
СТМ ∫ 2017 — том 9, №4   89

 экспериментальные исследования 

метод днк-комет В оценке уроВня поВреждения днк  
лейкоцитоВ кроВи после фотодинамической терапии
DOI: 10.17691/stm2017.9.4.11 
УДК 577.213/.217:575:612.112.9:615.831 
Поступила 24.05.2017 г.

И.А. Чернигина, зав. лабораторией молекулярной биологии кафедры биологии;
Е.С. Плеханова, зав. учебной лабораторией кафедры биологии;
Т.Г. Щербатюк, д.б.н., профессор, зав. кафедрой биологии

Нижегородская государственная медицинская академия, Н. Новгород, 603005, пл. Минина и Пожарского, 10/1

Цель исследования — изучить методом ДНК-комет спонтанный уровень повреждений ДНК в лейкоцитах цельной крови жи-
вотных-опухоленосителей после фотодинамической терапии (ФДТ) при локальном введении фотосенсибилизатора.

Материалы и методы. Эксперименты проведены на 30 белых нелинейных крысах-самцах. В качестве модели неоплазии 
выбран штамм — карцинома почки крыс РА. Животные были разделены на три группы: интактные (n=10), без воздействия (n=10) 
и ФДТ (n=10), при этом в каждой группе выделены две подгруппы в зависимости от исходных объемов опухоли: А — менее 0,3 см3 
и Б — более 0,5 см3.

При ФДТ интратуморально вводили 0,3% раствор препарата «Фотосенс» (ГНЦ «НИОПИК», Россия). Затем через 6–12 ч после 
инъекции в течение 10 мин воздействовали светодиодным лазером (λ=660±10 нм, P=100 мВт/см2). Всего было проведено 2 сеанса 
ФДТ на 15-е и 19-е сутки после перевивки.

Противоопухолевый эффект воздействия оценивали по коэффициенту абсолютного прироста опухоли.
Уровень повреждений ДНК определяли методом ДНК-комет в авторской модификации. Для оценки использовали параметр 

%ТДНК — содержание ДНК в «хвосте» кометы в процентах.
Результаты. Установлена прямая корреляционная зависимость между уровнем спонтанного повреждения ДНК и абсолютным 

коэффициентом прироста опухоли (коэффициент ранговой корреляции Спирмена rs=0,85; p=0,006). После сеансов ФДТ методом 
ДНК-комет установлен повышенный спонтанный уровень повреждений ДНК в лейкоцитах цельной крови животных-опухоленосите-
лей в подгруппе с исходными объемами карциномы почки до 0,3 см3 и не обнаружено таких изменений в подгруппе с исходными 
объемами более 0,5 см3. ФДТ при локальном введении препарата «Фотосенс» в 50% случаев приводила к регрессии карциномы 
почки при исходных объемах опухоли как менее 0,3 см3, так и более 0,5 см3. У резистентных к терапии крыс наблюдалась стимуля-
ция опухолевого роста при исходных объемах опухоли до 0,3 см3.

Заключение. Спонтанный уровень повреждений ДНК в лейкоцитах крови, регистрируемый щелочной версией метода ДНК-ко-
мет в авторской модификации, можно использовать для косвенной оценки интенсивности роста злокачественного новообразования 
и прогноза ответа опухоли на фотодинамическую терапию с локальным введением фотосенсибилизатора.
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The aim of this research was (by using the DNA comet method) to study the level of DNA damage in leukocytes of the whole blood 
in tumor-bearing animals after photodynamic therapy (PDT) with the local administration of a photosensitizer.
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Materials and Methods. The experiments were performed on 30 non-linear male albino rats. As a model of neoplasia, the rat renal 
carcinoma strain was used. The animals were divided into three groups: intact (n=10), without exposure (n=10) and with PDT exposure 
(n=10); each group was then divided into two subgroups according to the initial tumor volume: A — less than 0.3 cm3 and B — more than 
0.5 cm3.

In the PDT group, 0.3% Photosens (SRC “NIOPIK”, Russia) was injected into the tumor. Then, 6–12 h after the injection, the tumor 
area was irradiated with a LED laser beam (λ=660±10 nm, P=100 mW/cm2). The PDT sessions were conducted on the 15th and 19th day 
after the transplantation.

The antitumor effect was evaluated by the absolute tumor growth rate. The DNA damage was assessed by the DNA comet assay 
adapted for this study. The %TDNA — the relative DNA content of the comet tail — was used for quantification.

Results. A direct correlation between the DNA damage and the absolute tumor growth was found (Spearman rank correlation coefficient 
rs=0.85; p=0.006). Using the DNA comet method we observed an increased DNA damage in leukocytes of tumor-bearing animals exposed 
to PDT in the subgroup with initial tumor volumes <0.3 cm3; whereas no such changes were found in the subgroup with tumors >0.5 cm3. 
When PDT was preceded by a Photosens injection, the tumors regressed in 50% of rats regardless of the initial tumor volume. In rats 
resistant to PDT, the tumor growth was stimulated in rats with the initial tumors <0.3 cm3.

Conclusion. The level of DNA damage in blood leukocytes, determined with the alkaline version of the DNA comet method after 
author’s modification, can be used to indirectly evaluate the growth rate of a malignant neoplasm and predict the tumor response to 
photodynamic therapy combined with a locally-administered photosensitizer.

Key words: photodynamic therapy; Photosens; DNA comet assay; DNA damage.

Фотодинамическая терапия (ФДТ) использует-
ся при лечении онкологических заболеваний кожи 
[1–3], пищевода [4, 5], легкого [6–8], нервной систе-
мы [9, 10], женских половых органов [11–13], билиар-
ного тракта [14], опухолей головы и шеи [15–17] как 
самостоятельный метод и в качестве элемента ком-
бинированного лечения, а также при паллиативной 
помощи. Однако существует целый ряд ограниче-
ний, таких как низкая генерация синглетного кисло-
рода [18], небольшая глубина терапевтического воз-
действия на биоткань [19], кожная фототоксичность 
[20], которые сдерживают распространение ФДТ в 
клинической практике. Использование локального 
(внутритканевого) способа введения фотосенсиби-
лизатора (ФС) в опухолевую ткань позволяет решить 
проблему фотодерматозов, а также исключает воз-
можность накопления препарата в органах с высокой 
метаболической активностью, позволяет увеличить 
концентрацию ФС в опухоли без усиления кожной 
фототоксичности, снижает расход препарата и, со-
ответственно, стоимость лечения. Разработки мето-
дики ФДТ с локальным введением отечественных ФС 
в опухоль ведутся в Медицинском радиологическом 
научном центре РАМН с 2000 г. [21–23].

Известно, что генерируемыми продуктами дейст-
вия ФДТ с ФС являются активные формы кислорода, 
в частности синглетный кислород, который обладает 
цитотоксическим и мутагенным действием, повреждая 
органеллы клетки и ДНК [24–26].

Еще в 1997 г. на культурах опухолевых клеток раз-
личного генеза F.I. McNair с соавт. [27] было показа-
но, что щелочная версия метода ДНК-комет может 
применяться в качестве эффективного скрининга для 
оценки повреждений ДНК, вызванных лазерной тера-
пией различных длин волн, в частности ФДТ. Однако 
данный подход в клинической практике использовали 
лишь A.K. Haylett с соавт. [28] и M. Mozaffarieh [29].

В данной работе с помощью метода ДНК-комет 
предлагается оценить базовый уровень повреждения 
ДНК лейкоцитов цельной крови в условиях экспери-
ментальной неоплазии после сеансов ФДТ с локаль-
ным введением ФС.

Цель исследования — изучить методом ДНК-
комет спонтанный уровень повреждений ДНК в лей-
коцитах цельной крови животных-опухоленосителей 
после фотодинамической терапии при локальном вве-
дении фотосенсибилизатора.

В процессе работы решали следующие задачи:
оценить спонтанный уровень повреждений ДНК в 

лейкоцитах цельной крови крыс в процессе роста опу-
холевого штамма — карциномы почки РА;

оценить уровень повреждений ДНК в лейкоцитах 
цельной крови организма-опухоленосителя после фо-
тодинамической терапии при локальном введении ФС.

Материалы и методы. Эксперименты проведе-
ны на 30 аутбредных крысах-самцах SD (Sprague 
Dawley) массой 250±25 г на базе кафедры биологии 
Нижегородской государственной медицинской акаде-
мии. Животные приобретены в питомнике «Пущино» и 
содержались в стандартных условиях вивария, полу-
чали полнорационный комбикорм производства ком-
пании «Лабораторкорм» (Москва) и водопроводную 
питьевую воду без ограничений.

Крыс выводили из эксперимента декапитацией под 
наркозом, все манипуляции проводили в полном соот-
ветствии с этическими принципами Европейской кон-
венции по защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментальных и других научных целей 
(принятой в Страсбурге 18.03.1986 г. и подтвержден-
ной в Страсбурге 15.06.2006 г.), а также в соответст-
вии с нормативами, указанными в руководстве «Guide 
for the Care and Use of Laboratory Animals (ILAR pub-
lication, 1996, The National Academies Press)». Работа 
одобрена Этическим комитетом НижГМА.

И.А. Чернигина, Е.С. Плеханова, Т.Г. Щербатюк
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Так как фотодинамическое воздействие наиболее 
эффективно при поверхностной локализации опухоле-
вого очага, а в современных банках эксперименталь-
ных опухолей нет перевиваемого штамма опухолевого 
роста крысиной меланомы, в качестве модели неопла-
зии выбрана карцинома почки крыс (РА), создаваемая 
путем подкожной перевивки беспородным крысам. 
Эта солидная опухоль была получена путем введе-
ния 6-метилтиоурацила кастрированной крысе и на-
ходится в Банке опухолевых штаммов Национального 
медицинского исследовательского центра онкологии 
им. Н.Н. Блохина. Она относится к числу быстрора-
стущих с достаточно коротким инкубационным пери-
одом, не превышающим 7–10 дней, — развитие опу-
холи полностью завершается к 26-му дню от момента 
перевивки. Карцинома РА характеризуется достаточно 
большой биомассой и высокой степенью перевивае-
мости [30].

На 9-е сутки после перевивки, когда карцино-
ма почки крыс достигла контролируемых размеров 
(0,07–4,20 см3), животные были разделены на три экс-
периментальные группы: 1) интактные — здоровые 
животные (n=10); 2) без воздействия — животные-опу-
холеносители без лечения (n=10); 3) ФДТ — живот-
ные-опухоленосители, которым проводили фотодина-
мическое воздействие (n=10). При распределении на 
группы учитывали размеры сформировавшегося опу-
холевого очага, а также, для большей однородности, 
и поведенческие особенности животных с помощью 
теста «открытое поле» [31]. После разделения живот-
ных на группы в течение 5 сут контролировали рост 
опухоли.

В исследованиях по ФДТ [20] показана возможность 
различного ответа опухолевой ткани на фотодинами-
ческое воздействие в зависимости от ее исходного 
размера. С учетом этого в каждой группе были выде-
лены две подгруппы животных: подгруппа А с исход-
ными объемами опухоли до 0,3 см3 и подгруппа Б с 
исходными объемами опухоли более 0,5 см3.

Для проведения фотодинамического воздействия 
использовали синтетический ФС второго поколения — 
гидроксиалюминия трисульфофталоцианин (препарат 
«Фотосенс»; ГНЦ «НИОПИК», Россия), который имеет 
максимум поглощения (676 нм) в спектральной обла-
сти прозрачности биоткани, что позволяет воздейст-
вовать на более глубокие слои опухолевой ткани. Для 
введения ФС в опухолевую ткань применили локаль-
ный (внутритканевый) способ [21–23]: 0,3% раствор 
препарата вводили в три точки опухоли. Затем через 
6–12 ч после инъекций препарата «Фотосенс» на ка-
ждую точку в течение 10 мин воздействовали свето-
диодным лазером с длиной волны 660±10 нм и плот-
ностью мощности излучения 100 мВт/см2 (плотность 
энергии 60 Дж/см2). Параметры излучения соответст-
вовали требованиям, предъявляемым в инструкции 
используемого ФС. В качестве светового источника 
применяли аппарат физиотерапевтический светоди-
одный АФС (ООО «Полироник», Россия). Всего прове-

ли 2 сеанса ФДТ — на 15-е и 19-е сутки после пере-
вивки, что соответствовало периоду активного роста 
карциномы почки крыс РА. Объем опухоли измеряли 
на 10-е и 20-е сутки после перевивки, т.е. за 5 сут до 
первого сеанса ФДТ и через сутки после второго сеан-
са ФДТ соответственно. Наркотизированных эфиром 
животных выводили из эксперимента на 20-е сутки де-
капитацией.

Противоопухолевый эффект проводимой терапии 
оценивали по коэффициенту К абсолютного прироста 
объема V опухоли, который рассчитывали по формуле:

где: d1 и d2 — два взаимно перпендикулярных попе-
речных сечения опухоли, см; Vo — объем опухоли до 
воздействия, см3; Vt — объем опухоли на срок наблю-
дения, см3 [22].

Значения К>0 оценивали как продолженный рост 
опухоли, –1<К<0 — как торможение роста, К=–1 — как 
полную регрессию опухоли. Заключение о полной рег-
рессии неоплазии делали при отсутствии видимого и 
пальпируемого очага [22].

Определение спонтанного уровня повреждений 
ДНК лейкоцитов цельной крови лабораторных живот-
ных проводили согласно протоколу метода ДНК-комет 
[32].

Изображения ДНК-комет фотографировали глав-
ным образом в центральной части слайдов, где коме-
ты располагались в одной плоскости.

Фотографирование выполняли цифровой каме-
рой серии DS, модель DS-Fi2 (Nikon Corporation, 
Япония), соединенной с прямым микроскопом Nikon 
Eclipse Ni-U (Nikon Corporation, Япония). Полученные 
изображения обрабатывали с помощью специали-
зированного программного обеспечения Comet.exe, 
разработанного для регистрации и анализа отобра-
жений В.Н. Степановым [33]. Анализировали по 100 
комет на стекло и из полученных данных с каждого 
слайда рассчитывали среднее значение для каждой 
экспериментальной точки. Для количественной оцен-
ки уровня повреждений ДНК использовали параметр 
%ТДНК — содержание ДНК в «хвосте» кометы, изме-
ряемое отношением интенсивности флюоресценции 
в «хвосте» кометы к общей интенсивности флюорес-
ценции кометы, выраженное в процентах [34]. Всего 
в эксперименте было приготовлено 60 слайдов на 30 
стеклах.

Так как полученные данные не подчинялись нор-
мальному распределению, для их описания исполь-
зовали медиану (Ме) и интерпроцентильный размах 
(Ме [25%; 75%]), а обработку осуществляли метода-
ми непараметрической статистики. При статистиче-
ской обработке результатов использовали U-критерий 
Манна–Уитни и коэффициент ранговой корреляции 
Спирмена. Данные обрабатывали с помощью паке-
тов программ Microsoft Office Excel, Statistica 8.0 и 
AtteStat.
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Результаты и обсуждение. Состояние модельной 
опухоли после проведенной терапии представлено в 
табл. 1.

У животных-опухоленосителей опытной группы 
«без воздействия» спонтанная регрессия карци-
номы не установлена. Коэффициент абсолютного 
прироста опухоли в подгруппе Б с исходно больши-
ми объемами неоплазии был статистически значимо 
выше, чем в подгруппе А с исходно меньшими объ-
емами опухоли — 7,57 [3,57; 11,63] и 1,29 [1,20; 1,37] 
(р=0,011). При этом уровень спонтанных поврежде-
ний ДНК в лейкоцитах цельной крови крыс из под-
группы Б (%ТДНК) в 2 раза превышал их уровень у 
крыс подгруппы А (5,65 [3,55; 6,95] и 2,45 [2,36; 2,75]) 
соответственно (p=0,044). Взаимосвязь интенсивно-
сти роста карциномы и уровня повреждения ДНК в 
ядросодержащих клетках крови была подтверждена 
корреляционным анализом, а именно: установлена 
прямая зависимость между коэффициентом приро-

ста опухоли и уровнем спонтанного повреждения 
ДНК (rs=0,85; p=0,006).

Нам удалось выявить особенности морфологии 
ДНК-комет крови интактных крыс и крыс-опухоленоси-
телей (рис. 1).

Нуклеоиды клеток крови интактных животных и 
крыс с исходно меньшими объемами карциномы по-
чки (подгруппа А) представляли собой яркие симме-
тричные ДНК-сферы (рис. 1, а, б). Асимметрия в виде 
короткого хвоста из поврежденных участков ДНК в 
агарозном геле наблюдалась у нуклеоидов клеток 
цельной крови крыс с исходно большими объемами 
опухоли (подгруппа Б) (рис. 1, в).

После проведения ФДТ при локальном введении 
препарата «Фотосенс» полная регрессия трансплан-
тированной неоплазии (К=–1) наблюдалась только в 
50% случаев при всех исходных объемах опухоли: 
как менее 0,3 см3, так и более 0,5 см3 (см. табл. 1). 
Полученные нами результаты сопоставимы с дан-

Т а б л и ц а  1
Рост карциномы крыс РА после фотодинамической терапии (Ме [25%; 75%])

Группа животных
Исходный 

объем  
опухоли, см3

объем опухоли после перевивки, см3

Регресс  
опухоли, %

Коэффициент  
прироста опухоли %ТДНКна 10-е сутки  

(до лечения)
на 20-е сутки  

(после лечения)
Без воздействия:
   подгруппа А (n=4)
   подгруппа Б (n=6)

0,07–0,22
0,52–4,19

0,15 [0,07; 0,22]
1,40 [1,02; 2,81]

0,33 [0,14; 0,52]
20,83 [4,68; 35,43]

0
0

1,29 [1,20; 1,37]
7,57 [3,57; 11,63]*

2,45 [2,36; 2,75]
5,65 [3,55; 6,95]*

Фотодинамическая терапия:
   подгруппа А (n=4)
   подгруппа Б (n=6)

0,07–0,22
0,52–4,19

0,07 [0,07; 0,15]
1,77 [1,77; 2,57]

0,23 [0,0; 16,98]
12,22 [0,0; 33,27]

50
50

2,21 [–1; 78,06]
1,92 [–1; 17,26]

7,91 [5,50; 10,02]*
4,20 [3,10; 6,0]

Интактные (n=10) — — — — — 3,72 [2,72; 3,80]

* p<0,05 по сравнению с животными-опухоленосителями группы «без воздействия» с исходно маленькими размерами 
опухоли, U-критерий Манна–Уитни.

а вб

Рис. 1. Микрофотографии нуклеоида клетки крови:
а — интактных крыс; %ТДНК=3,72 [2,72; 3,80]; ×200; б — крыс из группы «без воздействия», 
подгруппа А (%ТДНК=2,45 [2,36; 2,75]); ×200; в — крыс из группы «без воздействия», подгруппа 
Б (%ТДНК=5,65 [3,55; 6,95]); ×200
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Метод ДНК-комет в оценке повреждения ДНК лейкоцитов крови после фотодинамической терапии

ными регрессирования экспериментальной 
саркомы М-1 после ФДТ при локальном вве-
дении ФС «Фотодитазин» [22].

Однако при сравнении коэффициентов 
прироста опухоли у животных без терапии и 
после фотодинамического воздействия не 
выявлено статистически значимых различий 
как у крыс с исходно большими, так и с ис-
ходно маленькими размерами опухолевого 
очага. Это можно объяснить тем, что у жи-
вотных, оставшихся резистентными к фото-
динамическому воздействию (2 случая из 4 
в подгруппе А и 3 из 6 — в подгруппе Б), на-
блюдалось более интенсивное увеличение 
объемов карциномы при исходно малых (в 
54 раза по коэффициенту прироста опухоли) 
и незначительное увеличение при исходно 
больших размерах опухоли (в 2 раза по ко-
эффициенту прироста опухоли) по сравне-
нию с животными-опухоленосителями без 
воздействия (табл. 2).

Таким образом, для крыс с трансплантиро-
ванной карциномой почки РА выявлен инди-
видуальный ответ на ФДТ (регрессия неопла-
зии или стимулирование ее роста), который 
не зависит от исходных размеров опухолевого 
очага.

После фотодинамического воздействия 
уровень спонтанного повреждения ДНК в 
лейкоцитах крови крыс с исходно малыми 
размерами опухолевого узла возрастает в 
3 раза по сравнению с животными без тера-
пии (p=0,021) и не изменяется у животных с 
исходно большими объемами опухоли (см. табл. 1).

Оценка морфологии нуклеоидов лейкоцитов цель-
ной крови животных-опухоленосителей после сеансов 
ФДТ показала заметный полиморфизм сформировав-
шихся ДНК-комет (рис. 2).

После проведения сеансов ФДТ нуклеоиды клеток 
крови крыс подгруппы А отличались наличием отчет-
ливо выраженного «хвоста», состоящего из флюорес-
центных фрагментов поврежденной ДНК (рис. 2, а). 
Однако в подгруппе Б таких флюоресцентных «хво-
стов» не наблюдалось, отмечалось только гало из по-
врежденной ДНК вокруг ядра (рис. 2, б).

Таким образом, с помощью метода ДНК-комет полу-
чены следующие результаты.

1. Выявлена прямая корреляционная зависимость 
между уровнем спонтанного повреждения ДНК и аб-
солютным коэффициентом прироста опухоли (rs=0,85; 
p=0,006).

2. После сеансов ФДТ установлен повышенный 
спонтанный уровень повреждений ДНК в лейкоцитах 
цельной крови животных-опухоленосителей с исход-
ными объемами карциномы почки до 0,3 см3 и не об-
наружено изменений в группе с исходными объемами 
более 0,5 см3. Очевидно, что повышенный уровень 
базального повреждения ДНК может служить прогно-

стическим признаком неблагоприятного ответа на фо-
тодинамическое воздействие.

3. Установлено, что фотодинамическая терапия при 
локальном введении препарата «Фотосенс» в 50% 
случаев приводит к регрессии карциномы почки при 
исходных объемах опухоли как менее 0,3 см3, так и бо-
лее 0,5 см3.

4. У резистентных к терапии крыс наблюдается сти-
муляция опухолевого роста при исходных объемах 
опухоли до 0,3 см3.

Заключение. Спонтанный уровень повреждений 
ДНК в лейкоцитах крови, регистрируемый щелочной 
версией метода ДНК-комет в авторской модифи-
кации, можно использовать для косвенной оценки 
интенсивности роста злокачественного новообра-
зования и прогноза ответа опухоли на фотодинами-
ческую терапию с локальным введением фотосенси-
билизатора.
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Т а б л и ц а  2
Интенсивность роста карциномы почки РА  
в случаях резистентности к фотодинамическому  
воздействию (Ме [25%; 75%])

Группа  
животных

Подгруппа 
 животных

Число животных  
без регрессии  

опухоли

Коэффициент  
прироста  
опухоли

Без воздействия
А 4 1,28 [1,20; 1,37]
Б 6 7,56 [3,57; 11,63]

Фотодинамическая 
терапия

А 2 70,05 [5,41; 150,70]
Б 3 17,26 [4,83; 28,79]

Рис. 2. Микрофотография нуклеоида клетки крови крыс после 
фотодинамической терапии:
а — в подгруппе А; %ТДНК=7,91 [5,50; 10,02]; ×200; б — в подгруппе 
Б; %ТДНК= 4,20 [3,10; 6,00]; ×200

ба
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