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Резюме
Проведены цитологические исследования материала лимфатических узлов зоны абдомининальной лимфодиссекции после интраопера‑
ционной фотодинамической терапии (ИОФДТ) при злокачественных новообразованиях желудочно‑кишечного тракта. Установлено, что 
в результате проведения ФДТ клетки метастатических опухолей разрушаются с исчезновением цитоплазматической мембраны и цито‑
плазмы, при этом остаются только интерфазные ядра («голые ядра») (р<0,0001). Также представлено цитологическое подтверждение апоп‑
тоза (наличие апоптотических телец) в лимфатических узлах с метастазами после курсов ИОФДТ в лимфатических узлах зоны абдоминаль‑
ной лимфодиссекции.
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Abstract
Cytological studies on lymph nodes of abdominal lymphodissection zone after local intraoperative photodynamic therapy (IOPDT) of gastro‑
intestinal cancers were carried out. As a result of the PDT, the metastatic cells are destroyed, their cytoplasmic membranes and the cytoplasm 
disappears, leaving behind interphase nuclei ("naked nuclei") (p<0,0001). Cytological confirmation of apoptosis (the presence of apoptotic 
bodies) in metastatic lymph nodes after IOPDT sessions on the lymph nodes of the abdominal lymphodissection zone is also presented.

Keywords: photodynamic therapy, cytopathology, interphase nucleus, apoptosis, radachlorin, fotoditazin.
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Введение
В ранее опубликованной статье было описано 

исследование лимфатических узлов зоны абдо‑
минальной лимфодиссекции, выполненной после 
интраоперационной фотодинамической терапии 
(ИОФДТ) с использованием фотосенсибилизатора 
(ФС) радахлорин или фотодитазин при злокаче‑
ственных новообразованиях желудочно‑кишечного 
тракта для выявления апоптоза. С помощью ДНК‑
электорофореза было доказано, что апоптоз после 
ФДТ индуцируется в лимфатических узлах, поражён‑
ных метастазами, и не возникает в интактных лим‑
фатических узлах (р<0,01). Данный факт указывает на 
избирательную способность ФДТ вызывать гибель 
злокачественных клеток [1].

В настоящем исследовании цитологические пре‑
параты, использовавшиеся на предыдущих этапах 
исследования для выявления метастазов, были снова 
проанализированы под иммерсией. Целью данного 
ретроспективного исследования стали поиски цито‑
логических проявлений апоптотического (апоптоти‑
ческие тельца) и некротического (цитонекроз, фаго‑
цитарная инфильтрация) процессов в популяциях 
метастатических клеток лимфатических узлов, инду‑
цированных ФДТ.

Материалы и методы
Группы обследованных пациентов и их диагнозы, 

процедура проведения сеансов ФДТ и получение 
цитологических препаратов из лимфатических узлов 
были подробно изложены в тексте статьи, опублико‑
ванной ранее [1]. 

Цитологические исследования проводили на пре‑
паратах, полученных отпечатыванием на стеклах 
облученных и необлученных частей лимфатических 
узлов. 

Препараты окрашивали азур‑эозином по Рома‑
новскому и микроскопировали под иммерсией 
(х1000) в проходящем свете. Частоту встречаемости 
аномальных клеток (ядер) определяли путём под‑
счёта 500–1000 опухолевых клеток и выражали в про‑
центах.

Статистическую обработку данных проводили 
непараметрическими методами (U‑критерий Уилкок‑
сона‑Манна‑Уитни) с использованием программного 
пакета Statistica 13.3. 

Результаты
В предыдущей статье были приведены результаты 

изучения 40 лимфатических узлов, полученных по 
вышеуказанной методике, в 23 из них были выявлены 
метастатические клетки, в 17 – отсутствовали. Мето‑
дом ДНК‑электорофореза апоптоз (апоптотические 
лестницы) был обнаружен в 17 из 23 лимфатических 
узлов, поражённых метастазами [1]. 

Теперь можно утверждать, что цитологические 
исследования в мазках‑отпечатках, проведённые в 
этих же 17 лимфатических узлах, выявили апоптоти‑
ческие тельца (рис. 1). 

В процессе микроскопирования под иммерсией 
был обнаружен резкий контраст в частоте встреча‑
емости так называемых «голых ядер» (ГЯ) злокаче‑
ственных метастатических клеток между облучён‑
ными и необлучёнными половинами лимфатических 
узлов. Это явление отмечено как в случае плоскокле‑
точной, так и железистой структуре злокачественной 
опухоли. У ядер в обоих случаях наблюдался четкий 
ровный контур, характер окрашивания и структура 
хроматина соответствовали интактным клеткам с 

For citations: Kravtsov V.Yu., Pirozhenko E.S., Pavelec K.V., Protchenkov M.A., Drozd U.A. Cytological effects in lymph nodes of abdominal lym‑
phodissection zone after intraoperative photodynamic therapy of gastrointestinal cancers, Biomedical photonics, 2018, vol. 7, no. 4, pp. 11–15. 
(in Russ.) doi: 10.24931/2413–9432–2018–7–4–11–15.

Contacts: Kravtsov V.Yu., e‑mail: kvyspb@mail.ru

Рис. 1. Апоптотические тельца метастатических клеток аде-
нокарциномы желудка в лимфатических узлах после прове-
дения сеанса ФДТ
Fig. 1. Apoptotic bodies of metastatic cells in the lymph nodes of 
adenocarcinoma of stoma after PDT session



BIOMEDICAL PHOTONICS    Т. 7, № 4/2018

О
Р

И
ГИ

Н
А

Л
Ь

Н
Ы

Е
 С

ТА
ТЬ

И

13

цитоплазмой и мембраной (рис. 2а). Наблюдаемые 
нами «голые ядра» имели как одиночное расположение 
(рис. 2б), так и были ассоциированы в виде виноград‑
ных гроздей, что, вероятно, соответствовало индукции 
«голых ядер» одновременно и сразу после облучения 
комплексов метастатических клеток (рис. 2). 

Анализы частоты встречаемости ГЯ метастатиче‑
ских клеток в облученных и необлученных лимфа‑
тических узлах с метастазами у 15 пациентов с аде‑
нокарциномой и 19 пациентов с плоскоклеточным 
раком выполнены в программе STATISTICA и пред‑
ставлены на гистограммах (рис. 3,4). 

Очевидно, что воздействие ИОФДТ значительно 
повышает количество «голых ядер» (p<0,0001, 
U‑критерий Уилкоксона‑Манна‑Уитни). 

Таким образом, нами было получено цитологи‑
ческое подтверждение апоптоза (наличие апоптоти‑
ческих телец) в лимфатических узлах с метастазами 
после ИОФДТ, который был выявлен нами ранее 
методом ДНК‑электрофореза [1]. А также, с нашей 
точки зрения, это самое главное, в ходе данного 
исследования был обнаружен эффект «под лучом», 
проявлявшийся в виде индукции «голых ядер» мета‑
статических клеток после завершения ФДТ. 

Цитологические доказательства гибели опухо‑
левых клеток путем апоптоза и некроза позволяют 
сделать вывод о способности ИОФДТ повышать абла‑
стичность операций и улучшать онкологические 
результаты резекционных вмешательств по поводу 
местнораспространенных злокачественных новооб‑
разований желудочно‑кишечного тракта. 

Обсуждение 
Очевидно, что наблюдаемые ФДТ‑индуцирован‑

ные «голые ядра» могли возникнуть только в случаях, 

когда клетки получили повреждения в цитоплазме 
(лизосомах, митохондриях, аппарате Гольджи и эндо‑
плазматической сети) и цитоплазматической мем‑
бране, но никак не внутри и даже не на поверхности 
клеточного ядра. Интактность ядра при ФДТ была 
отмечена при исследовании субклеточной локали‑
зации фоскана в линии аденокарциномы человека 
MCF‑7 M.H. Teiten c соавт. [2]. Авторы с помощью кон‑
фокальной микроскопии и микроспектрофлуороме‑
трии показали, что данный ФС незначительно нака‑
пливается в лизосомах и митохондриях и в основном 
локализуется в аппарате Гольджи и эндоплазмати‑
ческом ретикулуме, не затрагивая при этом ядро. 
Согласно данным исследования A.P. Castano и соавт., 
ФС локализуются в митохондриях, лизосомах, эндо‑
плазматическом ретикулуме, аппарате Гольджи и в 
плазматической мембране [3]. С. Фаррахова с соавт. 
изучали локализацию хлорина е6 и его диметилового 
эфира в клетках HT29 аденокарциномы человека 
и установили, что данные фотосенсибилизаторы в 
основном распределены в плазматической мембране 
и цитоплазме клеток и практически не накаплива‑
ются в области локализации клеточного ядра [4]. 

Вместе с тем, L.S. Fontana с соавт. получили неод‑
нозначные результаты при исследовании внутри‑
клеточной локализации ФС фотодитазин в клеточ‑
ной линии глиобластомы 9L/LacZ. Флуоресцентная 
микроскопия показала диффузное накопление ФС во 
всей клетке, но нельзя было сказать точно аккумули‑
руется ли ФС в ядре. Сам автор считает, что ложнопо‑
ложительный результат мог быть связан ассоциацией 
фотодитазина к ядерной мембране [5]. L.S. Fontana 
также столкнулся с феноменом индукции «голых 
ядер» и дал им описание, полностью совпадающее с 
описанием, изложенным нами ранее [6]. Первое же 
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Рис. 2. Мазки-отпечатки метастатических клеток в лимфатическом узле 9А зоны абдоминальной лимфодиссекции до облучения 
(а) и после завершения (б) сеанса интраоперационной фотодинамической терапии, выполняемой аппаратом «Фара-2» в течении 
20 мин (окрашивание азур-эозином по Романовскому, увеличение: х1000)
Fig. 2. Imprint smear of metastatic cells in the lymph node (9A) of the abdominal lymph node dissection zone before (а) and after (б) intra-
operative PDT session carried out using «Fara-2» device for 20 minutes (staining with azur-eosin by Romanovsky, magnification: x1000).
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сообщение об индукции ГЯ при ФДТ, которое нам уда‑
лось найти в поисковой системе PubMed приведено в 
китайском издании исследователем Y.T. Zhou и соавт. 
[7]. Следует отметить, что «голые ядра» L.S. Fontana и 
«голые ядра» Y.T. Zhou были индуцированы ФДТ в кле‑
точных культурах in vitro. 

Несмотря на то, что данные Fontana L.S. указывают 
на ассоциацию ФС с ядром, очевидно, что наличие 
радахлорина на поверхности ядра ещё недостаточно 
для его деструкции после фотоактивации. 

Радиус поражения активированного ФС в субкле‑
точном масштабе относительно мал [2, 3, 8, 9]. Высокая 
реакционная способность и короткий период полу‑
выведения синглетного кислорода и гидроксильных 
радикалов напрямую влияют только на молекулы 
и структуры, которые находятся вблизи области ее 
производства (области локализации ФС). Период 
полувыведения синглетного кислорода в биологи‑
ческих системах составляет <40 нс, поэтому радиус 
действия синглетного кислорода составляет порядка 
20 нм [2], в то время как толщина ядерной оболочки 

(34–74 нм) в несколько раз превосходит возможный 
радиус поражения фотосенсибилизатора, поэтому 
ядро после ФДТ в целом сохраняет свою форму. 

Заключение 
ИОФДТ, проводимая у пациентов со злокаче‑

ственными новообразованиями желудочно‑кишеч‑
ного тракта вызывает эффект «под лучом», проявля‑
ющийся в индукции «голых ядер» метастатических 
клеток абдоминальных лимфатических узлов зоны 
лимфодиссекции. В ходе проведенного исследова‑
ния представлено цитологическое подтверждение 
апоптоза (наличие апоптотических телец) в лимфа‑
тических узлах с метастазами после сеансов ФДТ в 
лимфатических узлах зоны абдоминальной лимфо‑
диссекции. Применение ИОФДТ в клинических усло‑
виях повышает абластичность операций и онкологи‑
ческую результативность хирургического лечения 
местнораспространенных форм рака желудочно‑
кишечного тракта.

Рис. 3. Распределение половин лимфатических узлов по 
показателю «частота встречаемости "голых ядер"» при желе-
зистом раке
Fig. 3. Distribution of halves of lymph nodes according to the 
"frequency of occurrence of "naked nuclei" with glandular cancer

Рис. 4. Распределение половин лимфатических узлов по 
показателю «частота встречаемости "голых ядер"» при пло-
скоклеточном раке
Fig. 4. Distribution of halves of lymph nodes according to the "fre-
quency of occurrence of "naked nuclei" with squamous cell carcinoma
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