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Оценка повреждения ДНК методом ДНК-комет  
в криоконсервированых образцах лейкоцитов человека  
и фибробластах легкого эмбриона человека ФЛЭЧ-104
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Представлены результаты оценки повреждения ДНК в щелочной модификации метода комет в образцах свежих и криокон-
сервированых клеток при температуре -80С и -196С. 
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Метод гель-электрофореза одиночных клеток 
получил широкое распространение для оцен-
ки повреждений ДНК, включая скрытые ще-

лочелабильные сайты, которые реализуются в разрывы 
при выполнении щелочной модификации метода. До-
ступность метода позволяет выполнять его как на об-
разцах свежих клеток, так и на пробах, подвергавших-
ся заморозке. Замораживание образцов может прово-
диться в малых объемах проб в малых объемах как с 
использованием криопротекторов, так и без них. В ис-
следованиях in vitro использование криоконсервации 
позволяет обрабатывать большое число проб в стандарт-
ных условиях, учитывая большие затраты времени на 
выполнение методики. Выполнение метода с исполь-
зованием только свежих клеток неизбежно приведет к 

большой временной разнице (12-24 часов между край-
ними образцами), что может существенно исказить кар-
тину повреждений ДНК. В то же время существуют ос-
нования полагать, что процедура криоконсервации спо-
собна вызвать артефакты в виде дополнительных 
повреждений ДНК. Особенности подготовки предмет-
ных стекол, их отмывки и воздействие кислорода могут 
вызывать дополнительные повреждения ДНК. В ряде 
работ показана возможность длительного хранения кле-
ток в малом объеме, с заморозкой без криопротектора, 
не приводящая к возникновению существенных по-
вреждений ДНК [1], в то же время существуют данные 
о возможности существенных различий фрагментации 
ДНК, особенно в условиях окислительной нагрузки [2]. 
Очевидные перспективы применении метода на крио-
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консервированных образцах требуют оценки в экспе-
риментах с различными типами клеток. 

Целью данной работы была оценка применимость 
процедуры криоконсервирования для выполнения ме-
тода ДНК-комет в условиях эксперимента in vitro для 
снижения вариабельности между пробами. 

Материалы и методы

Материалом для исследования послужили лейко-
циты крови 7 добровольцев в возрасте от 25 до 35 лет 
и клеточная линия фибробластов легкого эмбриона че-
ловека (ФЛЭЧ-104) (ООО «Биолот», Санкт-Петербург), 
эксперимент с которой повторялся трижды. Клеточ-
ную культуру ФЛЭЧ-104 выращивали в культураль-
ных флаконах в атмосфере 5% CO2, с использова-
нием в качестве ростовой среды 90% DMEM (ООО 
«Биолот», Санкт-Петербург) и 10% эмбриональной 
телячьей сыворотки (ООО «Панэко», Москва). На-
ращенную культуру снимали с монослоя раствором 
трипсин-версена (ООО «Биолот», Санкт-Петербург) 
(1:1), с дальнейшей остановкой реакции и делением 
пробы на порции. Во все пробы биоматериала добав-
ляли 10% DMSO (AppliChem). Контрольные пробы 
подвергали незамедлительной пробоподготовке, 
экспериментальные пробы замораживали до -800С, ис-
пользуя криоштатив с изопропиловым спиртом при гра-
диенте 10С/мин и с дальнейшим переносом части проб 
в жидкий азот. Хранили пробы в течение 1 или 4 недель. 
По истечении срока хранения образцы быстро размо-
раживали при 370С и подвергали пробоподготовке для 
ДНК-комет.

Методику ДНК-комет проводили в модифика-
ции с щелочным электрофорезом. Клетки помещалась 
в 1% агарозный гель с дальнейшим проведением лизиса 
(рН=13) и щелочного электрофореза.  Пробы окраши-
вали интеркалирующим красителем SYBR Green (ООО 
«Люмипроб», Москва), проводили фотофиксацию на 
флуоресцентном микроскопе Carl Zeiss и анализ пара-
метров ДНК-комет с помощью программного обеспе-
чения «CASP» (Casplab). Сформированную в результа-
те анализа базу данных обрабатывали инструментами 
Statistica 10 (StatSoft). Для параметров «%ДНК в хвосте 
кометы» и «Момент хвоста Оливе» рассчитывали сред-
нее значение и 95% доверительный интервал среднего. 
Сравнение параметров между группами образцов про-
водили с помощью U теста Манна-Уитни.

Результаты

При анализе ДНК-комет в лейкоцитах крови, от-
мечено значимое увеличение параметров в образцах 
подвергшихся криоконсервации при -800С по срав-
нению с контрольными пробами на всех сроках хра-
нения. Параметры «% ДНК в хвосте кометы» и «Мо-
мент хвоста Оливе» в контроле (1,10 [0,96−1,24] и 0,23 
[0,20−0,26] соответственно) был значимо (p<0,001) 
меньше чем в пробах хранившихся в течение 1 неде-
ли (2,18 [1,92−2,44] и 0,54 [0,47−0,61]) и 4 недель (1,97 
[1,73−2,20] и 0,45 [0,39−0,51]). Для образцов, хранив-
шихся при -1960С в течение недели значимых различий 
по сравнению с контролем отмечено не было. В то же 
время наблюдались значительные различия (p<0,001) 
между контролем и пробами, хранившимися в течение 
месяца (1,56 [1,42−1,70] и 0,30 [0,28−0,33]). 

При анализе данных, полученных в ходе оцен-
ки параметров ДНК-комет ФЛЭЧ-104, отмече-
но значимое (p<0,001) увеличение параметров ДНК-
комет в образцах, подвергшихся криоконсервации 
при -800С (1,39 [0,97−1,81] и 0,30 [0,21−0,39] в тече-
ние 1 недели; 1,30 [0,92−1,68] и 0,28 [0,20−0,36] в тече-
ние 4 недель) по сравнению с контрольными пробами 
(0,46 [0,35−0,56] и 0,10 [0,08−0,12]) на всех сроках хра-
нения. Отмечено отсутствие значимых различий меж-
ду криоконсервированными при -1960С образцами (0,91 
[0,37−1,62] и 0,19 [0,08−0,42] в течение 1 недели; 0,44 
[0,25−0,63] и 0,10 [0,06−0,15] в течение 4 недель) и кон-
тролем (0,46 [0,35−0,56] и 0,10 [0,08−0,12]) на всех сро-
ках хранения.

 Краткосрочное хранение (от 1 до 4 недель)  при 
-1960С в жидком азоте с использованием 10% ДМСО 
принципиально применимо для клеток цельной кро-
ви и клеточных культур, в то же время хранение при 
-800С, возможно, способствует появлению дополни-
тельных повреждений ДНК.
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