
260

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНІ

ДОСЛІДЖЕННЯ ISSN 2304�8336. Проблеми радіаційної медицини та радіобіології = Problems of Radiation Medicine and Radiobiology. 2021. Вип. 26.

УДК 616/006.6:615.849:001.89

О. Д. Почапінський, Г. Й. Лавренчук✉, Н. П. Атаманюк, А. В. Чернишов

Державна установа «Національний науковий центр радіаційної медицини Національної академії
медичних наук України», вул. Юрія Іллєнка, 53, Київ, 04050, Україна

ВІДБІР ТА АПРОБУВАННЯ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ 
МОДЕЛЕЙ НОРМАЛЬНИХ ТА ЗЛОЯКІСНИХ КЛІТИН ЛЮДИНИ
IN VITRO ТА ДОСЛІДЖЕНЯ МЕЖ ЇХНЬОЇ ЧУТЛИВОСТІ ДЛЯ
НЕЙТРОНОЗАХВАТНИХ, ФОТОН/ЗАХВАТНИХ АГЕНТІВ 
ТА ФОТОСЕНСИБІЛІЗАТОРІВ
Мета: дослідити структурні та морфо&функціональні зміни в тест&системах злоякісних (лінія А&549) та нормаль&

них (фібробласти 6&го пасажу) клітинах людини при інкубації з гадолінійвмісним фотон&захватним агентом

«Дотавіст» та фотосенсибілізатором «Фотолон».

Методи: метод перещеплюваної культури клітин нормальних фібробластів людини та злоякісних клітин люди&

ни, цитологічні, біофізичні, статистичні.

Результати. Досліджено цитотоксичні властивості гадолінійвмісного фотон&захватного агента «Дотавіст»  та

фотосенсибілізатора «Фотолон» у широкому діапазоні  концентрацій (5, 10, 25, 50, 100 та 200 мкл/мл) за мор&

фо&функціональними характеристиками (кінетика росту, проліферативна та мітотична активність, наявність

атипових клітин)  в тест&системах in vitro злоякісних (клітини недрібноклітинного раку легень людини, лінія А&

549) та нормальних (фібробласти 6&го пасажу) клітинах людини. Встановлено, що цитотоксичні властивості

«Дотавісту» у тест&системах злоякісних та нормальних клітин  проявляються  за умов його застосування у  ви&

соких концентраціях (100 та 200 мкл/мл). При інкубації з фотосенсибілізатором «Фотолон» цитотоксичний

вплив на злоякісні клітини визначається  за найменших концентрацій (5 та 10 мкл/мл); застосування фотосен&

сибілізатору у зростаючих концентраціях призводить до прояву генотоксичних ефектів. Цитотоксичний вплив

фотосенсибілізатора на нормальні фібробласти людини виявляється в діапазоні концентрацій 5–200 мкл/мл,

спостерігається помірне зменшення мітотичної активності із збільшенням концентрації. Генотоксичні власти&

вості фотосенсибілізатора виявляються за концентрації 25 мкл/мл і вище. 

Висновок. Результати дослідження ефективності впливу нейтронозахватної та фотон&захватної технологій

шляхом визначення чутливості в тест&системах in vitro злоякісних клітин людини (клітини недрібноклітинного

раку легень людини, лінія А&549) та нормальних клітин (перещеплювана культура фібробластів людини 6&го па&

сажу) до гадолінійвмісного фотон&захватного агенту «Дотавіст» та фотосенсибілізатора «Фотолон» у різних

концентраціях складають підгрунтя доклінічного етапу оцінки ефективності препаратів, що застосовуються у

бінарних технологіях.
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фотон&захватний агент, фотосенсибілізатор, проліферація, мітотичний індекс.
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SELECTION AND TESTING OF EXPERIMENTAL MODELS OF
NORMAL AND MALIGNANT HUMAN CELLS IN VITRO AND 
EVALUATION OF THEIR SENSITIVITY RANGE TO THE 
NEUTRON/CAPTURE AND PHOTON/CAPTURE AGENTS AND 
PHOTOSENSITIZERS
Objective: to investigate the structural and morpho&functional changes in test systems of malignant (A&549 cell

line) and normal (fibroblasts of the 6th passage) human cells during incubation with gadolinium&containing pho&

ton&capture agent «Dotavist» and photosensitizer «Fotolon». 

Methods. The passaged (continuously interweaved) cell culture technique on normal human fibroblasts and malig&

nant human cells; cytological, biophysical, statistical methods. 

Results. The cytotoxic properties of «Dotavist» gadolinium&containing photon&capturing agent and «Photolon»

photosensitizer in a wide range of concentrations (5, 10, 25, 50, 100 and 200 μl/ml) were studied by the morpho&

functional characteristics (growth kinetics, proliferative and mitotic activity, presence of atypical cells) in the in

vitro test systems of malignant (non&small cell lung cancer cell line A&549) and normal (6th passage fibroblasts)

human cells. It was found that the cytotoxic properties of «Dotavist» in test systems of malignant and normal cells

are expressed under its administration in high concentrations (100 and 200 μl/ml). During incubation with

«Photolon» photosensitizer the cytotoxic effect on malignant cells was determined at the lowest concentrations (5

and 10 μl/ml). Photosensitizer administration in the increasing concentrations has lead to genotoxic effects.

Cytotoxic effect of photosensitizer on the normal human fibroblasts was evident in the 5&200 μl/ml concentration

range. There was a moderate decrease in mitotic activity along with increasing concentration. Genotoxic properties

of photosensitizer were evident at 25 μl/ml concentration and above.

Conclusion. Study results of the effectiveness of neutron&capture and photon&capture technologies by the sensi&

tivity assay in the in vitro test systems of human malignant cells (non&small cell lung cancer cell line A&549) and

normal cells (transplantable human fibroblast culture, the 6th passage) to the gadolinium&containing photon&cap&

ture «Dotavist» agent and «Photolon» photosensitizer in different concentrations provide the basis for pre&clinical

stage of evaluating the effectiveness of medications used in binary technologies.

Key words: culture of human malignant cells, culture of human fibroblasts, neutron&capture agent, photon&capture

agent, photosensitizer, proliferation, mitotic index.
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ВСТУП
Бінарні променеві технології (БПТ)  на даний час є

перспективним напрямком підвищення ефективності

променевої терапії, якої потребують близько 70 % онF

кологічних хворих [1]. ФотонFзахватна терапія (ФЗТ)

[2, 3] має певні переваги перед нейтронозахватною теF

рапією (НЗТ) [4] за вартістю необхідного обладнання і

проведенням процедури, однак НЗТ потенційно має

більшу терапевтичну ефективність, ніж ФЗТ [5–9].

Застосування в якості зовнішнього іонізуючого випF

ромінювання рентгенівських променів дозволяє викоF

ристовувати в ФЗТ всі існуючі технічні напрацювання

традиційної променевої терапії з геометричного навеF

INTRODUCTION
Binary technologies (BT) are currently a promising

tool in effectiveness increase of radiation therapy,

which is required in the management of about 70%

of cancer patients [1]. The photonFcapture therapy

(FCT) [2, 3] has certain advantages over the neuF

tronFcapture therapy (NCT) [4] in terms of the costs

of required equipment and procedure conduction,

but NCT has the potential to provide more theraF

peutic effect than FCT [5–9]. The XFray adminisF

tration as a type of external ionizing radiation allows

the use of all available technical developments of traF

ditional radiation therapy in the geometric targeting
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of radiation. BT of radiotherapy are capable to sigF

nificantly reduce the radiation burden on the normal

body tissues compared to traditional externalFbeam

radiotherapy. Reducing the number of fractions is an

important task in radiation therapy. BP of radiotherF

apy application can significantly reduce the required

number of fractions down to a single one. Results

obtained in the in vitro and in vivo studies show the

high therapeutic efficacy of BP of radiotherapy.

FCT where the more obtainable photon radiaF

tion sources are used may be more promising.

Efforts on the development of FCT technologies

were intensified in recent years [2]. Interest in this

type of radiation therapy is due to the need to

develop new and effective methods of radiation

therapy with a relatively low cost of irradiation

equipment and possible widespread use in healthF

care institutions. To implement as soon as possible

this method in clinical practice it is necessary to

carry out a set of research and development work

in accordance with the requirements of preFcliniF

cal studies. Increase in local energy release under

the FCT is reached due to the presence of medicaF

tion agents containing heavy elements i.e. 53I,
64Gd, 78Pt, 79Au, 157Gd, etc. Tumor cell damage

occurs here due to the secondary radiation, which

appears due to interaction of photons with atoms

of heavy elements. Calculations of the relative

increase in energy release show a noticeable effect

of increasing the absorbed radiation dose dependF

ing on the intratissue photon spectrum. Results of

FCT technology in the treatment of grafted

tumors in mice show possible effective inhibition

of tumor growth. The «photonFcapture therapy»

term was proposed by the authors of the patent in

a view of its analogues with the processes occurring

in NCT. The technology has the following names

abroad: Photon Activation Therapy (PAT) (USA)

or Photon Activation Therapy with Platinum

(PATPlat) (France); ContrastFEnhanced Radiation

Therapy (CERT) (France, UK, Germany, USA,

Mexico, Australia); Gold Nanoparticles Radiation

Therapy (GNRT) (UK, Germany, USA, AustraF

lia, etc.). Each name reflects the nuances of techF

nology application related to the use of one or

another medication agent containing an element

with high atomic number Z. Energy release here is

due to the electron photoabsorption and accomF

panying Auger cascade in the atoms of elements

with a large Z, which are a part of the known drugs

containing iodineF53 – Iodopomidol, IodineF
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дення випромінювання на мішень. Бінарні променеві

технології здатні істотно знизити променеве навантаF

ження на нормальні тканини організму порівняно з

традиційною дистанційною променевою терапією.

Важливим завданням променевої терапії є скорочення

числа фракцій. Застосування БПТ здатне істотно зниF

зити необхідну кількість фракцій аж до єдиної. ОтриF

мані в дослідженнях in vitro і in vivo результати показуF

ють високу терапевтичну ефективність БПТ. 

Метод ФЗТ, який використовує більш доступні фоF

тонні джерела випромінювань, може виявитись

більш перспективним. Роботи зі створення техноF

логії ФЗТ інтенсифікувалися в останні роки [2].

Зацікавлення до цього виду променевої терапії обуF

мовлено необхідністю розробки нових і ефективних

методів променевої терапії з порівняно низькою

вартістю опромінювальної апаратури, можливістю її

масового застосування в медичних установах. Для

якнайшвидшого впровадження даного методу в

клінічну практику потрібно здійснити комплекс

досліджень і розробок відповідно до вимог провеF

дення доклінічних досліджень. При ФЗТ збільшення

локального енерговиділення досягається приF

сутністю препаратів з важкими елементами: 53I, 64Gd,
78Pt, 79Au, 157Gd та ін. Ураження клітин пухлини форF

мується за рахунок вторинного випромінювання, що

виникає внаслідок взаємодії фотонів з атомами важF

ких елементів. Розрахунки величини відносного

збільшення енерговиділення показують помітний

ефект збільшення поглинутої дози в залежності від

внутрішньотканинного спектру фотонів. Результати

застосування технології ФЗТ для лікування переF

щеплюваних пухлин у мишей показують можливість

ефективного пригнічення росту пухлини. Термін

«фотонFзахватна терапія» запропонований авторами

патенту з огляду на його аналоги з процесами, що

перебігають при НЗТ. За кордоном технологія має

наступні назви: Photon Activation Therapy (PAT)

(США) або Photon Activation Therapy with Platinum

(PATPlat) (Франція); ContrastFEnhanced Radiation

Therapy (CERT) (Франція, Великобританія, НімечF

чина, США, Мексика, Австралія); Gold NanoparticF

les Radiation Therapy (GNRT) (Великобританія,

Німеччина, США, Австралія тощо). Кожна з назв

відображає нюанси застосування, пов’язані з викоF

ристанням того чи іншого препарату, що містить

елемент з великим атомним числом Z. Виділення

енергії обумовлено електронами фотопоглинання і

супутнього ОжеFкаскаду на атомах елементів з велиF

ким Z, що входять до складу відомих препаратів, що

містять: йодF53: Йодопомідол, ЙодFдезоксиуридин;
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deoxyuridine, gadolinium (64Gd) – Magnevist, PriF

novist, Ultravist, Dipentast, etc., platinum (78Pt) –

Cisplatin, Carboplatin, etc., as well as promising

drugs containing gold (79Au) nanoparticles. As

expected, when the optimal ratio of concentraF

tions of medication agent containing these eleF

ments in the tumor and in normal tissue is reached

and when irradiated with photons of the optimal

spectrum it is possible to create a dose harmful to

the tumor and tolerant to normal tissues in the

irradiated target. Providing a required therapeutic

dose to the biological target (tumor) through creF

ating a certain concentration of the medication

agent, rather than targeting and focusing the radiF

ation beam, is the FCT advantage compared to the

traditional methods of radiation therapy. 

The photodynamic therapy (PDT) method comF

bining the capabilities of modern pharmacology and

achievements of quantum electronics has been sucF

cessfully implemented in the leading cancer clinics

around the world being an effective alternative to the

existing tools in treatment of cancer patients

[10–13]. It is highly effective, completely painless

during and after the procedure, requires no restricF

tions in lifestyle (during treatment it is only not recF

ommended to visit a solarium and take sunbathe

intensely), and safe. Introduction of this method in

healthcare practice can be hardly overestimated,

with some experts believe that it can be compared

with introduction of antibiotics in its importance [5]. 

Study of biological effects of photosensitizers

under the combined effects of light and ionizing

radiation (combination of PDT and NCT, PDT

and FCT) using a cell culture is of paramount

importance for revealing the mechanisms of their

combined effect [12, 14]. Despite wide range and

intensity of research on binary effects on tumors,

the reports in the world literature on studies of a

combined use of these methods or equipment

manufacturing for such studies are currently very

limited. 

The potential of BT of radiotherapy can be fully

unlocked only through the development of espeF

cial medication agents that meet the specific

requirements. Such drugs accumulated mainly in

tumor cells contain chemical elements that absorb

external ionizing radiation much more efficiently

than chemical elements present in biological tisF

sues. As a result of selective interaction of radiation

with such drugs in the tumor the absorbed dose is

increased from several percent to five times. 

гадоліній (64Gd): Магневіст, Пріновіст, Ультравіст,

Діпентаст та ін .; платину (78Pt): Цисплатин, карбопF

латин та ін., а також перспективних препаратів, що

містять наночастинки золота (79Au). Як очікується,

при досягненні оптимального співвідношення конF

центрацій препарату, що містить зазначені елементи,

в пухлині та в нормальній тканині і при опроміненні

фотонами оптимального спектру можливо створити

в опроміненій мішені дозу, згубну для пухлини і в

той же час толерантну для нормальних тканин. До

переваг ФЗТ, у порівнянні з традиційними методами

променевої терапії, відноситься те, що підведення

необхідної терапевтичної дози до біологічної мішені

(пухлини) здійснюється створенням певної концеF

нтрації препарату, а не націлюванням і фокусуванF

ням пучка випромінювань.

Метод фотодинамічної терапії (ФДТ), який поєдF

нує можливості сучасної фармакології та досягнення

квантової електроніки, успішно впроваджується у

провідних онкологічних клініках світу і є дієвою альF

тернативою існуючим в практиці лікування онкоF

логічних хворих [10–13]. Він високоефективний,

повністю безболісний під час і після процедури, не

вимагає обмежень життєдіяльності (під час лікуванF

ня всього лише не рекомендується відвідувати соF

лярій і інтенсивно засмагати), безпечний. ВпровадF

ження цього методу в медичну практику важко переF

оцінити, деякі фахівці вважають, що воно може бути

порівнянне за значимістю з впровадженням анF

тибіотиків [5]. 

Дослідження біологічних ефектів фотосенсибілізаF

торів за умов комбінованого впливу світлового та

іонізуючого випромінювання (поєднання ФДТ і

НЗТ, ФДТ і ФЗТ) з використанням культури клітин

має провідне значення для розкриття механізмів їх

поєднаної дії [12, 14]. Незважаючи на широкий

спектр та інтенсивність досліджень з бінарних

впливів на пухлини, повідомлення у світовій літераF

турі про дослідження поєднаного (комбінованого)

застосування цих методів, або створення устаткуванF

ня для таких досліджень, на сьогодні дуже обмежені. 

Потенціал БПТ може бути повністю розкритий лише

при розробці спеціальних препаратів, які відповідають

вимогам. У складі таких препаратів, що накопичуютьF

ся переважно у клітинах пухлини, присутні хімічні елеF

менти, які поглинають зовнішнє іонізуюче випроміF

нювання значно ефективніше, ніж хімічні елементи,

присутні в біологічних тканинах. В результаті вибіркоF

вої взаємодії випромінювання з такими препаратами,

що знаходяться в пухлині, відбувається збільшення

поглинутої дози від кількох відсотків до п’яти разів. 
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OBJECTIVE
The study objective was to investigate the structural

and morphoFfunctional changes in test systems of

malignant (AF549 cell line) and normal (fibroblasts

of the 6th passage) human cells during incubation

with gadoliniumFcontaining photonFcapture agent

«Dotavist» and photosensitizer «Fotolon». 

MATERIALS AND METHODS
Study was conducted on the passaged monolayer culF

ture of nonFsmall cells lung cancer cell line AF549

originated from human lung carcinoma of epitheF

lioid morphology and proliferating human fibrobF

lasts provided by the Cell Culture Bank, R.E. KaF

vetsky IEPOR NAS of Ukraine. Cells were cultured

in the complete nutrient medium Advanced DMEM

F/12 (GIBCO), containing 2% fetal calf serum

(GIBCO) and Pen Strep Glutamin (GIBCO)

according to the standard methods of working with

cell strains [15]. Cells were cultured at a constant

temperature of 37°C and 5% CO2 on the cover slides

(16 x 8) mm placed at the bottom of glass bottles,

until the confluent state of the monolayer achieved

(1–5 days). To study the kinetics of cell culture

growth they were incubated for 5 days. MorpholoF

gical preparations were prepared every 24 hours

according to the generally accepted method (3 preF

parations per point). The passaged culture of human

fibroblasts (the 6th passage) was selected as a test sysF

tem of normal cells. Cells were cultured at a constant

temperature of 37°C and 5% CO2 on the cover slides

(16 x 8) mm placed at the bottom of glass bottles, until

the confluent state of the monolayer achieved (1–5

days). To study the kinetics of cell culture growth they

were incubated for 5 days. Morphological preparaF

tions were prepared every 24 hours according to the

generally accepted method. «Photolon» and

«Dotavist» agents were added to the cells 24 h after

planting at concentrations of 5, 10, 25, 50, 75, 100

and 200 μl/ml and cultured for 5 days.

Morphofunctional characteristics of cell culture

were evaluated at different times of culturing by viaF

bility parameters, namely the proliferative and mitotF

ic activity and number of atypical cells. Cell proliferF

ative activity was assessed by the growth kinetics.

Preparations were prepared daily for five days making

fixation with 96° ethanol and staining with hemaF

toxylin and eosin. Preparations with stained cells

were fixed to the glass slides with Canadian balm.

Total number of cells, number of mitoses and numF

ber of atypical cells were counted using the optical
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МЕТА
Дослідити структурні та морфофункціональні зміни

в тестFсистемах злоякісних (лінія АF549) та норF

мальних (фібробласти 6Fго пасажу) клітинах людиF

ни при інкубації з гадолінійвмісним фотонFзахватF

ним агентом «Дотавіст» та фотосенсибілізатором

«Фотолон».

МАТЕРІАЛ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
Дослідження виконані на перещеплюваній моноF

шаровій культурі клітин недрібноклітинного раку

легені людини лінії АF549, що походять з карциноF

ми легень людини епітеліоподібної морфології,  та

проліферуючих фібробластах людини, наданих БанF

ком клітинних культур ІЕПОР НАН України. КлітиF

ни культивували в повному поживному середовищі

Advanced  DMEM F/12 (GIBCO), що містило 2 %

ембріональної сироватки теляти (GIBCO), Pen Strep

Glutamin (GIBCO), згідно зі стандартними методаF

ми роботи з клітинними штамами [15]. Клітини виF

рощували при постійній температурі 37°С  та 5 %

СО2 на покривних скельцях розмірами (16 x 8) мм,

які знаходилися на дні скляних пляшечок, до конфF

луентного стану моношару (1–5 діб). Для вивчення

кінетики росту культури клітин інкубували впроF

довж 5 діб, кожні 24 год готували морфологічні преF

парати за загальноприйнятою методикою (по 3 преF

парати на точку). У якості тестFсистеми нормальних

клітин була обрана перещеплювана культура

фібробластів людини 6Fго пасажу.  Клітини вирощуF

вали при постійній температурі 37°С  та 5 % СО2 на

покривних скельцях розмірами (16 x 8) мм, які знаF

ходилися на дні скляних пляшечок, до конфлуентF

ного стану моношару (1–5 діб). Для вивчення кінеF

тики росту культури клітин інкубували впродовж 5

діб, кожні 24 год готували морфологічні препарати

за загальноприйнятою методикою. «Фотолон» та

«Дотавіст» до клітин додавали через 24 год після поF

садки  в концентраціях 5, 10, 25, 50, 75, 100 та 200

мкл/мл і культивували впродовж 5 діб.

Морфофункціональні характеристики культури кліF

тин оцінювали у різні терміни культивування клітин за

показниками життєздатності: проліферативна і мітоF

тична активність та кількість атипових клітин. ПроліF

феративну активність клітин оцінювали за кінетикою

росту. Упродовж п’яти діб, щоденно, готували препаF

рати: фіксували 96° етанолом та фарбували гематокF

силінFеозином. На предметне скло препарати з поF

фарбованими клітинами наклеювали канадським

бальзамом. Під оптичним мікроскопом «Axioscop»

(West Germany) при збільшенні х 1000 у межах сітки
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microscope «Axioscop» (West Germany) at x1000

magnification within the grid by the method of ranF

dom fields by S.B. Stefanov. Mitotic index and atypF

ical cell index were calculated per 1000 cells (‰).

Statistical analysis of the significance of obtained

data was performed with Student’s tFtest using the

computer software Microsoft Excel and Biostat

with preliminary testing of the hypothesis of a norF

mal law for distribution of random variables by the

KolmogorovFSmirnov test [16]. During experiF

mental studies the 1942 cell culture preparations

were analyzed. 

RESULTS AND DISCUSSION
As a model of tumor growth a passaged monolayer

culture of the nonFsmall cell lung cancer cell line

AF549 was chosen derived from human lung carciF

noma featuring the epitheloid cell morphology.

Assay of growth kinetics of the AF549 cells for 5

days showed a lag phase for 1–2 days during which

the cells attach to substrate, spread and start the

process of division, however during this period the

mitotic index is still low. This was followed by a

phase of logarithmic growth for 2–5 days with

intensive increase in the number of cells due to

amplified intensity of mitotic activity of cells in the

culture. Under these conditions the density of cell

population increased significantly, as the culture

confluent was 80% (Fig. 1). 

On the 5th–6th day the mitotic index and cell

population density had decreased. There were

extremely few atypical (multinucleated, micronuF

cleus, apoptotic) cells in the intact cell culture.

Similar development of proliferative activity was

observed in the passaged normal human fibroblasts

(6th passage).

методом випадкових полів за С. Б. Стефановим підраF

ховували загальну кількість клітин, кількість мітозів і

кількість атипових клітин. Мітотичний індекс та індекс

атипових клітин розраховувався на 1000 клітин (‰).

Статистичний аналіз вірогідності отриманих даних

проводили за допомогою tFкритерію Стьюдента, виF

користовуючи комп’ютерні програми Microsoft

Excel та Biostat з попередньою перевіркою гіпотези

про нормальний закон розподілу випадкової велиF

чини за критерієм Колмогорова–Смірнова [16]. При

виконанні експериментальних досліджень було проF

аналізовано 1942 препарати культур клітин.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ
У якості моделі пухлинного росту нами було обрано

перещеплювану моношарову культуру клітин недрібF

ноклітинного раку легені людини лінії АF549, що поF

ходять з карциноми легень людини, епітеліоподібної

морфології. Вивчення кінетики росту клітин АF549

впродовж 5 діб показало, що вона має лагFфазу – 1–2

доби, впродовж якої клітини прикріплюються до

субстрату, розпластаються і запускають процес поF

ділу, проте у цей період мітотичний індекс ще низьF

кий. Далі слідує фаза логарифмічнго росту: 2–5 діб,

впродовж яких відбувається інтенсивне збільшення

кількості клітин за рахунок підвищення інтенсивF

ності мітотичної  активності клітин у культурі. У цих

умовах істотно зростає щільність клітинної попуF

ляції – кофлуент культури становить 80 % (рис.1). 

На 5–6Fту добу мітотичний індекс та щільність

клітинної популяції зменшується. У культурі інтактF

них клітин надзвичайно мало атипових (багатоядерF

них, з мікроядрами, апоптотичних) клітин.

Аналогічний розвиток проліферативної активності

спостерігали і для перещеплюваних нормальних

фібробластів людини 6Fго пасажу.
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Рисунок 1. Кінетика росту клітин
лінії А=549 в контролі

Figure 1. Kinetics of A=549 cell
growth in control



The value of such cell growth models is that

they invariably give the same growth kinetics

when passaged, and this is important for repeataF

bility of results under different conditions. 

The choice of «Dotavist» as a photonFcapture

agent was due to the presence of gadolinium in it,

which is important for the photon capture theraF

py. «Dotavist» is a gadoteric acid featuring paraF

magnetic properties enhancing the contrast effect

in magnetic resonance imaging (MRI). Contrast

enhancement in MRI of the brain and spinal cord

is used to detect the brain, spinal and surrounding

tissue tumors, prolapse of intervertebral discs,

infectious diseases, both with the whole body

imaging, including kidney, heart, uterus, ovaries,

thoracic and abdominal organs, bones and joints.

Gadoteric acid has no specific pharmacodynamic

activity and is biologically highly inert. It is used

exclusively for diagnostic purpose if the MRI

without contrast enhancement is not possible. 

Addition of «Dotavist» to the growth medium

of AF549 cell culture 24 h after planting at various

concentrations resulted in neither change of cell

growth kinetics nor difference in cell population

density or mitotic activity from control at 5, 10,

and 25 μl/ml drug concentration (Fig. 2). 

Concurrently the atypical cells i.e. dinuclear,

with micronuclei and with signs of apoptosis

appeared in the structure of population. Their

number increased with increasing the drug conF

centration up to 50 and 100 μl/ml. At 200 μl/ml

concentration the inhibition of proliferative and
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Цінність таких моделей клітинного росту в тому, що

вони при перещепленні незмінно дають однакову

кінетику росту, а це важливо для повторюваності реF

зультатів за різних умов.

Вибір «Дотавіст» в якості фотонзахватного агента зуF

мовлений наявністю гадолінію у складі цього препарату,

що важливо для фотонFзахватної терапії. «Дотавіст» – це

гадотерова кислота, що має парамагнітні властивості,

які посилюють контрастування при магнітноFрезоF

нансній томографії (МРТ). Контрастне підсилення при

МРТ головного та спинного мозку застосовується для

виявлення пухлин мозку, хребта, оточуючих тканин,

пролапсів міжхребцевих дисків, інфекційних захворюF

вань, всього тіла, включаючи візуалізацію патології ниF

рок, серця, матки, яєчників, органів грудної і черевної

порожнини, кістковоFсуглобової патології. Гадотерова

кислота не має специфічної фармакодинамічної активF

ності та є біологічно високоінертною. ВикористовуєтьF

ся виключно з діагностичною метою, якщо застосуванF

ня МРТ без контрастного підсилення неможливе. 

Додавання «Дотавіст» в ростове середовище до

культури клітин АF549 через 24 год після посадки у

різних концентраціях виявило, що за концентрації 5,

10, 25 мкл/мл кінетика росту клітин не змінюється,

щільність клітинної популяції та мітотична акF

тивність не відрізняється від контролю (рис. 2).

Водночас у структурі популяції з’являються атипові

клітини – двоядерні, клітини з мікроядрами та з ознаF

ками апоптозу. Їх кількість підвищується при збільF

шенні концентрації препарату до 50 та 100 мкл/мл. За

концентрації 200 мкл/мл спостерігали інгібування

проліферативної та мітотичної активності злоякісних
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Рисунок 2. Залежність морфофункціональних характеристик клітин лінії А=549 при інкубації з
препаратом «Дотавіст» у різних концентраціях на 5=ту добу культивування 

Figure 2. Dependence of morphofunctional characteristics of A=549 line cells during incubation with
«Dotavist» drug  in various concentrations on the 5th day of cultivation
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mitotic activity of human malignant cells (line AF

549) was observed. Under these conditions the cell

shape changed with cytoplasm amount decrease

and nucleus displacement. A lot of atypical cells

were observed. Density of the cell population was

10%. Destruction of cellular monolayer was noted. 

Therefore, the studied gadoliniumFcontaining

drug «Dotavist» at a high concentration of 100F

200 μl/ml makes a significant cytotoxic effect on

human malignant cells of the line AF549. Such

concentrations of the drug as 10 and 25 μl/ml were

used further to study the cellular reactions when

using «Dotavist» in the photonFcapture therapy. 

In PCT of tumor cells it is critical to maintain a

balance between the irradiation on maximum

tumor tissue volume and smallest portion of norF

mal cells that will fill the tumor site. Assay of cytoF

toxic effect of «Dotavist» on the normal human

fibroblasts showed a 50% decrease in the cell popF

ulation density at concentrations of 50 μl/ml and

above. Mitotic index was significantly reduced at

the same concentrations (Fig. 3). 

It should be noted that a significant number of

atypical cells, namely cells with abnormal shape and

changed number of nuclei, with micronuclei, with

signs of apoptosis, i.e. the genetically unstable cells

were found in the cell culture at 100 and 200 μl/ml

concentrations of gadoliniumFcontaining drug. This

indirectly indicates the effect of «Dotavist» on diviF

sion and genome of normal fibroblasts. 

Therefore, according to the results of experiF

mental study of «Dotavist» drug cytotoxicity its

клітин людини – лінії АF549. За цих умов змінюється

форма клітин, зменшується кількість цитоплазми,

зміщується ядро в клітинах, відмічено багато атипових

клітин. Щільність клітинної популяції складає 10 %.

Відмічено деструкцію моношару клітин.

Отже, досліджуваний гадолінійвмісний препарат

«Дотавіст» володіє за високої концентрації 100 F 200

мкл/мл істотним цитотоксичним впливом на злоF

якісні клітини людини лінії АF549. Для подальшого

вивчення клітинних реакцій при використанні «ДоF

тавіст» у фотонFзахватній терапії застосовували насF

тупні концентрації препарата: 10 та 25 мкл/мл. 

При ФТЗ клітин пухлини дуже важливо зберегти баF

ланс між опроміненням максимального об’єму ткаF

нини пухлини та якнайменшої частини нормальних

клітин, які у подальшому заповнять місце пухлини.

Визначення цитотоксичного впливу препарату «ДоF

тавіст» на нормальні фібробласти людини показало,

що зменшення на 50 % щільності клітинної популяції

фібробластів спостерігали за концентрації 50 мкл/мл і

вище, мітотичний індекс статистично достовірно

зменшувався за цих же концентрацій (рис. 3). 

Слід зазначити, що за концентрацій гадолінійвмісF

ного препарату 100 і 200 мкл/мл у культурі клітин виF

являється значна кількість атипових клітин, а саме:

клітин зі зміненою формою і кількістю ядер, з мікроF

ядрами, з ознаками апоптозу, тобто генетично несF

табільних клітин. Це опосередковано вказує на

вплив препарату «Дотавіст» на поділ та геном норF

мальних фібробластів.

Отже, згідно з результатами експериментального

дослідження  цитотоксичності препарату «Дотавіст»
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Рисунок 3. Залежність морфофункціональних характеристик нормальних фібробластів людини 6=го
пасажу при інкубації з препаратом «Дотавіст» у різних концентраціях 

Figure 3. Dependence of morphofunctional characteristics of normal human fibroblasts (6th passage) during
incubation with «Dotavist» drug at various concentrations



concentrations of 10 and 25 μl/ml in growth mediF

um should be used to evaluate the photonFcapture

effect on the normal human fibroblasts. 

The photodynamic therapy (PDT) method is one

of the effective and minimally invasive modern tool

in the treatment of dysplastic lesions and malignant

neoplasms, especially in the early stages of develF

opment. Successful performance of PDT requires

certain conditions, namely the optimal photosensiF

tizer concentration, light irradiation in the optical

range of a certain wavelength corresponding the

maximum absorption by photosensitizer and suffiF

cient power density of radiation absorbed by the

tumor. Chlorine E6 as an active substance of the

«Photolon» photosensitizer is selectively accumuF

lated in abnormal tissue (benign and malignant

tumors of different genesis and localization) and

under local exposure to the light with a wavelength

of 660–670 nm (red light) provides a photosensiF

tizing effect, which leads to the tumor tissue damF

age. «Fotolon» is also a highly informative diagnosF

tic tool in spectrofluorescent studies.

According to the results of experimental study it

was found that when adding the «Photolon» phoF

tosensitizer to the culture of human malignant

cells line AF549 a change in monolayer structure

was observed at concentrations of 5 and 10 μg/ml.

Namely the cell population density was much

lower than in intact cultures, mitotic activity was

decreased and the number of atypical cells i.e. dinF

uclear and micronucleus ones, as well as apoptotic

cells at different stages was increased (Fig. 4). 
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для вивчення фотонFзахватного впливу на нормальні

фібробласти людини слід використовувати концентF

рації препарату 10 і 25 мкл/мл у ростовому середовищі.

Метод фотодинамічної терапії (ФДТ) є одним із

ефективних малоінвазивних сучасних методів лікуF

вання диспластичних змін і злоякісних новоутворень,

особливо на ранніх стадіях розвитку. Для успішного

виконання ФДТ необхідні певні умови, а саме: оптиF

мальна концентрація фотосенсибілізатора, опроміF

нення світлом оптичного діапазону певної довжини

хвилі, що відповідає максимуму поглинання фотоF

сенсибілізатора і достатньою щільністю потужності

випромінювання, яке поглинається пухлиною. АкF

тивна речовина фотосенсибілізатора «Фотолон» –

хлорин Е6 – вибірково накопичується у патологічній

тканині (доброякісні та злоякісні новоутворення

різного ґенезу і локалізації) і при локальному впливу

світла з довжиною хвиль 660–670 нм (червоне світло)

забезпечує фотосенсибілізуючий ефект, який призвоF

дить до пошкодження пухлинної тканини. «Фотолон»

також є високоінформативним діагностичним засоF

бом при спектрофлуоресцентному дослідженні. 

За результатами експериментального дослідження

було встановлено, що при додаванні до культури

злоякісних клітин людини  АF549 фотосенсибілізаF

тора «Фотолон» зміна структури моношару спосF

терігалась уже за концентрації 5 та 10 мкг/мл, а саме:

щільність клітинної популяції була значно меншою,

ніж в інтактних культурах; зменшувалась мітотична

активність і зростала кількість атипових клітин F

двоядерних і клітин з мікроядрами, а також апоптоF

тичних клітин на різних стадіях (рис. 4). 
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Рисунок 4. Залежність морфофункціональних характеристик клітин лінії А=549 при інкубації  з
фотосенсибілізатором «Фотолон» у різних концентраціях на 5=ту добу культивування 

Figure 4. Dependence of morphofunctional characteristics of A=549 line cells during incubation with
«Photolon» photosensitizer at various concentrations on the 5th day of cultivation
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This may indicate a genotoxic effect of photosenF

sitizer on malignant cells. Cellular morphological

changes were evident through the vacuolated cytoF

plasm and eccentrically displaced nuclei. Cellular

shape, usually elliptical, had transformed into polygF

onal ones with many pseudopodia and outgrowths. 

Thus, the «Photolon» photosensitizer has a cytoF

toxic effect starting from the lowest concentrations

(5 and 10 μl/ml) on the culture of human maligF

nant cells line AF549. As the concentration of phoF

tosensitizer increases the cell population density

and mitotic activity decreases along with elevation

of number of the atypical cells (binuclear, with

micronuclei and with signs of apoptosis).

Increasing the concentration of photosensitizer up

to 100 and 200 μl/ml had led to destructive

changes in cell monolayer featuring the decreased

cell size, cytoplasmic loss, reduced mitosis numF

ber, and increased abnormal cells (dinuclear and

micronuclear ones). At the same time, there was

found an increase in the number of cells with variF

ous nuclear protrusions i.e. nuclear anomalies,

such as karyorrhexis, caudate nuclei, atypical

nuclei, dumbbellFshaped nuclei, etc. 

Experimental study of cytotoxic effect of

«Fotolon» photosensitizer on growth kinetics,

proliferative and mitotic activity of the normal

human fibroblasts showed the features of morphoF

functional changes depending on photosensitizer

concentration (Fig. 5).

No statistically significant differences in the cell

population density were observed in 5–200 μl/ml

Це може свідчити про генотоксичну дію фотосенF

сибілізатора на злоякісні клітини. Морфологічні

зміни клітин проявлялись у вигляді вакуолізованої циF

топлазми, ацентрично розміщеними ядрами. Форма

клітин, зазвичай епітеліоподібна, трансформувалась у

полігональну з багатьма псевдоподіями та виростами.  

Таким чином, фотосенсибілізатор «Фотолон», поF

чинаючи з найменших концентрацій (5 та 10 мкл/мл),

чинить цитотоксичний вплив на культуру злоF

якісних клітин людини АF549. При підвищенні конF

центрації фотосенсибілізатора зменшується щільF

ність клітинної популяції, мітотична активність

клітин та зростає кількість атипових клітин: двояF

дерних, клітин з мікроядрами та з ознаками апоптоF

зу. Збільшення концентрації фотосенсибілізатора до

100 та 200 мкл/мл призвело до деструктивних змін

клітинного моношару: зменшення розмірів клітин,

втрати цитоплазми, зменшення кількості мітозів,

збільшення аномальних клітин (двоядерних та

клітин з мікроядрами). Одночасно виявляли збільF

шення кількості клітин з різноманітними ядерними

протрузіями – ядерними аномаліями, такими як

каріорексис, хвостаті ядра, ядра атипової форми,

гантелеподібні ядра тощо.

Експериментальне дослідження цитотоксичного

впливу фотосенсибілізатора «Фотолон» на кінетику

росту, проліферативну та мітотичну активність норF

мальних фібробластів людини дозволило виявити

особливості морфофункціональних змін залежно від

концентрації фотосенсибілізатора (рис. 5). 

В діапазоні концентрацій  5–200 мкл/мл не спосF

терігали статистично значущих відмінностей щільF
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Рисунок 5. Залежність морфофункціональних характеристик нормальних фібробластів людини 6=го па=
сажу культивування при інкубації з фотосенсибілізатором «Фотолон» у різних концентраціях на 5=ту добу 

Figure 5. Dependence of morphofunctional characteristics of normal human fibroblasts (6th passage of cul=
tivation) during incubation with «Photolon» photosensitizer in various concentrations on the 5th day



concentration range. However the mitotic activity

was moderately reduced compared to control. At the

same time, the genotoxic effect of the photosensitizF

er at concentration of 25 μl/ml and above on normal

human fibroblasts was expressed through the

appearance of atypical cells with two or more nuclei,

micronuclei, nuclear abnormalities such as karyorF

rhexis, caudate nuclei, atypical nuclei, dumbbellF

shaped nuclei, etc., in the culture of fibroblasts. 

CONCLUSION
As the main result of this study the in vitro experiF

mental model was created to compare the effecF

tiveness of neutronFcapture and photonFcapture

technologies by determining the sensitivity of the

human malignant cells (nonFsmall cell lung cancer

cell line AF549) and normal cells (passaged human

fibroblast culture) to the gadolinium containing

photonFcapture «Dotavist» agent and «Photolon»

photosensitizer according to the morphofunctionF

al changes in test systems of the studied cell culF

tures under the influence of different concentraF

tions of drugs used. The obtained results, in

essence, form the basis for preFclinical stage of

evaluating the effectiveness of drugs used in binary

technologies.
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ності клітинної популяції. Однак, мітотична активF

ність помірно зменшена, у порівнянні з контролем.

Водночас, за концентрації 25 мкл/мл і вище проявF

ляється генотоксичний вплив фотосенсибілізатора

на нормальні фібробласти людини: в культурі фібF

робластів з’являються атипові клітини з двома і більF

ше ядрами, з мікроядрами, з ядерними аномаліями,

такими як каріорексис, хвостаті ядра, ядра атипової

форми, гантелеподібні ядра тощо.

ВИСНОВОК
Основні результати проведеного дослідження полягаF

ють у створенні  експериментальної моделі in vitro для

порівняння ефективності впливу нейтронозахватної

та фотонFзахватної технологій шляхом визначення

чутливості злоякісних клітин людини (клітини неF

дрібноклітинного раку легень людини, лінія АF549) та

нормальних клітин (перещеплювана культура фібробF

ластів людини) до гадолінійвмісного фотонFзахватноF

го агенту «Дотавіст» та фотосенсибілізатора «ФотоF

лон» за морфофункціональними змінами  в тестFсисF

темах досліджуваних клітинних культур в умовах

впливу різних концентрацій застосованих препаратів.

Отримані результати за своєю суттю складають

підгрунтя доклінічного етапу оцінки ефективності

препаратів, що застосувуються у бінарних технологіях.
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