinpen-
ning et al.,
2010 [18]

13 36 очагов, в том 
числе 7 ПКРК,  
17 актинический 
кератоз (5 KIN I,  
6 KIN II, 6 KIN III),  
3 БКРК, 9 нор-
мальная кожа
36 lesions, 
including  
7 SCC, 17 actinic 
keratosis (5 KIN I,  
6 KIN II, 6 KIN III),  
3 BCC, 9 normal 
skin

МЭ-АЛК
16% мазь
MAL
16% ointment.

Ксеноновая 
лампа 
с фильтром 
370-440 нм
Xenon light 
source with 
a custom band 
pass filter 
370–440 nm

Только очаги KIN I и KIN III пока-
зывают достоверные различия 
в значениях флуоресцентной 
контрастности (1,3 и 2,5, соответ-
ственно; р<0,05). Самые высокие 
коэффициенты контрастности 
были определены у очагов микро-
инвазивного ПКРК – 2,7
Only KIN I and KIN III foci show 
significant differences in fluorescent 
contrast values (1.3 and 2.5, 
respectively; p<0.05). The highest 
contrast ratios were determined in 
foci of microinvasive squamous cell 
carcinoma – 2.7
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7 Kamrava  
и соавт., 
2012 [24]
Kamrava  
et al., 
2012 [24]

40 ПКРК
SCC

Хлорин е6
1 мг/кг за 4-6 ч до ФД.
Chlorine e6
1 mg/kg 4-6 hours 
before FD

λ макс 633 нм.
λ max 633 nm

Чувствительность 90%.
Специфичность 80%.
Точность 87,5%.
Положительная прогностическая 
ценность 93%.
Отрицательная прогностическая 
ценность 72%.
Sensitivity 90%.
Specificity 80%.
Accuracy 87.5%.
Positive predictive value 93%.
Negative predictive value 72%.

8 Van der 
Beek 
и соавт.,
2012 [21]
Van der 
Beek 
et al.,
2012 [21]

30 БКРК,
актинический 
кератоз
BCC, actinic 
keratosis

5-АЛК.
5-ALA

λ макс 407 нм.
λ max 407 nm

Специфичность и чувствитель-
ность метода ненормированной 
флуоресценции существенно 
ниже, чем у метода обнаружения 
нормированной флуоресценции 
(27% и 39% против 100% и 97%).
The specificity and sensitivity of 
the non-normalized fluorescence 
method is significantly lower than 
that of the normalized fluorescence 
detection method (27% and 39% 
versus 100% and 97%).

9 Jeon и со-
авт., 
2013, [16]
Jeon et al., 
2013, [16]

38 пациен-
тов в груп-
пе ФД и 29 
пациентов 
в контроль-
ной группе.
38 patients 
in the FD 
group 
and 29 
patients in 
the control 
group

ПКРК
SCC

19 пациентов:
МЭ-АЛК
16% мазь,
экспозиция 3 ч.
19 пациентов:
5-АЛК
20% мазь,
экспозиция 6 ч.
19 patients:
MAL
16% ointment,
exposure 3 hours.
19 patients:
5-ALA
20% ointment,
exposure 6 hours.

Лампа Вуда, 
λ макс 356 нм.
Wood’s lamp, 
λ max 365 nm

После резекции опухоли среднее 
количество дополнительных ре-
зекций по Моосу, понадобившихся 
для полного удаления опухоли, 
было ниже в группе ФД (1,37±0,75), 
чем в группе без ФД (1,83±0,89).
After tumor resection, the mean 
number of additional Mohs 
resections required to completely 
remove the tumor was lower in the 
FD group (1.37±0.75) than in the 
non-FD group (1.83±0.89)

10 Andrade и 
соавт., 2014 
[6]
Andrade et 
al., 2014 [6]

43 71 очаг пора-
жения, в том 
числе 29 БКРК, 
31 актинический 
кератоз, 11 себо-
рейный кератоз.
71 lesions, 
including 29 
BCC, 31 actinic 
keratosis, 11 
seborrheic 
keratosis.

5-АЛК
5% раствор был 
использован для 54 
очагов (21 БКРК, 22 
актинический кера-
тоз, 11 себорейный 
кератоз). 10% раствор 
– для 17 очагов (8 
БКРК и 9 актиниче-
ский кератоз).
5-ALA
5% 5-ALA solution was 
applied on 54 lesions 
(21 BCCs, 22 AK, and 11 
SK). 10% ALA solution 
was applied on 17 
lesions (8 BCCs and 9 
AK).

LED, λ макс 400 
нм, 50 мВт/см2

LED, λ max 400 
nm, 50 mW/
cm2

В очагах БКРК отмечено достовер-
ное увеличение интенсивности 
флуоресценции в 3 раза через 1 ч 
после нанесения раствора 5-АЛК. 
В очагах актинического и себо-
рейного кератоза интенсивность 
флуоресценции в течение 1 ч 
после нанесения раствора 5-АЛК 
оставалась на уровне аутофлуо-
ресценции.
In the foci of BCC, a significant 
increase in fluorescence intensity by 
3 times was noted 1 hour after the 
application of the 5-ALA solution. 
In the foci of actinic and seborrheic 
keratosis, the fluorescence intensity 
remained at the autofluorescence 
level for 1 hour after application of 
the 5-ALA solution

11 Филоненко 
Е.В., 2015 [2]
Filonenko 
E.V., 2015 [2]

227 БКРК, ПКРК, 
метатипичный 
рак кожи
BCC, SCC, 
metatypical skin 
cancer

5-АЛК
(раствор для приема 
внутрь 1 мг/кг за 3 ч 
до ФД)
5-ALA
(oral solution 1 mg/kg 
3 hours before FD)

LED, 
λ макс 
400-405 нм
LED, 
λ max 
400-405 nm

Чувствительность 100,0%.
Специфичность 55,6%
Sensitivity 100.0%.
Specificity 55.6%
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Заключение
Основными показаниями к ФД с 5-АЛК являются опре-
деление клинически плохо выраженных опухолей 
кожи, поиск скрытых очагов предрака и рака кожи, 
а также уточнение границ опухолевого поражения 
и  контроль эффективности различных вариантов спе-
циализированного лечения.

ППIX-индуцированная флуоресценция при пред-
операционном планировании является ценным ме-
тодом определения периферических границ опухоли. 

Края новообразований, определяемые гистологиче-
ским картированием при удалении опухоли методом 
микрографической хирургии Мооса, хорошо корре-
лируют с границами, обнаруживаемыми специфичной 
для опухоли флуоресценцией, что свидетельствует 
о возможности использования ФД как полноценной 
альтернативы микрографической хирургии Мооса – 
одному из наиболее точных, но достаточно трудоза-
тратному и технически сложному методу определе-
ния границ очагов рака кожи.

12 El Hoshy 
и соавт., 
2016 [15]
El Hoshy et 
al., 2016 [15]

27 БКРК
BCC

5-АЛК 20% мазь
5-ALA 20% ointment

Ксеноновая 
лампа 
с фильтром 
370-440 нм
Xenon light 
source with a 
custom band 
pass filter 
370-440 nm

В 12 (44,44%) очагах границы 
опухоли, определенные ФД, 
полностью совпали с границами, 
определенными гистопатологиче-
ски. В 14 очагах гистопатологиче-
ски границы опухоли были больше 
на 1 мм, чем определяемые ФД, 
в 1 – больше на 2 мм
In 12 (44.44%) foci, the boundaries 
of the tumor, determined by 
FD, completely coincided with 
the boundaries determined 
histopathologically. In 14 foci, 
histopathologically, the boundaries 
of the tumor were 1 mm larger than 
those determined by FD, and in 
1 foci, they were 2 mm larger

13 Wan 
и соавт.,
2018 [19]
Wan et al.,
2018 [19]

21 ЭМРП
EMPD

5-АЛК 20% мазь
5-ALA 20% ointment

Лампа Вуда, 
λ макс 365 нм
Wood’s lamp, 
λ max 365 nm

Показана сильная корреляцию 
между границами опухолевого по-
ражения, определенными методом 
флуоресцентной диагностики, 
и границами, определенными ме-
тодом биопсии с гистопатологией
A strong correlation was shown 
between the boundaries of the 
tumor lesion, determined by the 
method of fluorescence diagnostics, 
and the boundaries, determined 
by the method of biopsy with 
histopathology

14 Wu и соавт.,
2021 [20]
Wu et al.,
2021 [20]

36 ЭМРП
EMPD

5-АЛК,
20% раствор/
5-ALA,
20% solution/

Лампа Вуда, 
λ макс 365 нм
Wood’s lamp, 
λ max 365 nm

Визуальный осмотр – 63,8% лож-
ноотрицательных результатов, 
ФД – 35,4% ложноотрицательных 
результатов, ФД + конфокальная 
микроскопия – 20,8% ложноотри-
цательных результатов
Visual examination - 63.8% of false 
negative results, FD - 35.4% of false 
negative results, FD + confocal 
microscopy - 20.8% of false negative 
results

Примечание: *ФД – флуоресцентная диагностика, 5-АЛК – 5-аминолевулиновая кислота, МЭ-АЛК – метиловый эфир 5-аминолевулиновой 
кислоты, БКРК – базальноклеточный рак кожи, ПКРК – плоскоклеточный рак кожи, ЭМРП – экстрамаммарный рак Педжета.
Note: *FD - fluorescent diagnostics, 5-ALA - 5-aminolevulinic acid, MAL - 5-aminolevulinic acid methyl ester, BCC - basal cell carcinoma,  
SCC - squamous cell carcinoma, EMPD - extramammary Paget’s desease
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