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Особенности фармакокинетики цисплатина при сочетании с локальным ультразвуковым воздействием в эксперименте

Введение

Первые наблюдения действия ультразвука (УЗ) 
на злокачественные опухоли относятся к началу 
ХХ в. [17]. В последние годы в связи с совершенс-
твованием УЗ-терапевтической техники возник 
интерес к УЗ в онкологии, который усилился бла-
годаря открытию т. н. эффектов «сонодинамики» 
[5, 6, 18]. «Сонодинамическая терапия» (СДТ) 
основана на резком увеличении цитотоксичности 
различных химических соединений, в том числе 
противоопухолевых цитостатиков при локальном 
УЗ (соносенсибилизация) в патологическом очаге, 
что приводит к быстрой деструкции и гибели клеток 
пропорционально времени озвучивания [11, 16]. Как 
результат созданные устройства, предназначенные 
для использования в сонодинамической терапии, 
проходят клинические испытания в США, Протоко-
лы № G050103 (3-я фаза) и NCT0029580 (2-я фаза). 
Усиление цитотоксичности обнаружено у различных 
противоопухолевых цитостатиков и некоторых 
химических агентов [1, 13, 14]. Нами выполнены 
исследования по созданию генератора ультразвука 
средней интенсивности (УСДТ), который прошел 
клиническую сертификацию и зарегистрирован в 

РФ в качестве медицинского устройства, и полный 
комплекс доклинических исследований, в результа-
те которых метод СДТ разрешен для клинического 
изучения [2–4, 7–9]. Механизм повреждающего 
действия СДТ изучен с помощью исследования 
фармакокинетики некоторых препаратов в уль-
тразвуковом поле, состояния сосудистого русла с 
использованием маркеров ангиогенеза VEGF, CD34 
и CD31, ультраструктурных изменений и интенсив-
ности свободно-радикальных реакций в опухоли [10, 
12, 15]. Подробные данные об особенностях фарма-
кокинетики наиболее эффективного в сочетании с 
УЗ цисплатина представлены в настоящей работе.

Материалы и методы исследования

Исследования проведены на 120 мышах-сам-
ках линии С

57
BL

6 
массой тела 20–22 г, разведения 

РОНЦ. Для взятия крови животных наркотизирова-
ли эфиром, затем декапитировали и отбирали пробы 
крови: одну пробу из крови 5 мышей каждой группы. 
Меланому В16 (3-й пассаж) трансплантировали 
мышам внутримышечно по 40 мг взвеси опухолевой 
ткани на мышь по стандартной методике. 

Цисплатин (ЦП). Использована хроматогра-
фически чистая субстанция цисплатина, которую 
растворяли предварительно в стерильном физио-
логическом растворе и вводили мышам однократно 
внутривенно в дозе 8 мг/кг в 0,1% концентрации на 
10-е сут после перевивки опухоли, масса которой 
составляла примерно 200 мг. 
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С помощью доказательных методов проведен анализ фармакокинетических (ФК) параметров накопления цисплати-
на (ЦП) при проведении ультразвуковой сонодинамической терапии (СДТ), сочетающей системную химиотерапию 
с последующим локальным ультразвуковым воздействием (УЗ), выполненным на отечественной установке УСДТ. 
Показано, что УЗ повышает избирательное накопление платины (Pt) в опухоли в 1,45 раза: коэффициент диффе-
ренциального накопления КДНоп/сыв 5,94 против 4,1 без УЗ при КДНоп/мышцы 1,87–2,02. Полученные данные 
объясняют выявленный ранее феномен избирательного усиления противоопухолевого действия цисплатина при 
сочетании с локальным УЗ и открывают возможность для снижения токсичности цитостатика.
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Ультразвуковое воздействие. УЗ генерировали на 
установке УСДТ в стандартном терапевтическом 
режиме: облучение с 2 полей при интенсивности на 
1-е поле 0,88 МГц (1,0 Вт/см2), на 2-е поле 2,64 МГц 
(2,0 Вт/см2). Носитель – вода 36 oC, обеспечивающая 
отсутствие терапевтической гипертермии при УЗ.

Определение концентрации цисплатина в образцах. 
Поскольку низкий коэффициент молярной экс-
тинкции цисплатина даже на длине волны 220 нм  
не позволяет провести прямое определение не-
измененного препарата в сыворотке, в органах и 
тканях методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ), нами разработан метод, 
заключающийся в дериватизации производных 
платины диэтилдитиокарбаматом натрия (ДТИК). 
При этом образуется комплекс платины с 2 мо-
лекулами диэтилдитиокарбамата, который очень 
хорошо поглощает в ультрафиолетовом диапазоне 
на длине волны 254 нм (коэффициент молярной 
экстинкции равен 45 000). Последующее количес-
твенное определение этого комплекса проводится 
методом ВЭЖХ. 

Подготовка проб для анализа. Кровь собирали  
в пробирки, которые затем взвешивали. Сыворот- 
ку крови получали центрифугированием при  
1500 об/мин в течение 10 мин. Белки сыворотки 
крови высаживали ацетонитрилом в соотношении 
1:1, надосадочную жидкость собирали в отдельную 
пробирку и затем выдували током азота. Сухой ос-
таток хранили в морозилке при –20 oС для последу-
ющего анализа. Образцы органов, тканей и опухоли 
гомогенизировали в стеклянном гомогенизаторе, 
затем добавляли 1 мл воды и быстро замораживали 
в морозильной камере для повреждения клеток 
и выхода содержимого. Затем пробирки быстро 
размораживали на кипящей водяной бане, белки 
высаживали добавлением 1 мл ацетонитрила и выде-
ляли центрифугированием, надосадочную жидкость 
выдували током азота, сухой остаток хранили при 
–20 oС для последующего анализа. Для выполне-
ния дериватизации к сухому остатку добавляли 
1 мл воды и 100 мкл 2,5% раствора ДТИК, раствор 
нагревали 10 мин при 70 oС. Pt(ДТИК)

2
 экстрагиро-

вали 1 мл хлороформа 1 ч. Хлороформенный слой 
отделяли центрифугированием, верхний водный 
слой осторожно удаляли. Хлороформенный раствор 
выдували током азота. Сухой остаток хранили при 
–20 oС для последующего хроматографического 
анализа. Хроматографический анализ осущест-
вляли на хроматографе Gilson с ультрафиолетовым 
детектором на длине волны 254 нм. При отработке 
метода оценивали возможность использования в 
качестве внутреннего стандарта раствора Ni(ДТИК)

2
 

(содержание никеля 1 мкг), имеющего коэффици-
ент молярной экстинкции 43 000, одинаковый с 
Pt(ДТИК)

2.
 Время удерживания («Retention Time», 

RT) составляло 10 мин для Pt(ДТИК)
2 
и 12 мин для 

Ni(ДТИК)
2
. Предел обнаружения 10 нг.

Изучение фармакокинетики цисплатина. Исполь-
зованный метод позволяет фактически определять 
концентрацию Pt-комплексов (Ptk), т. е. Pt и всех 
возможных метаболитов, что вполне оправданно, 
так как неизмененный ЦП неактивен и проявляет 
противоопухолевое действие после образования в ор-
ганизме активного метаболита в виде моноаквапро-
изводного. Соответственно, изучение фармакокине-
тики ЦП и его метаболитов выполнено после введе-
ния в следующие сроки: 30 мин, 1–1,5–2,5–3,5–24 
ч. Помимо сыворотки крови и опухоли исследован 
характер накопления Pt в критических органах –  
почках и в селезенке, а также в прилегающей к опу-
холи мышечной ткани.

В статье использованы стандартные сокращения, 
характеризующие фармакокинетические параметры 
агента: полупериод распределения T0.5α (ч) и T0.5β 
(ч); среднее время удерживания препарата MRT (ч) 
(Mean Residence Time); объем распределения, соот-
ветствующий центральной камере Vc (мл); скорость 
выведения Pt из центральной камеры CL (мл/мин); 
площадь под фармакокинетической кривой от 
момента времени 0 ч до ∞ AUCmodel (мкг/мл×ч) 
(Area Under Curve); площадь под кривой от 0 до 24 ч  
AUCdata; максимальная концентрация препарата 
по Pt в момент времени t=0 Cmax (мкг/мл). Доза 
цисплатина дана по Pt в мкг.

Обработка результатов исследования. Статисти-
ческая обработка данных осуществлена с примене-
нием программы STATGRAPH. Фармакокинетичес-
кий анализ проведен с использованием программы 
WinNonLin и методов популяционной фармакоки-
нетики с применением программы USCPACK.

Результаты

Фармакокинетика цисплатина (табл. 1, рис. 1).  
Видно, что ЦП и продукты его метаболизма (Pt-ком- 
плексы, концентрация по Pt) быстро выводятся 
из кровяного русла и поступают в органы и тка-
ни. Соответствующий полупериод распределения 
Т0.5α составляет 0,12 ч. Выведение из кровяного 
русла осуществляется с периодом полувыведения, 
равным 16,1 ч. При этом экспозиционная доза на 
системный кровоток (величина AUC) составляет 
2,61 мкг/мл×ч. Очищение системного кровотока от 
Pt – клиренс препарата (CL), происходит со скоро-
стью 0,66 мл/мин. Видно, что препарат и продукты 
его метаболизма гораздо дольше удерживаются в 
опухоли по сравнению с системным кровотоком. 
Так, период полувыведения Pt из опухоли составляет  
35,4 ч. Соответственно, величина экспозиционной 
дозы (AUC) увеличивается от 2,61 до 10,7. Таким об-
разом, коэффициент дифференциального накопле-
ния (КДН) платины в опухоли (оп) по отношению к 
сыворотке (сыв) крови равен КДНоп/сыв=AUCоп./
AUCсыв=4,10. Платина избирательно накапливает-
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ся в опухоли по сравнению с соседней мышечной 
тканью. Соответствующий КДНоп/мышцы=2,02. 
Из таблицы видно также, что платина в значитель-
ной степени накапливается в почках и селезенке. 
Так, в этих органах величины AUC составляют 119 и  
213 мкг/мл×ч соответственно. Период полувыведе-
ния из ткани селезенки равен 692 ч, из почек – 49,4 ч. 
Именно этим можно объяснить нефротоксичность 
ЦП и его угнетающее действие на кроветворение.

Фармакокинетические параметры ЦП при сочета-
нии с УЗ (табл. 2, рис. 2). Как видно из представлен-
ных данных, при сочетании с УЗ характер поведения 
платины в системном кровотоке и органах изменя-

ФК параметры Сыворотка Опухоль Почки Селезенка Мышцы

T0.5α 0,12 0,28 0,05 0,07 0,45

T0.5β 16,1 35,4 49,4 692 17,4

MRT 21,6 50,6 71,2 998 24,4

Vc 72,4 242 37,3 34,5 365

CL 0,66 9,73 0,88 0,05 0,52

AUCmodel 2,61 10,7 119 213 5,30

AUCdata 1,61 3,91 33,6 6,12 1,95

Cmax 1,04 0,43 2,79 0,81 0,28

Доза 104 104 104 104 104

Таблица 1. Фармакокинетические параметры цисплатина

Рис. 1. Изменение концентрации Pt во времени после в/в 
введения цисплатина: в почках (DDPk), мышцах (DDPmus), 
сыворотке крови (DDPs), селезенке (DDPspl) и в меланоме 
В16 (DDPt)

ется по сравнению с таковым в контроле. Период 
полувыведения платины из сыворотки увеличивается 
от 16,1 ч до 74,3 ч, однако AUC практически равны 
(2,61 и 2,91 соответственно). Накопление платины в 
опухоли при УЗ увеличивается в 1,45 раза, и КДНо-
пух/сыв составляет 5,94 против соответствующего 
показателя, равного 4,1, КДНопух/мышцы равен 
1,87. Препарат и продукты его метаболизма изби-
рательно накапливаются в опухоли при сочетанном 
применении ЦП и УЗ по сравнению с применением 
только одного ЦП. КДН в опухоли при УЗ (КДНо-
пуз), равный отношению AUC опухоли (оп) при УЗ 
(уз) к AUCоп (только препарат ДДП) равен 1,62. 

Рис. 2. Изменение концентрации Pt после в/в введения цисп-
латина в сочетании с УЗ во времени: в почках (kidney), мышцах 
(muscle), сыворотке крови (serum), селезенке (spleen) и в мела-
номе В16 (tumor B16)

Таблица 2. Фармакокинетические параметры ЦП+УЗ

ФК параметры Сыворотка Опухоль Почки Селезенка Мышцы

T0.5α 0,42 0,47 0,57 3,94 0,53

T0.5β 74,3 59,3 45,4 619 59,1

MRT 102 85,6 57,9 804 83,5

Vc 405 516 38,9 339 310

CL 0,59 0,10 0,06 0,05 0,19

AUCmodel 2,91 17,3 87,4 313 9,27

AUCdata 0,79 4,38 15,5 7,34 2,45

Cmax 0,26 0,20 2,67 0,30 0,34

Доза 104 104 104 104 104
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Характер поведения ДДП в почках, селезенке и 
мышцах практически не изменяется.

Заключение

С помощью доказательных методов проведен 
анализ фармакокинетических (ФК) параметров 
накопления цисплатина при проведении ультра-
звуковой сонодинамической терапии, сочетающей 
системную химиотерапию с последующим локаль-
ным ультразвуковым воздействием, выполненным 
на отечественной установке УСДТ. Показано, что 
локальное ультразвуковое воздействие на опухоли 
повышает избирательное накопление платины (Pt) 
в опухоли в 1,45 раза: коэффициент дифференци-
ального накопления КДНоп/сыв 5,94 против 4,1 
без УЗ при КДНоп/мышцы 1,87–2,02. Полученные 
данные объясняют выявленный ранее феномен 
избирательного усиления противоопухолевого дейс-
твия цисплатина при сочетании с локальным УЗ и 
открывают возможность для снижения токсичности 
цитостатика.
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Pharmacokinetics features of Cisplatin with 
local ultrasound on experimental model
 Singin A.S. , Andronova N.V., Bohyan B.U., Aliev M.D., Filonenko D.V., Treshalina H.M.,  
Nicolaev A.L., Gopin A.V., Bozevolnov V.E.
N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Russian Academy of Medical Sciences, Moscow,  
Russian Federation
Key words: pharmacokinetics, local ultrasound, cisplatin, tumors, mice
With demonstrative methods was carried out the analyzis of pharmacokinetics (PhC) parameters of cisplatin (CP, DDP) accumulation 
by the sonodynamic therapy (SDT) together with  systemic chemotherapy and following local ultrasound irradiation (US) by new 
equipment USDT. It was found that the selective accumulation of platinum (Pt) in the tumor with US is 1,45 times hihger: differential 
accumulation factor was DAF

tumor/blood whey
 – 5,94 against 4,1 without US and DAF

tumor/muscules
 1,87–2,02. These data can explain the 

revealed earlier phenomenon of selective increasing CP antitumor activity with combining with local US and possibilities to decreasing 
of common toxicity of cytostatics.

 




