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ОЦІНКА ІНДИВІДУАЛЬНОЇ РАДІОЧУТЛИВОСТІ  
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Мета роботи. Оцінити можливість застосування методу електрофорезу окремих клітин (Comet assay) 
для визначення індивідуальної відповіді на іонізуюче випромінювання у нейроонкологічних хворих.
Матеріали і методи. Культивування лімфоцитів периферичної крові (ЛПК) 16 осіб (12 хворих на гліоблас-
тому та 4 умовно здорових волонтерів); опромінення культур лімфоцитів in vitro на G0 стадії мітотичного 
циклу в дозі 1,0 Гр; аналіз 19200 клітин за допомогою Comet assay.
Результати. У ході роботи проаналізовано можливість застосування технології кометного елекрофорезу 
для визначення індивідуальної радіочутливості у нейроонкологічних хворих. Було оцінено індивідуальну 
відповідь на іонізуюче випромінювання за такими параметрами: частота клітин, що зупинились у поділі 
на S-стадії клітинного циклу; рівень пошкодження ДНК (відносний рівень одно- та дволанцюгових розривів 
ДНК) за основним показником Tail moment (ТМ). При аналізі інтактних культур лімфоцитів частота клітин 
з високим рівнем пошкоджень ДНК була статистично значуще вище (p < 0,05) у нейроонкологічних хворих, 
ніж в умовно здорових осіб. У нейроонкологічних хворих радіаційне навантаження викликало різноспрямо-
вану відповідь щодо активності checkpoint контролю на S-cтадії клітинного циклу. В усіх спостереженнях 
під впливом опромінення in vitro було зафіксовано зміну частоти клітин із високим рівнем пошкоджень 
ДНК.
Висновки. Аналіз результатів дослідження показав, що метод електрофорезу окремих клітин дозволяє ви-
значити особливості індивідуальної відповіді на іонізуюче випромінювання у нейроонкологічних хворих. 
Такий підхід є доцільним в оцінці індивідуальної радіочутливості та створює підґрунтя для впровадження 
персоніфікації променевого лікування в нейроонкології. Подальша робота над проблемою індивідуальної 
радіочутливості зі збільшенням когорти пацієнтів та розробкою оптимальних критеріїв відповіді на радіа-
ційне навантаження сьогодні є вкрай необхідною.

Ключові слова: індивідуальна радіочутливість, гліобластома, культура лімфоцитів периферичної крові люди-
ни, апоптоз, електрофорез окремих клітин (Comet assay).

Погляд на терапію онкологічних захворювань 
за останні роки зазнав кардинальних змін. Основною 
рушійною силою досягнення прогресу в лікуванні он-
кологічних хворих сьогодні є персоніфікована меди-
цина, що ґрунтується на виборі оптимальної терапії 
відповідно до індивідуальних характеристик хворого. 
Променева терапія (ПТ) є одним із трьох основних 
видів лікування в онкології поряд із хірургією та хі-
міотерапією (ХТ). При цьому більше половини онко-
логічних хворих хоча б одного разу лікуються ПТ, 5– 
10 % опромінених хворих мають важкі побічні реакції, 
навіть за умови опромінення на сучасному високотех-
нологічному обладнанні [1,2]. Тому одним із голов-
них сучасних викликів радіобіології є передбачення 

радіочутливості нормальних тканих хворого та радіо-
резистентості пухлини, аби створити персоніфіковане 
прецизійне лікування. Разом з тим потенціал прецизій-
ної медицини для покращення результатів ПТ практич-
но тільки почав використовуватися [3,4]. Під впливом 
іонізуючого випромінювання у клітині запускається 
вкрай складний каскад різноспрямованих реакцій, 
що включають зміни імунної регуляції, активацію за-
пальних цитокінів, радіоліз, протеомні та геномні по-
рушення, а також епігенетичні зміни регуляції експресії 
генів. Універсальним наслідком радіаційного наванта-
ження вважається геномна нестабільність, що спричи-
нюється одно- та дволанцюговими порушеннями ДНК. 
На сьогодні одним із найбільш перспективних методів 
оцінки пошкоджень ДНК є метод електрофорезу окре-
мих клітин (Comet аssay) [5–7] .
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Поширеність пухлин центральної нервової систе-
ми (ЦНС) у світі за останні 25 років достовірно зросла. 
Проте системний аналіз даних демонструє, що за цей 
період рівень нейроонкологічної смертності на гло-
бальному рівні суттєво не змінився [8]. Гліобластома 
(ГБ) є найбільш поширеною злоякісною пухлиною 
ЦНС у дорослих, що характеризується вкрай агре-
сивним перебігом, у переважній більшості випадків 
із фатальним прогнозом. Навіть за умови застосування 
сучасних методів комплексного лікування медіана ви-
живаності хворих на ГБ не перевищує 15–18 місяців 
після встановлення діагнозу, менш ніж 5 % хворих до-
живають 5 років [9]. Тому пошук шляхів підвищення 
ефективності комплексного лікування нейроонкологіч-
них хворих, що ґрунтуються на персоніфікованому під-
ході, є вкрай актуальною проблемою. Незважаючи на те, 
що в останні роки зростає кількість хворих із злоякісни-
ми гліомами, які були опромінені на сучасному високо-
технологічному обладнанні (стереотаксична конформна 
радіотерапія/радіохірургія) та досить ґрунтовно вивча-
ються різні режими опромінення (насамперед, можли-
вість гіпофракціонування), існує обмежена кількість 
робіт щодо індивізуалізації ПТ у нейроонкології.

Метою нашої роботи було оцінити можливість 
застосування методу електрофорезу окремих клітин 
(Comet assay) для визначення індивідуальної відповіді 
на іонізуюче випромінювання.

МЕТОДИКА ДОСЛІДЖЕННЯ
У роботі для оцінки індивідуальної відповіді ней- 

роонкологічних хворих на дію іонізуючої радіації було 
застосовано метод електрофорезу окремих клітин 
у нейтральних умовах [7,10]. Ця модифікація кометно-
го електрофорезу дозволяє одночасно оцінювати від-
носний рівень одно- та дволанцюгових розривів ДНК, 
визначати кількість клітин, у яких у результаті наявнос-
ті значних пошкоджень генома відбувається зупинка 
клітинного циклу на S стадії, а також частоту клітин, 
які знаходяться у стані апоптозу [11].

У дослідженні використовували культури лімфо-
цитів периферичної крові 16 осіб (12 хворих на ГБ 
та 4 умовно здорових волонтерів). Серед дослідже-
них хворих було 4 жінки та 8 чоловіків, середній вік 
склав 54,5 року (27–68). В усіх випадках діагноз ГБ 
(IV grade WHO) було патоморфологічно верифіковано 
після хірургічного видалення пухлини (6 випадків — 
тотальне видалення, 4 — субтотальне видалення, 2 — 
стереотаксична біопсія пухлини). У 8 з 12 випадків 
було проведено імуногістохімічне дослідження із ви-
значенням наявності мутації ізоцитратдегідрогенази 
(IDH 1/2) та MGMT-статусу в пухлині. Відповідно всі 
ці 8 хворих не мали мутації IDH 1/2 (IDH1/2 wildtype 
ГБ), що на сьогодні розцінюється як прогностично не-
сприятлива ознака та асоціюється із більш агресивним 
типом пухлини і вірогідно більш низькою виживаніс-
тю хворих у порівнянні із IDH-мутованими ГБ. При 
визначенні MGMT-статусу в 6 із 8 випадків у пухлині 
виявлено позитивну експресію та відсутність метилю-
вання гена MGMT, що пов’язують із резистентністю 
до ХТ алкілуючим препаратом темозоломід.

Хірургічне лікування хворих проводилось у ДУ 
«Інститут нейрохірургії ім. акад. А. П. Ромоданова 
НАМН України», ад’ювантне лікування (ХТ, ПТ) хво-
рим не проводилось.

Культури периферичної крові лімфоцитів, одер-
жані від 4-х умовно здорових волонтерів (2 жінки, 
2 чоловіки), середній вік — 43 роки (35–51), які запере-
чували свідомий контакт зі знаними чи потенційними 
мутагенами, вели здоровий спосіб життя, були вико-
ристані як контроль.

Дослідження проводились згідно з етичними нор-
мами, прийнятими українським законодавством. Усі 
особи були залучені до дослідження за умови надання 
поінформованої згоди.

Культивування лімфоцитів проводили протягом 
48 год. за модифікованим нами стандартним мікроме-
тодом [12]. Частину культур опромінювали γ-квантами 
(випромінювач IBL-237C, потужність 2,34 Гр/хв) у дозі 
1,0 Гр на 0 годині культивування. Неопромінені культу-
ри слугували контролем.

Для оцінки відносного рівня пошкодження ДНК 
використовували метод електрофорезу окремих клі-
тин у нейтральних умовах. Приготування слайдів, 
лізис клітин та проведення нейтрального кометного 
електрофорезу проводили за загальноприйнятою ме-
тодикою [11]. Після електрофорезу препарати забарв-
лювали DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) у концен-
трації 2 мг/мл та аналізували під люмінесцентним мі-
кроскопом з приєднаною фотокамерою Canon D1000. 
Зображення обробляли з використанням програми 
ImageJ (imagej.nih.gov), плагіну Open Comet. Як пара-
метр для визначення відносного рівня пошкодження 
ДНК використовували показник «Tail Moment» (ТМ) 
[7], який вираховується як добуток довжини «хвоста 
комети» і фракції тотальної ДНК у «хвості комети». 
ТМ враховує як частки найменшого розміру виявленої 
мігруючої ДНК (що відображено в довжині «хвоста 
комети»), так і кількість релаксованих / пошкоджених 
великих фрагментів ДНК (інтенсивність виходу ДНК 
у хвостову частину).

Статистичну обробку даних проводили за загаль-
ноприйнятими методами [13].

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
При порівнянні значень ТМ в інтактних культу-

рах встановлено, що показники частоти клітин із ви-
соким рівнем пошкоджень ДНК у культурах лімфоци-
тів нейроонкологічних хворих перевищує середньо-
групові показники умовно здорових волонтерів (7,61 
± 0,43 та 4,07 ± 0,6 відповідно, p < 0,05).

Для більш детального аналізу було проведено до-
слідження частотного розподілу окремих клітин у за-
лежно від рівня міграції ДНК в агарозний гель. Усі 
«комети» були розподілені за значеннями ТМ на 17 
груп (ТМ від 0 до 16<) та за значенням ДНК у хвос-
товій частині на 15 груп (відсоток ДНК від 0 до 30<). 
Якщо ТМ (відсоток ДНК) дорівнював граничному 
значенню, «комету» відносили до наступної гру-
пи. На рисунках представлені дані розподілу за ТМ  
(рис. 1, рис. 2).
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Після проведення культивування в культурах лім-
фоцитів периферичної крові (ЛПК) хворих на ГБ вста-
новлено статистично значуще (p < 0,001) зростання  
в порівнянні з показниками групи умовно здоро-
вих осіб, частоти «комет» з ТМ 16< (остання група), 
що відповідає клітинам з високим рівнем пошкоджень 
ДНК. Таким чином, встановлено підвищений загаль-
ний рівень геномної нестабільності у неопромінених 
культурах лімфоцитів хворих на ГБ.

Дія провокуючого опромінення in vitro (1,0 Гр) 
у хворих на гліобластому викликала два варіанти від-
повіді: у 9 хворих було зафіксовано зростання частоти 
клітин з високим рівнем пошкоджень ДНК у порівнянні 
з відповідними показниками до опромінення (група 1),  
у 3 хворих спостерігалося зниження частоти клітин 
з високим рівнем пошкоджень ДНК (група 2). Дані 
представлені на рисунках 3 та 4.

Рис. 1. Частотний розподіл «комет» за ТМ ЛПК умовно здорових осіб

Рис. 2. Частотний розподіл «комет» за ТМ ЛПК у обстежених нейроонкологічних хворих

Рис. 3. Частотний розподіл «комет» за ТМ ЛПК у хворих на ГБ (група 1): 
ТМ-контроль — показник ТМ в інтактній культурі ЛПК;ТМ-опромінення — показник ТМ в опроміненій in vitro  

в дозі 1,0 Гр культурі ЛПК

ТМ-окреме культивування

ТМ-контроль ТМ-опромінення
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Рис. 4. Частотний розподіл «комет» за ТМ ЛПК у хворих на ГБ (група 2): 
ТМ-контроль — показник ТМ в інтактній культурі ЛПК; ТМ-опромінення — показник ТМ в опроміненій in vitro  

в дозі 1,0 Гр культурі ЛПК

Оскільки іонізуюче випромінювання в дозі 1,0 Гр  
викликає близько 1000 одноланцюгових та 40 дво-
ланцюгових розривів ДНК [14], виникає питання: 
з чим може бути пов’язане падіння рівня клітин 
з високим ступенем пошкоджень генома після опро-
мінення, що було зафіксовано у частини хворих 
на ГБ?

Результати частотного розподілу вказу-
ють на значне зростання рівня клітин з ТМ від 0 
до 1 у хворих групи 2 після опромінення. Оскільки 
відомо, що при нейтральному варіанті «кометного» 
електрофорезу у клітин, які знаходяться в S фазі, 
спостерігається значне зниження виходу ДНК [15], 
то, вірогідно, така ситуація свідчить про наявність 
у культурі лімфоцитів значної кількості пошкодже-
них клітин, у яких спрацював checkpoint на S фазі 
клітинного циклу. Саме цим можна пояснити значне 
зниження середнього рівня ТМ у культурах клітин 
групи 2 хворих на ГБ.

Слід зазначити, що в неопромінених культу-
рах хворих групи 2 частота клітин із високим рів-
нем пошкоджень (ТМ<16) статистично значуще  
(p < 0,001) переважала відповідний показник гру-
пи 1. Отже в інтактних культурах пацієнтів групи 2  

клітини з високим ступенем пошкоджень змогли 
пройти checkpoint-контроль. Можна зробити висно-
вок, що вплив іонізуючого випромінювання привів 
до активації систем контролю в культурах ЛПК па-
цієнтів цієї групи. Отриманий результат може вка-
зувати на низький рівень індивідуальної чутливості 
до опромінення, що потребує подальшої перевірки.

ВИСНОВКИ
Проведене дослідження індивідуальної відпові-

ді на радіаційне навантаження за допомогою комет-
ного електрофорезу окремих клітин (Comet assay) 
продемонструвало широкі можливості, які відкриває 
дана методика для контролю геномної нестабільності 
в лімфоцитах периферичної крови хворих на злоякіс-
ні гліоми.

Зафіксовано різноспрямовану реакцію щодо змі-
ни рівня клітин з високим рівнем пошкоджень ДНК 
та активності checkpoint контролю на S-cтадії клі-
тинного циклу, що дозволяє використовувати ці по-
казники для більш детальної оцінки індивідуальної 
радіочутливості.

Вказаний підхід надає можливість персоніфіка-
ції променевої терапії у нейроонкологічних хворих.
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1 ГУ «Институт нейрохирургии им. акад. А. П. Ромоданова НАМН Украины», Киев
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ОЦЕНКА ИНДИВИДУАЛЬНОЙ РАДИОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ НЕЙРООНКОЛОГИЧЕСКИХ 
БОЛЬНЫХ МЕТОДОМ КОМЕТНОГО ЭЛЕКТРОФОРЕЗА

Цель работы. Оценить возможность применения метода электрофореза отдельных клеток (Comet assay) 
для определения индивидуального ответа на ионизирующее излучение у нейроонкологических больных.
Материалы и методы. Культивирование лимфоцитов периферической крови (ЛПК) 16-ти человек (две-
надцати больных с глиобластомой и 4-х условно здоровых волонтера) облучение культур лимфоцитов in 
vitro на G0 стадии митотического цикла в дозе 1,0 Гр ; анализ 19200 клеток с помощью Comet assay.
Результаты. В ходе работы проанализирована возможность применения технологии кометного элекрофо-
реза для определения индивидуальной радиочувствительности у нейроонкологических больных. Прове-
дена оценка индивидуального ответа на действие ионизирующего излучения по следующим параметрам: 
частота клеток, которые остановились в делении на S-стадии клеточного цикла; уровень повреждения 
ДНК (относительный уровень одно- и двуцепочных разрывов ДНК) по показателю Tail moment (ТМ). При 
анализе интактных культур лимфоцитов частота клеток с высоким уровнем повреждений ДНК была стати-
стически значимо выше (p <0,05) у нейроонкологических больных, чем у условно здоровых лиц. У нейро-
онкологических больных радиационная нагрузка вызвала разнонаправленный ответ по показателю актив-
ности checkpoint контроля на S-cтадии клеточного цикла. Во всех наблюдениях под влиянием облучения in 
vitro было зафиксировано изменение частоты клеток с высоким уровнем повреждений ДНК.
Выводы. Анализ результатов исследования показал, что метод электрофореза отдельных клеток позволяет 
оценить особенности индивидуального ответа на ионизирующее излучение нейроонкологических боль-
ных. Такой подход целесообразен при оценке индивидуальной радиочувствительности и создает почву 
для внедрения персонификации лучевого лечения в нейроонкологии. Дальнейшая работа над проблемой 
индивидуальной радиочувствительности с увеличением когорты пациентов и разработкой оптимальных 
критериев ответа на радиационную нагрузку является сегодня крайне необходимой.

Ключевые слова: индивидуальная радиочувствительность, глиобластома, культура лимфоцитов перифериче-
ской крови человека, апоптоз, электрофорез отдельных клеток (Comet assay).
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EVALUATION OF INDIVIDUAL RADIATION SENSITIVITY OF NEURO-ONCOLOGICAL 
PATIENTS BY COMET ASSAY

Purpose. To assess the feasibility of using Comet assay for the evaluation of individual radiosensitivity in patients 
with glioblastoma.
Materials and methods. The blood lymphocytes of 16 people (twelve patients with glioblastoma and 4 healthy 
volunteers) was cultivated. The culture of human peripheral blood lymphocytes was irradiated in vitro at G0 phase 
of mitotic cycle in dose 1.0 Gy. The 19200 cells were assessed for individual irradiation response using Comet 
assay.
Outcomes. The study showed the feasibility of using Comet assay for the evaluation of individual radiosensitivity 
in neuro oncological patients. Individual response to the ionizing radiation was evaluated according the following 
parameters: the frequency of cells that stopped dividing at the S phase of mitotic cycle; DNA damage rate (relative 
rate of single- and double- stranded DNA breaks) measured in Tail moment (ТМ). The frequency of cells with 
a high DNA damage rate was significantly higher (p <0,05) in non-irradiated lymphocyte cultures of neuro-
oncological patients compared to volunteers. Different response to irradiation in terms of activity of checkpoint 
control at the S phase of mitotic cycle was established among neuro-oncological patients. The change in rate of the 
cells with high DNA damage after in vitro irradiation was noted in all cases.
Conclusions. Comet assay allows for assessment the features of individual response to irradiation in neuro-
oncological patients. This approach is feasible in evaluation of individual radiationsensitivity and can be used in 
personification of radiotherapy in neuro-oncology. Further investigations with higher number of cases are needed 
for developing an optimal criteria of individual response to irradiation.

Keywords: individual radiationsensitivity, glioblasloma, culture of human peripheral blood lymphocytes, apoptosis, 
Comet assay.
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