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ВВЕДЕНИЕ 
Актуальность темы  

Механизмы формирования эффектов облучения в малых дозах             

(10-100 мГр) являются одной из наиболее дискутируемых и спорных проблем 

в современной молекулярной и клеточной радиационной биологии. Особый 

интерес вызывают исследования эффектов облучения в малых дозах в 

стволовых клетках, в частности, в мультипотентных мезенхимальных 

стволовых клетках (MCК), что связано с их высоким пролиферативным 

потенциалом и возможностью накопления нарушений и мутаций с 

последующей передачей более высокодифференцированным клеточным 

потомкам.  

МСК являются наиболее хорошо исследованным и 

охарактеризованным типом клеток, используемым в регенеративной 

медицине. МСК описывают в литературе как субстрат-зависимые 

фибробластоподобные клетки, обладающие клоногенными свойствами и 

способностью к самообновлению [Caplan A.I., 1991; Bianco P., 2008]. Они 

экспрессируют определенный набор поверхностных маркеров, большинство 

которых являются общими с фибробластами [Hematti P., 2012], обладают 

мультипотентностью и способны дифференцироваться в остео-, хондро- и 

адипогенном направлениях, а при определенных условиях - в 

эндотелиальном, миогенном и нейрональном направлениях [Zuk P.A., 2001]. 

В клинической практике клеточная терапия нередко сопровождается 

различными рентгеновскими диагностическими процедурами, во время 

которых происходит облучение тканей в малых дозах, однако, отклик МСК 

на данное воздействие практически не изучен. Существуют лишь отдельные 

и крайне противоречивые работы на данную тему. Так, с одной стороны, 

показано, что облучение в малых дозах (40 мГр) индуцирует  клеточное 

старение и нарушает процессы аутофагии в МСК костного мозга человека 

[Alessio N., 2015], а, с другой стороны, есть данные о том, что воздействие 

рентгеновского излучения в дозах 50 и 75 мГр стимулирует пролиферацию 
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МСК костного мозга крыс посредством активации MAPK/ERK сигнальных 

путей [Liang X., 2011].  

В живом организме стволовые клетки в целом, и МСК в частности, 

отвечают за способность тканей к пострадиационному восстановлению. 

Несмотря на то, что МСК являются относительно радиорезистентной 

популяцией клеток взрослого организма [Singh S., 2012], они могут служить 

потенциальными мишенями для воздействия ИИ и приводить к проявлению 

отдаленных эффектов в различных органах и тканях [Pustovalova M., 2017].  

ИИ может влиять на генетическую стабильность МСК, однако до сих 

пор не выяснено, влияет ли воздействие ИИ в малых дозах на 

трансформацию стволовых клеток в опухолевые. Использование в 

трансплантации сингенных и аллогенных МСК для ускорения процессов 

регенерации поврежденных тканей делает исследование их возможной 

злокачественной трансформации особенно актуальным. В последнее время 

появилось довольно много эпидемиологических работ, свидетельствующих 

об увеличении рисков возникновения злокачественных новообразований у 

детей и подростков после проведения компьютерных томографий, где 

кумулятивная доза достигает 50-60 мГр [Pearce M.S., 2012].  

Известно, что воздействие ИИ на живые клетки приводит к 

образованию целого спектра разнообразных повреждений ДНК, включая 

двунитевые и однонитевые разрывы, повреждения азотистых оснований и 

сахаро-фосфатного остова. При этом двунитевые разрывы (ДР) составляют 

относительно небольшую часть этих повреждений, но именно они являются 

основным триггером, определяющим дальнейшую судьбу клетки [Kotenko 

K.V., 2013]. Клеточный ответ на воздействие ИИ напрямую зависит от числа 

накопленных ДР ДНК и может включать такие процессы, как остановка 

клеточного цикла, активация процессов репарации ДНК, индукция 

клеточного старения и запуск программ клеточной гибели по механизмам 

апоптоза или аутофагии [Rodriguez-Rocha H., 2011; Taleei R., 2015]. В связи с 

этим количественная оценка ДР ДНК стала использоваться как важный 
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показатель генотоксичности различных ДНК-повреждающих факторов, в том 

числе ИИ. В настоящее время наиболее чувствительным методом для оценки 

ДР ДНК является иммуноцитохимический анализ так называемых фокусов 

белков репарации ДНК – динамических микроструктур, которые образуются 

в местах репарации ДР. Этот метод позволяет не только определить 

количество ДР ДНК, но и визуально оценить их расположение в ядрах 

клеток. Наиболее широкое использование получил анализ 

фосфорилированного корового гистона Н2АХ (γН2АХ) [Kuo L.J., 2008]. 

Фосфорилирование Н2АХ в регионах хроматина, прилегающих к концам 

образовавшегося разрыва, происходит в течение нескольких минут и 

осуществляется преимущественно киназами АТМ, ATR и DNA-PKcs 

[Marechal A., 2013]. При этом АТМ является одной из основных киназ, 

фосфорилирующих Н2АХ в ответ на образование радиационно-

индуцированных ДР [Zhao J., 2017]. Корректность репарации ДР ДНК 

определяет дальнейшую судьбу облученной клетки и ее потомков: 

выживание, гибель, злокачественная трансформация. 

Другим важным аспектом влияния ИИ на МСК является индукция 

преждевременного старения. Стареющие клетки не способны 

пролиферировать, однако они обладают способностью секретировать в 

окружающее пространство различные факторы, включая цитокины, 

хемокины, факторы роста и вызывать хроническое воспаление, индуцировать 

старение соседних клеток и способствовать их злокачественной 

трансформации [Ullah I., 2015]. Поскольку зачастую МСК локализованы в 

специализированной строме, или нише, их реакция на различные стимулы 

(включая ИИ) во многом зависит от микроокружения. Межклеточная 

сигнализация может приводить к иммунным и воспалительным реакциям, 

которые играют важную роль в развитии канцерогенеза.  

Таким образом, исследование эффектов воздействия ИИ в МСК может 

внести вклад в понимание биологических процессов, происходящих в этих 

клетках в ответ на облучение, и помочь оценить эффекты, получаемые в 
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результате облучения в малых дозах, в том числе и при прохождении 

медицинских диагностических процедур.  

Цель и задачи исследования  

Целью диссертационной работы является изучение ранних (до 24 ч) и 

отдаленных (до 11 пассажа) эффектов воздействия ИИ в малых дозах в МСК 

человека.  

Для достижения данной цели были поставлены следующие задачи: 

1) провести исследования закономерностей репарации ДР ДНК в 

культивируемых МСК человека, подвергшихся воздействию 

рентгеновского излучения в малых дозах в ранние  сроки после 

облучения (до 24 ч);  

2) изучить особенности изменений количества ДР ДНК в отдаленные 

сроки (до 11 клеточных пассажей) после облучения МСК человека в 

малой дозе рентгеновского излучения;   

3) провести анализ изменений, ассоциированных с клеточным старением 

и нестабильностью генома в отдаленные сроки (до 11 клеточных 

пассажей) после облучения МСК в малой дозе рентгеновского 

излучения.  

Положения, выносимые на защиту: 
 

1) кинетика образования и деградации фокусов белков репарации ДР ДНК 

в МСК человека, облученных в малых и средних дозах рентгеновского 

излучения, имеет существенные различия; 

2) механизм длительного поддержания повышенного количества фокусов 

γH2AХ в облученных в малых дозах рентгеновского излучения МСК 

человека является АТМ-независимым; 

3)  воздействие рентгеновского излучения в малых дозах не приводит к 

отдаленным последствиям облучения, ассоциированным с 

накоплением ДР ДНК и клеточным старением. 
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Методология и методы исследования 

Работа выполнена на базе Федерального государственного бюджетного 

учреждения «Государственный научный центр Российской Федерации - 

Федеральный медицинский биофизический центр им. А.И. Бурназяна» и 

Федерального государственного бюджетного учреждения науки Институт 

химической физики им. Н.Н. Семенова Российской академии наук. 

Теоретической и методологической основой диссертационной работы 

являются разработки отечественных и зарубежных ученых в области 

радиобиологии, молекулярной и клеточной биологии и биофизики. 

Информационную базу составляют статьи в периодических рецензируемых 

изданиях, материалы научных конференций, объекты интеллектуальной 

собственности, публикации в научных сборниках по исследуемой проблеме. 

При проведении исследований были использованы: 

– методы культивирования МСК; 

– рентгеновская установка для облучения культуры клеток; 

– иммунофлуоресцентные методы детекции белков, участвующих в 

репарации повреждений ДНК в облученных МСК; 

– иммунофлуоресцентный метод анализа пролиферативной активности 

клеток; 

– цитохимический метод оценки стареющих клеток; 

– статистические методы обработки полученных данных. 

 

Научная новизна  

Впервые были получены оригинальные данные о характере изменений 

количества и колокализации фокусов γН2АХ и фокусов активной, 

фосфорилированной киназы АТМ (рАТМ) в МСК человека, подвергшихся 

воздействию рентгеновского излучения в малых (20, 40, 80 мГр) и средних 

дозах (160, 250 и 1000 мГр) в ранние временные сроки после облучения (0,5 

ч, 4 ч, 24 ч).  
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Впервые проведена дифференцированная оценка количества фокусов 

γН2АХ в пролиферирующих и покоящихся длительно культивируемых 

необлученных МСК при использовании маркера клеточной пролиферации - 

белка Ki67. Впервые на МСК человека была оценена биологическая 

значимость остаточных фокусов γН2АХ, позволяющая опровергнуть 

гипотезу, связывающую их повышенное содержание в клетках после 

облучения в малых дозах с неэффективной репарацией или индуцибельным 

характером репарации ДР ДНК. Было показано, что этот феномен обусловлен 

образованием новых фокусов γН2АХ в результате репликативного стресса, 

вызванного стимуляцией клеточной пролиферации. Результаты 

исследований, полученные на клетках, культивируемых вплоть до 11 пассажа 

после облучения, свидетельствуют о том, что облучение МСК человека в 

малых дозах не приводит к эффектам, связанным с преждевременным 

старением и нестабильностью генома.  

Теоретическая и практическая значимость работы  

Изучение закономерностей формирования ранних и отдаленных 

последствий воздействия ИИ в малых дозах представляет собой актуальную, 

имеющую общебиологическое значение задачу, а ее решение позволит 

получить новые научные знания, имеющие фундаментальное значение для 

радиационной биологии и медицины. Полученные данные вносят важный 

вклад в понимание биологических процессов, проходящих в длительно-

культивируемых МСК и могут быть использованы в клинической практике 

для оптимизации протоколов экспансии стволовых клеток, необходимых для 

клеточной терапии. Результаты наших исследований также чрезвычайно 

важны для адекватной оценки опасности облучения в малых дозах. 

Использование фокусов γН2АХ в биодозиметрии может приводить к 

значительной переоценке доз и риска облучения и, возможно, требует 

дополнительных исследований.  
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Апробация работы 

Основные положения и результаты диссертационной работы 

представлялись и докладывались на следующих научно-практических 

конференциях: 

 23-ей Международной конференции по вопросам радиации и 

здравоохранения (CRH), г. Ваиколоа-Виллидж, Гавайи, США, 2016 г. 

 Международном научно-практическом форуме «Ядерные технологии 

на страже здоровья», Москва, 2016 г. 

 XXII ежегодной научной конференции Института химической физики 

им. Н.Н. Семенова РАН, секция Динамика химических и 

биологических процессов. Москва, 2017 г. 

 42-м конгрессе Федерации европейских биохимических обществ 

(FEBS), г. Иерусалим, Израиль, 2017 г. 

 XXIII ежегодной научной конференции Института химической физики 

им. Н.Н. Семенова РАН, секция Динамика химических и 

биологических процессов. Москва, 2018 г. 

 Школе-конференции "Ильинские чтения", Москва, 2018 г.  

Достоверность результатов работы обеспечивается проведением большого 

количества экспериментов с достаточной воспроизводимостью; 

статистической обработкой полученных данных с заданной вероятностью и 

необходимым количеством повторных исследований; сопоставлением 

результатов, полученных разными методами, а также сравнением с 

аналогичными результатами, полученными другими авторами. 

Публикации. По теме диссертации опубликовано 11 печатных работ, в том 

числе 4 статьи в рецензируемых журналах, рекомендованных ВАК 

Минобрнауки России. 
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Объем и структура диссертации. Диссертационная работа состоит из 

введения, 3x глав, заключения, выводов, списка использованных источников 

и благодарностей. Содержит 122 страницы машинописного текста, в том 

числе 18 рисунков. Библиография включает 212 наименований, из них в 

зарубежных изданиях - 199 . 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Основные характеристики мезенхимальных стволовых клеток 

человека и области их применения в клеточной терапии 

Мезенхимальные стволовые клетки (МСК), так же называемые 

мезенхимальными стромальными клетками, это тип мультипотентных 

стволовых клеток, которые характеризуются высоким пролиферативным 

потенциалом, способностью к самообновлению, а также дифференцировкой 

в остео-, хондро- и адипогенном направлениях. При определенных условиях 

МСК способны дифференцироваться во многие другие типы клеток 

мезодермального, эктодермального и энтодермального происхождения  

[Ullah I., 2015], включая эндотелиальные клетки [Konno M., 2010], 

кардиомиоциты, гепатоциты [Wang I., 2016] и нейральные клетки [Morikawa 

S., 2009]. Помимо костного мозга и жировой ткани, МСК были обнаружены 

во многих органах и тканях, включая скелетные мышцы [Chan C.K., 2015]. и 

печень [Wang Y., 2016] (Рисунок 1.1). МСК играют важную роль в 

восстановлении различных повреждений органов и тканей взрослого 

организма. 

Согласно выработанным Международным обществом клеточной 

терапии критериям (ISCT, Ванкувер, Канада), МСК должны обладать 

следующими свойствами: прикрепляться к пластику при культивировании в 

стандартных условиях; экспрессировать на поверхности маркерные антигены 

CD105, CD73 и CD90, но при этом не содержать CD45, CD34, CD14 

или CD11b, CD79α или CD19 и HLA-DR, а также дифференцироваться в 

остеоциты, хондроциты и адипоциты in vitro [Lee H.K., 2014].  
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Рисунок 1.1 Пластичность мезенхимальных стволовых клеток [Kumar R., 

2010]. 

 

Способность дифференцироваться в различных направлениях, сильные 

иммуномодулирующие свойства, а также секреция противовоспалительных 

молекул позволяют МСК быть эффективным инструментом для лечения 

различных патологий, в том числе и для устранения последствий лучевой 
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терапии. Так, была показана эффективность использования МСК для лечения 

радиационно-индуцированных повреждений кожи [Еремин П.С., 2014], 

сердца [Gao S., 2017], кишечника [Gong W., 2016] и легких [Perez J.R., 2017]. 

При этом трансплантируемые МСК способны не только замещать 

поврежденные клетки, но и изменять клеточное микроокружение путем 

секреции различных факторов. Паракринные функции МСК осуществляются 

путем секреции растворимых факторов и высвобождения внеклеточных 

везикул, таких как экзосомы и микровезикулы (эктосомы). Внеклеточные 

везикулы представляют собой бислойные липосомы и содержат различные 

микро-РНК, мРНК и белки, которые переносятся от секретирующих клеток в 

клетки-реципиенты (Рисунок 1.2) [Пантелеев М.А. , 2017]. Было обнаружено, 

что внеклеточные везикулы, секретируемые МСК, могут иметь 

терапевтический эффект в большом количестве моделей болезней животных. 

Следовательно, внеклеточные везикулы, полученные из МСК, могут быть 

использованы в качестве альтернативной терапии в регенеративной 

медицине на основе МСК [Keshtkar S., 2018].  

МСК служат важнейшим источником факторов роста и цитокинов, 

принимающих участие в регуляции регенерации тканей. Так, в костном мозге 

именно МСК продуцируют факторы, необходимые для самоподдержания 

гемопоэтических стволовых клеток и удержания их в нише, включая SDF-1a 

(фактор стромы-1а), SCF (фактор стволовых клеток), ангиопоэтин-1 и 

интерлейкин-7. МСК продуцируют ангиогенные и нейротрофические 

факторы роста, включая VEGF (фактор роста сосудистого эндотелия), bFGF 

(основной фактор роста фибробластов), HGF (фактор роста гепатоцитов), 

ангиопоэтин, NGF (фактор роста нервов), BDNF (нейротрофический фактор 

головного мозга) и GDNF (нейротрофический фактор глиальных клеток) 

[Калинина Н.И., 2011]. Существует предположение, что через секрецию 

различных факторов МСК также способны увеличивать эффективность 

репарации ДР ДНК [Gao S., 2017].  

 



 
 

15 
 

 

 

 
 

Рисунок 1.2 Схематическое представление биогенеза микровезикул 

(эктосом) и экзосом [Abreu S.C., 2016].  

 

Тем не менее, несмотря на все положительные стороны использования 

МСК, полноценная клеточная терапия ограничена рядом нерешенных 

вопросов. Одним из них является недостаточное количество МСК, 

получаемое от донора, что требует их экспансии in vitro. В то же время 

длительное культивирование МСК приводит к старению клеток, ухудшению 

клеточной дифференцировки, фокальной адгезии, дисфункции митохондрий 

[Geissler S., 2012], хромосомным аберрациям и увеличению риска 

злокачественной трансформации [Barkholt L., 2013].  

Другим ограничением является необходимость выяснения последствий 

облучения МСК ионизирующим излучением (ИИ) в малых дозах. В 

настоящее время накоплен большой багаж знаний об эффектах 
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радиационного воздействия в больших дозах, таких как повреждение и 

репарация ДНК, цитогенетические нарушения, клеточная гибель. Однако до 

сих пор ведутся активные дискуссии о последствиях воздействия облучения 

в малых дозах [Morgan W.F., 2013]. В то же время ИИ успешно применяется 

в медицине для различных диагностических процедур, включая 

маммографию и компьютерную томографию. Используемые в данных 

процедурах малые дозы ИИ (10-100 мГр) необходимы для того, чтобы 

собрать данные о текущем заболевании без побочных эффектов. Тем не 

менее, до сих пор ведутся споры об увеличении рисков возникновения 

злокачественных новообразований даже при облучении в малых дозах. 

Возможность облучения МСК при воздействии ИИ во время лучевой 

терапии, где тотальная доза для немишенных органов может достигать 298 ± 

194 мЗв [Uselmann A.J., 2015], также требует выяснения вопросов точности 

репарации ДНК после воздействия облучения в малых дозах. Существует 

большой риск возникновения вторичных опухолей, которые могут проявить 

себя спустя годы после прекращения терапии. Известно, что МСК обладают 

тропностью в отношении опухолей. На различных моделях было показано, 

что МСК могут как стимулировать рост и метастазирование опухоли за счет 

супрессии иммунного ответа, усиления васкулогенеза и активации 

эпителиально-мезенхимального перехода, так и, наоборот, оказывать 

ингибирующее воздействие за счет секреции факторов, вызывающих гибель 

опухолевых клеток [Калмыкова Н.В., 2016]. 

Принимая во внимание то, что МСК способны дифференцироваться в 

остеогенном направлении, некоторые исследователи предполагают, что в 

результате лучевой терапии увеличивается риск развития остеосаркомы  

[Alessio N., 2017]. Так у детей, подвергающихся лучевой терапии, 

остеосаркомы являются одним из наиболее распространенных типов 

вторичных опухолей [Taran S.J., 2017]. Остеосаркома связана с мутацией гена 

Rb1 и других генов онкосупрессоров [Chen X., 2014]. Выключение этого гена 

приводило к накоплению повреждений ДНК, снижению пролиферации и 
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индукции старения в МСК, облученных малыми дозами рентгеновского 

излучения [Alessio N., 2017]. В отсутствие должной элиминации выжившие 

поврежденные клетки являются основным источником мутаций, приводящих 

к их трансформации. С другой стороны есть работы, свидетельствующие о 

том, что МСК в стрессовых условиях увеличивают миграцию и 

резистентность к апоптозу  клеток остеосаркомы [Vallabhaneni K.C., 2016].  

Последствия воздействия ИИ в малых дозах с точки зрения возможных 

благоприятного, нейтрального или неблагоприятного исхода должны 

занимать значительное место в поле зрения будущих исследований. Особого 

внимания требует исследование механизмов немишенных эффектов в 

необлученных клетках, которые получают сигналы от облученных (эффект 

свидетеля), а также эффектов, наблюдаемых в потомстве облученных клеток 

(радиационно-индуцированная нестабильность генома) [Morgan W.F., 2013; 

Пелевина И.И., 2011]. В то же время стабильность генома определяется 

способностью клетки эффективно осуществлять ответ на повреждения ДНК, 

возникающие как в результате эндогенных процессов (например, при 

ошибках репликации), так и при воздействии внешних стрессовых факторов, 

в т. ч. радиационного. 

Поскольку МСК самообновляются на протяжении всей жизни, они 

способны накапливать генетические повреждения, которые подвергают 

риску генетическую стабильность [Tsvetkova A., 2017]. Генетическая 

нестабильность тесно ассоциирована со злокачественной трансформацией. 

Стволовые клетки способны избежать генетической нестабильности путем 

массивной элиминации поврежденных клеток, что может привести к 

ухудшению функциональности клеточного пула. С другой стороны, 

устойчивость к облучению, приводящая к выживанию клеток с 

повреждениями ДНК, приводит к накоплению генетических нарушений. 

Таким образом, облученным клеточным популяциям приходится постоянно 

балансировать между  поддержанием тканевого гомеостаза и генетической 

стабильностью [Harfouche G., 2010].  
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1.2 Роль и место двунитевых разрывов среди повреждений ДНК 

Ключевая роль ДНК в передаче наследственности определяет важность 

поддержания целостности генома. Огромный размер молекул ДНК, 

упакованных в хромосомы, является одним из факторов их подверженности 

различным повреждениям. В то же время в клетках имеются различные 

эволюционно-консервативные механизмы, которые обеспечивают точную 

репликацию ДНК, ее целостность и репарацию повреждений. Среди 

различных повреждений, вызванных физическими, химическими и 

биологическими агентами, ДР являются наиболее опасными. Именно они 

запускают реакции, затрагивающие почти каждый аспект клеточного 

метаболизма, и объединяются понятием «реакция на повреждение ДНК» (от 

англ. DNA damage response (DDR)) [Mladenov E., 2016].  

ДР ДНК могут образовываться в результате клеточного метаболизма. 

Так, АФК, образующиеся во время клеточного метаболизма, окисляют 

основания, приводя к образованию ОР и ДР ДНК. Порядка 1022 АФК 

образуются каждый час в теле человека, а это примерно 109 АФК на клетку. 

Некоторые долгоживущие АФК способны проникать в ядро через ядерные 

поры и вызывать ОР ДНК. Два ОР, расположенные напротив друг друга, 

приводят к образованию ДР [Chance B., 1979]. Другие физиологические 

процессы, приводящие к образованию ДР ДНК, включают репликацию ДНК, 

мейотическую рекомбинацию, а также V(D)J рекомбинацию и переключение 

класса тяжелой цепи иммуноглобулинов и Т-клеточного рецептора во время 

созревания лимфоидных клеток. Внешние источники образования ДР ДНК 

включают ИИ, УФ, а также использование различных радиомиметиков и 

ингибиторов топоизомераз во время опухолевой терапии [Aparicio T., 2014].  

За сутки в клетке образуется около 10 000 спонтанных повреждений 

ДНК. Среди них только 10 являются ДР [Lieber M.R., 2010]. Скорость 

продукции  эндогенных двунитевых разрывов (ДР) ДНК в 

пролиферирующих клетках млекопитающих соответствует их продукции при 

облучении редкоионизурующим излучением с мощностью дозы ~ 0,5 
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сГр/мин. В течение одного клеточного цикла в клетке образуется  ~ 50 ДР 

ДНК, что соответствует дозе редкоионизирующего излучения ~ 1,5 Гр  

[Vilenchik M.M., 2003].   

ДР ДНК образуются в результате разрыва сахаро-фосфатного остова 

антипараллельных цепей ДНК на расстоянии 10-20 пар нуклеотидов 

[Sutherland B.M., 2000]. В отличие от однонитевых разрывов, где потерянная 

генетическая информация может быть восстановлена с помощью 

комплементарной нити (матрицы), точное восстановление структуры ДНК 

после образования ДР является проблематичным. Репарация ДР ДНК часто 

осуществляется некорректно с потерей генетической информации и 

образованием хромосомных аберраций [Hoeijmakers J.H., 2009]. Потеря 

участков ДНК может приводить к инактивации генов супрессоров опухолей 

(например, потеря гетерозиготности), активировать протоонкогены или 

индуцировать лекарственную устойчивость во время лечения с 

использованием цитостатических препаратов [Ramachandran C., 1999].  

Наследуемые дефекты в системе репарации ДР ДНК приводят к 

различным заболеваниям, таким как Атаксия телеангиэктазия [Thrasher 

P.,2017], синдром Ниймеген, тяжелый комбинированный иммунодефицит 

[van Gent D.C., 2001], а также повышенной подверженности риску 

возникновения рака. Эти заболевания/синдромы связаны с мутациями в 

генах, вовлеченных в процессы обнаружения и репарации повреждений ДНК. 

 

1.3 Основные механизмы репарации двунитевых разрывов ДНК и их 

роль в судьбе клетки 

В клетках млекопитающих после распознавания ДР ДНК происходят 

пространственно-локализованные процессы множественной модификации 

белков, участвующих в DDR, с образованием динамических микроструктур,  

получивших в литературе название фокусы (от англ. foci) [Kotenko K.V., 

2013]. Фокусы могут быть визуализированы с помощью 
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иммуноцитохимического окрашивания и являться важным источником 

информации о молекулярных процессах, лежащих в основе реакции клетки 

на повреждение ДНК.  

Важную роль в процессах реакции на образование ДР ДНК играют 

модификации гистоновых белков, ведущие к изменению конформационной 

структуры  хроматина и обеспечивающие условия для работы ферментов 

репарации. Среди наиболее изученных - фосфорилирование варианта 

корового гистона Н2А - H2AX по серину-139, осуществляемое киназами 

АТМ (мутантная при атаксии телеангиэктазии, от англ. «ataxia telangiectasia 

mutated»), ATR (АТМ- и Rad3-родственная киназа, от англ. «ataxia 

telangiectasia and Rad3-related») и DNA-PKcs (каталитическая субъединица 

ДНК-зависимой протеинкиназы, от англ. «DNA-dependent protein kinase 

catalytic subunit»), относящихся к семейству  фосфоинозитид-3-киназ [Kinner 

A., 2008].  

Н2АХ является одним из наиболее консервативных вариантов Н2А. 

Его присутствие в клетках млекопитающих варьирует от 2 до 25% от всего 

пула Н2А в зависимости от вида, клеточной линии и исследуемой ткани 

[Kinner A., 2008]. В клетках человека H2AX составляет примерно 10% от 

всего H2A и около 0.03% H2AX фосфорилируется в ответ на образование 

одного ДР. Таким образом, в результате образования одного ДР ДНК 

модификации подвергается участок хроматина размером в 2 Mbp, что 

соответствует примерно 2000 молекул γH2AX [Rogakou E.P., 1998]. Однако, 

иммунофлуоресцентный анализ выявил, что фосфорилированию могут 

подвергаться участки в 15 раз большие (~30 Mbp) [Rogakou E.P., 1999; Redon 

C.E., 2012]. Таким образом, образующиеся вокруг ДР скопления 

фосфорилированного гистона H2AX (γH2AX) могут быть визуализированы 

путем окрашивания с использованием антител, меченных флуорохромами. 

Благодаря этому количество ДР ДНК и их локализация в клеточном ядре 

могут быть напрямую оценены путем иммуноцитохимического анализа 

фокусов γH2AX (рисунок 1.3). После успешной репарации ДР ДНК молекула 
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γH2AX подвергается дефосфорилированию фосфатазой 2А и, таким образом, 

фокусы γH2AX больше не обнаруживаются путем иммуноцитохимического 

окрашивания [Kinner A., 2008].  

 
 

Рисунок 1.3 Пути использования γH2AX в качестве маркера ДР ДНК. 

Благодаря своей чувствительности анализ фокусов γH2AX широко 

используется как исследователями, так и клиницистами. Вдобавок к 

широкому использованию в фундаментальных исследованиях (генетической 

нестабильности, репарации ДНК), γH2AX был определен как маркер рака 

(предраковых повреждений) и старения. Кроме того, γH2AX используется в 

радиационной биологии и биодозиметрии, а также в фармакологии и в 

клинических исследованиях (химиотерапия, влияние хронического 

воспаления и диабета на целостность генома). Наконец, анализ γH2AX 

является эффективным и чувствительным методом для изучения 

генотоксического влияния окружающей среды [Redon C.E., 2011]. 

 

Необходимо отметить, что при физиологических условиях основной 

киназой, фосфорилирующей H2AX вокруг ДР, индуцированных 

ионизирующим излучением, является АТМ [Burma S., 2001], в то время как 
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АТR отвечает преимущественно за процессинг ДР, образующихся в 

результате коллапса или остановки репликативных вилок [Zhou B.B., 2000], а 

DNA-PKcs осуществляет быстрое фосфорилирование H2AX в экстремальных 

условиях [Reitsema T., 2005]. АТМ присутствует в ядре в форме неактивного 

гомодимера. В присутствии повреждений ДНК АТМ подвергается 

аутофосфорилированию по  S1981, что приводит к диссоциации димера на 

активные мономеры [Bakkenist C.J., 2003] и стабилизирует киназу на 

участках поврежденной ДНК [So S., 2009]. Платформой для связывания АТМ 

с участками поврежденной ДНК является комплекс MRN (MRE11, Rad50, 

Nbs1) [Lee J.H., 2005]. Nbs1 в составе MRN комплекса взаимодействует с 

MDC1 и таким образом обеспечивает связь с АТМ. Способность MDC1 

связываться как с γH2AX, так и с АТМ позволяет «нацеливать» АТМ на 

нуклеосомы, содержащие Н2АХ, обеспечивая распознавание участка 

хроматина, прилежащего к ДР ДНК и распространение фосфорилирования 

γH2AX [Marechal A., 2013]. АТМ также является центральной киназой, 

фосфорилирующей ключевые белки (Chk1, Chk2, Rad17, NBS1, BRCA1, 

BLM, SMC1, 53BP1, MDC1, р53, MDM2 и т.д.) вовлеченные в формирование  

клеточного ответа на воздействие ионизирующего излучения: задержка 

клеточного цикла, репарация, клеточная гибель, индукция клеточного 

старения [Lee J.H., 2007].  

Репарация ДР ДНК включает канонический путь негомологичного 

соединения концов (англ. c-NHEJ, далее НГСК), альтернативный путь 

негомологичного соединения концов (англ. alt-NHEJ, далее альт-НГСК) и 

гомологическую рекомбинацию (англ. HR, далее ГР) и (Рис. 1.4).  
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 Рисунок 1.4 Основные пути репарации двунитевых разрывов ДНК 

 

НГСК является механизмом репарации ДР ДНК, при котором 

поврежденные концы соединяются напрямую и не требуют гомологичной 

хромосомы в качестве матрицы. Из-за процессинга нитей ДНК и 

последующего их сшивания во время НГСК образуются микроделеции, 

которые в последующем могут приводить к мутациям. НГСК осуществляет 

репарацию до 80% ДР ДНК, образовавшихся в результате воздействия 

редкоионизирующего излучения, и может осуществляться на любой стадии 

клеточного цикла [Kakarougkas A., 2014]. В зависимости от конфигурации 

концов поврежденной ДНК репарация может осуществляться по 

классическому, либо по альтернативному пути НГСК [Chang H.H.Y., 2017].  
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В классическом пути НГСК начинается с быстрого и эффективного 

присоединения гетеродимера Ku70/80 к концам поврежденной ДНК, что 

стабилизирует их, защищает от действия экзонуклеаз и служит сигналом для 

автофосфорилирования и активации ключевой киназы семейства ФИСК- 

ATM. Связанный с ДНК гетеродимер Ku70/80 присоединяет каталитическую 

субъединицу ДНК протеинкиназы (DNA-PKcs), таким образом формируя 

комплекс DNA-PK [Gottlieb T.M., 1993]. Два комплекса DNA-PKcs 

удерживают концы ДНК на близком расстоянии [Spagnolo L., 2006]. DNA-

PKcs активируется путем аутофосфорилирования, а также активизирует 

основные компоненты НГСК: нуклеазу Artemis, участвующую в направлении 

от 5′ к 3′ резекции нитей ДНК, формирование лигирующего комплекса, 

состоящего из ДНК лигазы IV, а также белков XRCC4 и XLF [Cottarel J., 

2013]. Таким образом, НГСК является компактно-локализованным в 

пространстве вокруг ДР процессом с быстрой кинетикой и характерными 

временами порядка 30-40 минут для простых и 3-4 часов для репарации 

сложных ДР. 

Альтернативный путь НГСК возникает в том случае, когда репарация 

по классическому НГСК не может осуществляться в связи с отсутствием 

белков Ku или лигазы IV [Mladenov E., 2016]. Одним из первых белков, 

вовлеченных в альт-НГСК, является PARP-1. PARP-1 обладает способностью 

связываться с концами поврежденной ДНК, а также может оказывать 

неэффективную конкуренцию Ku, таким образом, переключая репарацию с 

классического пути НГСК на альтернативный [Wang M., 2006]. В 

заключительной стадии лигирования альт-НГСК участвуют ДНК лигаза I, 

лигаза III и XRCC1 [Soni A., 2014]. Ключевым отличием альт-НГСК от 

классического НГСК является резекция концов ДНК с участием CtIP и 

использование микрогомологичных последовательностей, состоящих из 5-

25 пар оснований. Несмотря на то, что в результате ДР ДНК устраняются из 

генома, альт-НГСК приводит к серьезным хромосомным аберрациям, таким 

как делеции, транслокации, инверсии и другие сложные перестройки. Более 
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того, в некоторых видах опухолей наблюдается повышенная регуляция альт-

НГСК (и соответственно пониженная регуляция классического НГСК) [Tobin 

L.A., 2013]. Альт-НГСК является более медленным путем репарации, чем 

классический путь НГСК. Он может осуществляться на всех стадиях 

клеточного цикла, однако, наибольшая активность наблюдается в S/G2 фазах. 

Вероятно, это связано с тем, что ферменты, участвующие в резекции 

поврежденных концов ДНК, наиболее активны в S/G2 фазах [Mladenov E., 

2013]. 

В отличие от НГСК ГР может осуществляться только в присутствии 

гомологичной сестринской хроматиды, поэтому данный механизм репарации 

осуществляется во время S/G2 фазы клеточного цикла. Репарации путем ГР 

начинается с резекции свободных 5` концов ДНК по краям разрыва в 

направлении от 5` к 3` с образованием однонитевых участков (липких 

концов) [Symington L.S., 2011]. Первый этап резекции -инициация-

происходит с участием белка CtIP и MRN (Mre11-Rad50-Nbs1) комплекса, в 

результате чего происходит удлинение липких концов ДНК. На следующем 

этапе репликативный белок А (РБА) мгновенно связывается с длинными 

однонитевыми участками ДНК, препятствуя образованию вторичных 

структур. В дальнейшем РБА последовательно замещается Rad51 при 

участии белка BRCA2 [Pellegrini L., 2002]. Связывание Rad51 c ДНК 

запускает внедрение цепи в неповрежденную сестринскую хроматиду с 

образованием D-петли и гетеродуплекса с образованием структуры 

Холлидея. В конечном итоге происходит замена и синтез участка 

поврежденной хроматиды, содержащего ДР, на основе неповрежденной 

последовательности сестринской хроматиды, используемой в качестве 

матрицы, а затем – лигирование концов ДНК. ГР завершается разрушением 

структуры Холлидея, в процессе которого может произойти (а может и не 

произойти) обмен гомологичными участками сестринских хроматид [Iliakis 

G., 2009]. Таким образом, репарация по пути ГР идет довольно медленно, в 

то же время этот путь репарации ДНК более точный.  
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Если репарация ДР ДНК невозможна, то такие киназы, как АТМ и ATR 

активируют в клетке сигнальные пути,  приводящие к программируемой 

клеточной гибели путем апоптоза [Roos W.P., 2013] и аутофагии, либо к 

преждевременному старению [Манских В.Н., 2007]. В некоторых случаях 

неспособность определить или устранить ДР ДНК может приводить к тому, 

что поврежденные клетки могут проходить сверочные точки клеточного 

цикла и, соответственно, избегать гибели. Такие клетки могут потенциально 

образовывать потомство, которое несет мутации и хромосомные аберрации  

[Bohgaki T., 2010].   

1.4 Особенности воздействия ионизирующего излучения в малых 

дозах на мезенхимальные стволовые клетки 

1.4.1 Репарация двунитевых разрывов ДНК 

Кинетика образования и деградации фокусов γH2AX, после 

воздействия ИИ была изучена достаточно подробно [Грехова А.К., 2015; 

Pustovalova M., 2016]. Многочисленные исследования привели к выводу о 

том, что существует два типа фокусов γH2AX. Первый тип - это переходные 

фокусы, связанные с быстрым распознаванием ДР ДНК и процессом 

дефосфорилирования γH2AX до H2AX, что обычно занимает от нескольких 

минут до часов. Второй тип- это длительно персистирующие или остаточные 

фокусы [Pustovalova M., 2017]. Они могут присутствовать в течение дней-

месяцев после образования ДР. Остаточные фокусы γH2AX могут 

представлять собой как ДР ДНК, подвергающиеся медленному процессу 

репарации, так и свидетельствовать о нерепарируемых повреждениях, 

которые могут вызывать клеточную гибель и старение [Siddiqui M.S., 2015]. 

Существуют экспериментальные доказательства, что фокусы γH2AX 

способны передаваться следующей клеточной генерации (проходить через 

митоз) и служить своеобразным индикатором накопления генетических 

нарушений [Vaurijoux A., 2017]. 
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В 2003 г. Розкамм и Лобрич на основании изучения кинетики фокусов 

γH2AX показали, что ДР, индуцированные в культурах непролиферирующих 

фибробластов человека рентгеновским излучением в очень малых дозах (~1 

мГр), остаются нерепарируемыми в течение нескольких дней, в отличие от 

эффективной репарации ДР ДНК, наблюдаемой при облучении в более 

высоких дозах в тех же клетках [Rothkamm K., 2003]. Полагают, что данный 

феномен обусловлен неэффективной репарацией ДР ДНК, индуцированных 

облучением в малых дозах [Sugihara T., 2012] и индуцибельным характером 

репарации ДР ДНК [Grudzenski S., 2010], когда репарация ДР ДНК 

запускается только после достижения определенного порогового количества 

повреждений ДНК в геноме.  

Существует мнение, что клетки млекопитающих не могут обеспечивать 

эффективную репарацию ДР ДНК, индуцируемых малыми дозами ИИ, в 

связи с отсутствием индукции G2/M чекпоинт-ареста и наличием 

ограничений доступа компонентов систем репарации ДР к участкам ДНК в 

составе хроматина [Газиев А.И., 2011]. Это означает, что G2/M чекпоинт-

арест не поддерживает репарацию ДР, когда их количество менее чем 10-20 

на клетку. ДР ДНК гетерохроматина сохраняются в течение длительного 

времени после облучения в связи с необходимостью его "вскрытия" для 

доступа компонентов систем репарации к поврежденным участкам ДНК. При 

малых дозах ИИ гетерохроматин еще меньше релаксируется, и доступ 

ферментов репарации к повреждениям ДНК более ограничен. Таким образом, 

присутствие длительно-персистирующих фокусов γH2AX также может быть 

результатом присутствия ДР ДНК в участках гетерохроматина, где репарация 

осуществляется медленнее. Чем плотнее упаковка хроматина, тем большей 

реорганизации он должен подвергаться в процессе репарации, и эти 

процессы  могут оказаться необратимыми. То есть, данные фокусы могут 

также свидетельствовать о реорганизации структуры хроматина. Таким 

образом, наследуемые персистирующие фокусы могут отражать 
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эпигенетичекие изменения в структуре хроматина потомства облученных 

клеток [Costes S.V., 2010].  

Для МСК, облученных ИИ в малых дозах, также характерно 

длительное присутствие фокусов γH2AX [Osipov A.N., 2015], что может 

свидетельствовать о неэффективности репарации ДР ДНК [Alessio N., 2015]. 

В то же время ядерная организация МСК глобально более открыта и 

благоприятна для экспрессии генов и только с дифференциацией становится 

более компактной в различных областях генома. Открытая конформация 

позволяет белкам легко взаимодействовать с хроматином, что облегчает 

процесс остановки клеточного цикла и репарацию ДНК в поврежденных 

клетках [Harfouche G., 2010]. В данном случае длительное присутствие ДР 

ДНК в облученных малыми дозами МСК можно объяснить их образованием 

de novo в результате ошибок репликации на фоне характерной для малых доз 

стимуляции клеточной пролиферации.  

Так, полимеразный комплекс, натыкаясь на повреждение ДНК (брешь, 

образовавшаяся в результате эксцизионной репарации, межнитевые сшивки) 

останавливается, в то время как хеликаза продолжает раскручивать 

родительскую цепь ДНК, приводя к формированию длинных 

одноцепочечных нитей. Эта одноцепочечная ДНК связывается с РБА и 

служит сигналом для связывания белков, участвующих в реакции на 

репликативный стресс. Одним из таких белков является ATR. ATR 

фосфорилирует субстраты, необходимые для завершения репликации, а 

также фосфорилирует γH2AX. В самом деле, ATR, активирующаяся в 

результате остановки вилки репликации, может осуществлять 

фосфорилирование γH2AX на больших участках хроматина в отсутствие ДР 

ДНК [Sirbu B.M., 2011]. Похожим образом происходит фосфорилирование 

γH2AX в результате образования спонтанных ДР ДНК в клетках, не 

подвергавшихся облучению, под влиянием образующихся в процессе 

клеточного метаболизма АФК, ошибок репликации и рекомбинации, а также 

спонтанных химических модификаций. Активация ATR необходима для 
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стабилизации и перезапуска вилки репликации [Zeman M.K., 2014; Dickey 

J.S., 2011]. В случае если не удается стабилизировать вилку в течение 1-2 ч, 

происходит ее коллапс [Cortez D., 2015]. Это достаточно редкое событие 

происходит в отсутствие ATR-зависимой сверочной точки репликации и 

приводит к образованию ДР ДНК. Известно, что повреждения ДНК, 

образующиеся в результате остановки и коллапса репликативной вилки, 

репарируются путем медленного, но более корректного механизма 

гомологической рекомбинации [Gelot C., 2015] и поэтому, в целом, 

представляют меньшую опасность для дальнейшей судьбы клетки, по 

сравнению с радиационно-индуцированными ДР [Saleh-Gohari N., 2005].  

Однако при оценке репарации ДР ДНК важно понимать, что 

исчезновение фокусов γH2AX, т.е их дефосфорилирование с помощью 

фосфатазы 2А свидетельствует лишь о процессе лигирования ДР ДНК, но 

никак не оценивает его роль в дальнейшей судьбе клетки. Поскольку около 

80% радиационно-индуцированных ДР ДНК репарируются путем НГСК 

[Kakarougkas A., 2014], который может приводить к потере генетической 

информации, необходимы целенаправленные исследования проявлений 

отдаленных эффектов в потомстве облученных ИИ в малых дозах клеток. 

Стоит упомянуть, что при использовании первичной культуры клеток в 

качестве экспериментальной модели большое значение имеет номер 

клеточного пассажа, на котором было произведено облучение. 

Многочисленные исследования показали, что длительное культивирование 

МСК приводит к возникновению связанных со старением изменений 

[Pustovalova M., 2016], снижению клеточных функций, снижению регуляции 

генов, участвующих в пролиферации, ухудшению фокальной адгезии, 

дисфункции митохондрий, а также увеличению количества ДР ДНК  [Geissler 

S., 2012]. Накопление ДР ДНК может свидетельствовать о генетической 

нестабильности и приводить к снижению дифференцировочного потенциала 

МСК [Alves H., 2010]. Также МСК на ранних пассажах более устойчивы к 

воздействию ИИ и ДНК-повреждающих факторов, чем на поздних пассажах. 
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На ранних пассажах процесс репарации ДР ДНК в МСК осуществляется 

более эффективно. Он является АТМ-зависимым и связан с повышенными 

уровнями PARP-1 (poly (ADP-ribose) polymerase-1)- фермента, участвующего 

в репарации повреждений ДНК и ремоделировании хроматина за счет поли-

АДФ-рибозилирования гистонов [Wu P.K., 2017]. В то же время, облученные 

ИИ МСК на ранних пассажах обладают более эффективной остановкой 

клеточного цикла в G2/M фазе, где, как известно, вступает в силу репарация 

ДР ДНК по пути ГР. Учитывая, что МСК, облученные на поздних пассажах, 

пребывают в фазе G0/G1, репарация по подверженному ошибкам пути НГСК 

является основным путем для МСК на поздних пассажах и может приводить 

к еще большим генетическим изменениям. Снижение способности МСК 

репарировать ДР ДНК на поздних пассажах одновременно с нарушением 

клеточного цикла связано с накопленными со временем повреждениями 

ДНК, вследствие их некорректной репарации [Moehrle B.M., 2016]. Со 

временем они приводят к мутациям, снижению клеточных функций, 

старению и увеличению риска злокачественной трансформации. 

Основные типы реакций стволовых клеток на воздействие ИИ 

представлены на рисунке 1.5. 
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Рисунок 1.5 Реакция стволовых клеток на воздействие ионизирующего 

излучения [Abreu S.C., 2016].  

 

Клетки развили систему реакции на повреждение ДНК, которая 

запускается во время распознавания повреждения, вызывая остановку 

клеточного цикла, репарацию или элиминацию поврежденных клеток. На 

данном рисунке различные типы реакции клеток, включая защитные 

механизмы и патологические процессы, были сгруппированы в соответствии 

с их ранним или поздним проявлением. Последствия радиационного 

облучения с точки зрения канцерогенеза, старения и заболеваемости более 

важны для стволовых клеток, чем для дифференцированных, поскольку они 
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являются своеобразным долгосрочным резервуаром для регенерации 

поврежденных тканей [Harfouche G., 2010].  

1.4.2 Пролиферация  

Стимулирующее действие малых доз на пролиферацию было описано 

для множества типов клеток [Liang X., 2016], в том числе для МСК. В 

исследовании Лян с соавт. было показано стимулирующее действие ИИ в 

малых дозах на клеточную пролиферацию костного мозга крыс в результате 

активации MAPK/ERK сигнальных путей [Liang X., 2011]. Облучение в дозе 

75 мГр вызывало значительное увеличение доли клеток в S фазе через 2-6 ч 

после облучения. В дальнейшем это нашло подтверждение в работах Ян с 

соавт. [Yang L., 2017], где облучение в той же дозе (75 мГр) вызывало 

стимуляцию пролиферации МСК костного мозга человека, а также 

увеличение доли клеток в S-фазе одновременно с секрецией SCF (от англ. 

stem-cell factor) и IL-11 через 24 ч. Причем на 4-7 день после облучения в 

малых дозах пролиферация клеток была значительно выше, чем у 

необлученных. Основные механизмы стимулирующего воздействия ИИ в 

малых дозах на пролиферацию МСК костного мозга, по мнению авторов, 

опосредуются белками и молекулами, связанными с остановкой клеточного 

цикла, такими как Rb, cyclin E, CDK1 и CDC25B. Стимулирующим 

действием ИИ в малых дозах на пролиферацию МСК костного мозга можно 

объяснить ускоренное заживление ран на коже крыс, больных диабетом. Это 

явление сопровождалось увеличением количества клеток костного мозга и 

циркулирующих МСК (обладающих CD31(+) маркерами стволовости и 

CD34(+) эндотелиальными маркерами), регенерации сосудов, клеточной 

пролиферации в поврежденной ткани, а также экспрессии матриксных 

металлопротеиназ 2 и 9 [Guo W.Y., 2010]. На 7-е сут после облучения в дозах 

10–100 мГр обнаружено статистически значимое увеличение количества 

МСК головного мозга мышей линии C57BL/6 на 30–40% по сравнению с 

контролем. При облучении нейральных стволовых клеток (НСК) число 
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клеток возрастало на 15–20% при воздействии в дозах 10– 50 мГр, что также 

свидетельствует о стимуляции пролиферации НСК при действии малых доз. 

В то же время существенных изменений в количестве МСК костного мозга 

не наблюдалось [Посыпанова Г.А., 2016 ]. 

В работе Фуйиширо с соавт.  наблюдалось незначительное снижение 

экспансии МСК костного мозга после воздействия γ-излучения в дозе          

100 мГр, а затем ее последующее восстановление до контрольного уровня 

через 14 дней после облучения [Fujishiro A., 2017]. Показано, что данная доза 

облучения незначительно влияет на способность МСК к дифференцировке. 

Более того, через 3 недели после воздействия γ-излучения характеристики 

облученных МСК (уровень экспрессии IL-6, SCF и Flt3L) соответствовали 

таковым для необлученных клеток. В то же время в работе Алессио с соавт. 

наблюдалось снижение клеточной пролиферации и доли клеток в S фазе 

через 48 ч после воздействия ИИ в дозе 40 мГр [Alessio N., 2015]. 

Таким образом, оценка влияния малых доз на изменение клеточной 

пролиферации МСК противоречива и требует дальнейшего изучения. 

Необходимо заметить, что клеточный пассаж также играет роль при оценке 

пролиферации после облучения. На ранних пассажах МСК обладают лучшей 

колониеобразующей способностью, нежели на поздних пассажах. При 

длительном культивировании in vitro МСК костного мозга человека 

наблюдается постепенное снижение пролиферативной активности клеток. 

Так, МСК 3— 4-го пассажей обладают значительно более высокой 

пролиферативной активностью по сравнению с культурами 10—12-го 

пассажей, в которых кратность прироста клеток может составить 5,88 и 2,03 

раза соответственно [Осипова Е.Ю. , 2009].  

1.4.3 Старение 

Клеточное старение возникает в культуре in vivo в ответ на 

значительный внутриклеточный и внеклеточный стресс (укорачивание 

теломер, дисфункция митохондрий, оксидативный стресс, генотоксический 
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стресс, экспрессия онкогенов). Важным признаком старения является 

неспособность клетки вступать в клеточный цикл [Hayflick L., 1965]. В 

стареющих клетках наблюдается остановка клеточного цикла в G1 фазе и, 

несмотря на все необходимые ростовые условия, клетка неспособна 

осуществлять репликацию ДНК. Таким образом, программа старения 

препятствует передаче повреждений последующим поколениям, 

предотвращает опухолевую трансформацию клеток и способствует удалению 

таких клеток иммунной системой организма. Тем не менее, если образование 

стареющих клеток превосходит их удаление иммунной системой или если 

иммунная система не способна эффективно удалять стареющие клетки, как 

это происходит в результате воздействия ИИ, то они способны накапливаться 

в тканях [Wang Y., 2016]. 

 Клетки, подвергающиеся старению, характеризуются рядом 

особенностей: остановкой клеточного цикла, изменением морфологии и 

организации хроматина, изменением экспрессии генов, повышением 

активности ассоциированной со старением β-галактозидазы (СА-β-

галактозидазы) в цитоплазме и др. [Dimri G.P., 1995]. В то время как 

индукция процессов клеточного старения, вызванная лучевой и 

химиотерапией, направлена на быстрое подавление пролиферации 

опухолевых клеток, сам процесс клеточного старения является достаточно 

продолжительным во времени. Он сопровождается секрецией множества 

факторов (противоспалительных цитокинов, хемокинов, факторов роста, 

протеаз, нерастворимых белков/компонентов внеклеточного матрикса), 

которые объединены общим названием «секреторный фенотип, 

ассоциированный со старением» (от англ. senescence-associated secretory 

phenotype (SASP)) [Coppe J.P., 2008]. Через секрецию данных факторов 

стареющие клетки способны активировать различные рецепторы на 

клеточной поверхности и соответствующие пути передачи сигнала, 

воздействовать на процессы пролиферации, дифференцировки и выживания 

соседних клеток. В результате вокруг стареющих клеток может создаваться 
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микроокружение благоприятное для роста и размножения клеток со 

злокачественным фенотипом. Таким образом, несмотря на то, что клеточное 

старение является механизмом, подавляющим риск злокачественной 

трансформации поврежденных клеток, секреторная активность стареющих 

клеток также может изменять тканевое микроокружение и способствовать 

развитию опухоли [Coppe J.P., 2010].  

В недавнем исследовании Студенцка и соавт. показано, что облучение 

культур фибробластов человека γ-излучением приводит к образованию 

популяции клеток, обладающих одновременно признаками старения и 

апоптоза, так называемого сеноптоза (англ. «senoptosis») [Studencka M., 

2017]. Воздействие γ-излучения в дозе 10 Гр приводило к образованию 

устойчивой суб-G1 популяции стареющих клеток, которые, тем не менее, не 

обладали SASP. В то же время высвобождение митохондриальной 

эндонуклеазы G в этих клетках вызывало нелетальное расщепление 

поврежденной ДНК, таким образом свидетельствуя о проявлении апоптоза. 

Однако это не приводило к увеличению клеточной гибели. Возможно, 

явление сеноптоза характерно только для действия больших доз ИИ, 

поскольку действие эндонуклеазы G скорее обусловлено ускоренной 

репарацией большого количества ДР ДНК и ведет к необратимой остановке 

клеточного цикла. 

В исследовании Алессио c соавт. облучение МСК в дозе 40 мГр 

приводило к снижению аутофагии и индукции клеточного старения через 6- 

48 часов после облучения. [Alessio N., 2015]. Снижение уровня аутофагии в 

облученных МСК также может являться вкладом в увеличение клеточного 

старения, поскольку эти два механизма тесно связаны между собой и 

используются клеткой для защиты от стрессового воздействия [Gewirtz D.A., 

2013]. Не наблюдалось увеличения клеточной гибели и в работе Хофиг и 

соавт. после облучения МСК костного мозга мышей в дозе 100 мГр. Разница 

между количеством β-галактозидаза-позитивных клеток в контрольной и 
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облученной группах через 7 дней после облучения составила ~10% [Hofig I., 

2016].  

Облучение МСК в дозе 40 мГр также приводит к изменению 

клеточного метаболизма и снижению способности использовать жирные 

кислоты и глутамин в качестве источника энергии. Снижение протеасомной 

активности, т.е. способности расщеплять поврежденные внутриклеточные 

белки с помощью треониновых протеаз, тоже было характерно для этих 

клеток [Capasso S., 2015]. В МСК, облученных в дозе 100 мГр в первые 24 ч 

после облучения наблюдался повышенный уровень секреции IL6 [Fujishiro 

A., 2017], что также может свидетельствовать об индукции клеточного 

старения. Однако, данное явление наблюдалось только в двух из пяти 

исследуемых образцов и через 3 недели после воздействия уровень IL6 

практически не отличался от контроля. Возможно, что различия в реакции 

клеток на облучение связаны с различной чувствительностью к воздействию 

ИИ.  

Продолжительность жизни МСК человека in vitro составляет ~ 20-40 

удвоений [Banfi A., 2000], после чего клетки вступают в репликативное 

старение. Но уже на поздних пассажах популяция может проявлять 

ассоциированный со старением фенотип и снижение пролиферации 

[Pustovalova M., 2017]. Пути опухолевой супрессии p53-Rb и p53-Rb2 играют 

важную роль в запуске клеточного старения, связывая распознавание 

повреждения ДНК и остановку клеточного цикла [Hwang E.S., 2014]. 

Ведущую роль в процессе клеточного старения играет накопление 

микроструктурных хромосомных нарушений, возникающих вследствие 

некорректной репарации ДР ДНК [Moehrle B.M., 2016]. Среди них важную 

роль в запуске программы клеточного старения играют ДР ДНК, 

образующиеся в теломерных последовательностях. Поскольку репарация ДР 

в теломерных последовательностях затруднена, они способны накапливаться 

со временем. Об этом свидетельствует длительное присутствие фокусов 

γH2AX в теломерной ДНК [Fumagalli M., 2012].  
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 Активные формы кислорода (АФК), образующиеся в результате 

ассоциированной со старением дисфункции митохондрий вызывают еще 

больший уровень повреждения ДНК и образование оксидативных 

повреждений ДНК в теломерных последовательностях [von Zglinicki T., 

2005]. Таким образом, продукция АФК в клетках увеличивается 

пропорционально длительности клеточного культивирования. Интересно, что 

МСК с высоким уровнем экспрессии каталитической субъединицы 

теломеразы (hTERT) на поздних пассажах обладали значительно меньшим 

количеством повреждений ДНК по сравнению с контрольными клетками на 

тех же пассажах [Trachana V., 2017]. Что, вероятно, также свидетельствует о 

тесной связи внеклеточной продукции АФК с укорачиванием теломер при 

старении клеток.  

1.4.4 Радиационно-индуцированная нестабильность генома  

Повреждение ДНК, присутствие повышенного уровня АФК, 

дисфункция митохондрий, повышенная секреция цитокинов и 

эпигенетические изменения могут приводить к радиационно-

индуцированной нестабильности генома (РИНГ), вызывая, в конечном счете, 

канцерогенез [Morgan W.F., 2015]. РИНГ определяется как структурно-

функциональное непостоянство генетического материала, возникающего в 

потомках многократно поделившихся клеток, подвергшихся воздействию 

радиации, проявляющегося повреждениями структуры ДНК, 

конформационными изменениями хроматина, аберрациями хромосом, 

сестринскими хроматидными обменами, анеуполиплоидиями, внеплановой 

экспрессией генов, генными и хромосомными мутациями, что приводит к 

нарушению геномного баланса и сопровождается развитием клеточной 

дисфункции, малигнизации или гибелью клеток [Рябченко Н.Н., 2014]. 

Одним из механизмов развития РИНГ в тканях является гиперпродукция 

АФК в ответ на стрессовое воздействие [Morgan W.F., 2013]. Так же в 

потомстве облученных клеток с РИНГ наблюдалась повышенная продукция 
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активных форм кислорода (АФК), образующихся в результате дисфункции 

митохондрий. АФК, в свою очередь, вызывают оксидативные повреждения 

ДНК и, как следствие, приводят к индукции клеточной гибели и образованию 

хромосомных аберраций [Kim G.J., 2006].    

В результате подробного анализа литературных данных Котеровым 

А.Н. был сделан вывод, что обоснованные данные об индукции РИНГ при 

воздействии малых доз ИИ с низкой ЛПЭ для стабильных клеточных линий 

отсутствуют. А существующие экспериментальные данные касаются 

аномальных биологических объектов, характеризующихся высокой 

спонтанной нестабильностью, радиочувствительностью и мутабельностью. 

Причем некоторые исследованные линии клеток были злокачественными, а, 

следовательно, в большинстве своем нестабильными исходно [Котеров А.Н., 

2009].  

В экспериментах с нейральными стволовыми клетками протонное 

облучение в дозе 100 мГр приводило к повышенному уровню образования 

АФК в течение 48 ч после воздействия [Tseng B.P., 2013]. В свою очередь, 

повышенная продукция АФК, вызванная фракционированным воздействием 

малых доз ИИ способна приводить к активации AKT/cyclin D1 сигнального 

пути и, как следствие, нарушению репликации ДНК, образованию ДР, 

старению и генетической нестабильности облученных клеток [Shimura T., 

2016]. Однако в культивируемых на протяжении 8 пассажей после облучения 

80 мГр первичных МСК человека не наблюдалось таких эффектов 

проявления РИНГ, как увеличение количества повреждений ДНК 

[Pustovalova M., 2017]. Напротив, данные показатели практически не 

отличались от контрольных.  

На проявление РИНГ также может оказывать влияние эффект 

свидетеля, заключающийся в передаче сигналов от облученных клеток к 

необлученным [Mothersill C., 2004]. Так, генотоксический стресс, вызванный 

секретируемыми МСК сигналами воспаления  в мышиных моделях с 

синдромом Швахмана-Даймонда приводил к дисфункции митохондрий, 
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окислительному стрессу и реакции на повреждение ДНК в 

гематопоэтических стволовых и прогениторных клетках. Активация p53-

S100A8/9-TLR пути воспаления в этих клетках свидетельствовала о развитии 

миелодиспластического синдрома, принципиального предшественника 

острого лейкоза [Zambetti N.A., 2016]. Секретируемые внеклеточные 

везикулы, выделенные из МСК костного мозга облученных мышей, были 

также ответственны за проявление радиационно-индуцированного эффекта 

свидетеля (РИЭС) в клетках селезенки и костного мозга мышей линии 

C57BL/6. Анализ уровня мРНК в секретируемых везикулах показал, что у 

мышей, облученных в дозе 100 мГр, уровень экспрессии 20 из 500 

исследуемых мРНК отличался от контрольного уровня. Эти мРНК оказывали 

влияние на 33 различных метаболических пути, включающих репарацию 

ДНК, сигнальный путь TGFβ, сигнальные пути, регулирующие 

плюрипотентность стволовых клеток и др. [Szatmari T., 2017]. 

1.4.5 Канцерогенез 

В последнее время появилось большое количество исследований, 

посвященных изучению возможного влияния облучения в малых дозах в 

результате проведения компьютерной томографии (КТ) у детей и подростков 

на риски возникновения злокачественных новообразований [Krille L., 2012; 

Gibson D.A., 2014]. В исследовании Пирс с соавт. была обнаружена дозо-

зависимая корреляция между риском возникновения лейкемии и опухоли 

головного мозга и орган-специфичным воздействием ИИ (костный и 

головной мозг) во время проведения КТ у детей [Pearce M.S., 2012]. Данное 

исследование было подвергнуто сомнению, поскольку не исключена 

возможность, что на результаты повлияла обратная причинно-следственная 

связь, то есть процедура КТ была проведена для диагностики уже 

существующей болезни и, следовательно, не является ее причиной. При 

повторном исследовании, в котором были исключены индивидуумы с 

возможными признаками рака до прохождения процедуры, а время между 
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прохождением КТ и диагностикой  рака составляло 2 года для лейкемии и 5 

лет для опухоли головного мозга, снижение избыточного радиационного 

риска составило 15% для лейкемии и 30% для опухоли головного мозга 

[Berrington de Gonzalez A., 2016]. Авторы полагают, что полученные данные 

свидетельствуют о повышенном риске развития рака после облучения в 

малых дозах в результате прохождения молодыми пациентами КТ. С другой 

стороны, появились данные, напротив, свидетельствующие о положительных 

эффектах компьютерных томографий: уменьшение смертности от рака у 

людей [Ostrowski M., 2018] и экспериментальных животных [Lemon J.A., 

2017; Lemon J.A., 2017]. Известно, что МСК способны мигрировать в «очаги» 

опухолей [Kidd S., 2009] и оказывать стимулирующий [Beckermann B.M., 

2008] или ингибирующий эффект на опухолевый рост, инвазивность и 

метастазирование через прямые или непрямые взаимодействия с 

опухолевыми клетками [Nomoto-Kojima N., 2011]. Опухолевое 

микроокружение обладает молекулярными характеристиками 

«незаживающей раны», постоянно секретируя различные цитокины и другие 

медиаторы, которые устанавливают в ткани состояние воспаления [Feng H., 

2018]. Эти сигналы обладают способностью притягивать различные типы 

клеток, в том числе МСК. Миграция и внедрение МСК в микроокружение 

первичных опухолей или метастазов наблюдалась для различных типов рака, 

в том числе рака легких [Loebinger M.R., 2009], рака головного мозга 

[Sasportas L.S., 2009], рака молочной железы [Patel S.A., 2010], рака толстой 

кишки [Menon L.G., 2007], рака поджелудочной железы [Zischek C., 2009] и 

др. Миграция стволовых клеток в места повреждения регулируется 

взаимодействием большого числа пар хемокин/рецептор, включая SCF/c-Kit 

[Sun L., 2004], VEGF/VEGFR [Schmidt N.O., 2009], HCP/c-Met [Garzotto D., 

2008], SDF-1/CXCR4 [Carbajal K.S., 2010], молекул адгезии -интегрина-β1 и -

β2, а также L-селектина [Son B.R., 2006]. Миграцию МСК также 

стимулируют такие воспалительные цитокины, ангиогенные факторы и 

факторы роста, как IL-8, нейротрофин-3, PDGF, EGF, TGF- β, IL-1 β и TNF-α 
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[Abarbanell A.M., 2009. Опухоли продуцируют и высвобождают большинство 

этих хемокинов и цитокинов, которые могут служить лигандами для 

связывания с рецептороми МСК [Dwyer R.M., 2007]. При этом функции МСК 

в опухолевом микроокружении не являются однозначными. С одной 

стороны, являясь источником растворимых факторов, МСК могут быть 

вовлечены во многие процессы, связанные с осуществлением иммунного 

надзора, индукцией  апоптоза и ангиогенеза. Так, в модели остеосаркомы 

мышей МСК человека способствовали росту и метастазированию опухоли  

как in vivo, так и in vitro [Xu W.T., 2009]. С другой стороны, показано, что 

МСК, выделенные из жировой ткани человека, ингибировали in vitro  

пролиферацию клеток рака молочной железы путем секреции DKK-1, 

который, в свою очередь, подавляет сигнальные пути Wnt/β-catenin и Nanog 

[Zhu Y., 2009]. При совместном культивировании клеток линии 

глиобластомы и МСК, полученных из пуповины человека, пролиферация 

клеток глиобластомы была значительно ингибирована, а цитотоксичность 

увеличена через подавление ингибитора апоптоза-XIAP  (от англ. «X-linked 

inhibitor of apoptosis protein») [Dasari V.R., 2010 ].  

 В середине 90-х годов большое количество исследований привело к 

возникновению концепции опухолевых стволовых клеток (ОСК) [Lapidot T., 

1994; Sell S., 1994]. Данная концепция предполагает, что нормальные 

стволовые клетки могут быть трансформированы в опухолевые, а 

прогениторные стволовые клетки могут быть трансформированы в ОСК. В 

свою очередь, ОСК способны образовывать клетки, составляющие основу 

опухоли [Manda K., 2014]. Данная концепция объясняет явление 

гетерогенности опухолевой ткани, а также признана приоритетной для 

многих исследований, в частности, в проблеме развития резистентности к 

лучевой и химиотерапии и рецидивирования новообразований. Так, 

присутствие ОСК в остеосаркомах может объяснить опухолевую 

гетерогенность, устойчивость к химиотерапии и высокую способность к 

метастазированию.  
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Существует множество предположений о том, что МСК являются 

предшественниками остеосарком. Фактически, остеобласт, который является 

единственной клеткой, способной продуцировать остеоидную матрицу, 

происходит от МСК. Кроме того, МСК способны дифференцироваться в 

хондроциты и фибробласты [Cleton-Jansen A.M., 2009; Basu-Roy U., 2013] в 

соответствии с различными подтипами остеосарком. Таким образом, 

некоторые исследователи предполагают, что остеосаркомы возникают на 

ранней стадии дифференциации МСК в остеобласты [Xiao W., 2013]. 

Недавно МСК человека были успешно трансформированы в опухолевые 

клетки в результате сайленсинга гена ретинобластомы (pRb, антионкоген, 

расположенный на 13q14,2) в сочетании со сверхэкспрессией c-Myc (онкоген, 

расположенный на 8q24.2) [Wang J.Y., 2017]. Интересен тот факт, что 

экспрессия SOX2 (маркер стволовости) была повышена в этих 

трансформированных МСК, аналогично первичной культуре клеток, 

выделенной из остеосаркомы, которая при пересадке индуцировала опухоли 

у иммунодефицитных мышей [Skoda J., 2016].  

Сильный тропизм МСК костного мозга в отношении клеток 

остеосарком наблюдался в работе Пьетровито с соавт. [Pietrovito L., 2018], 

где после контакта с клетками остеосарком МСК костного мозга 

трансдифференцировались в ассоциированные с раком фибробласты, 

одновременно внося вклад в увеличение уровней секреции MCP-1, GRO-α, 

IL-6 и IL-8 в опухолевом микроокружении. Эти цитокины стимулируют 

мезенхимально-амебоидный переход (МАП), обусловленный активацией 

малой ГТФ-азы RhoA в клетках остеосарком. Результатом является 

значительное повышение агрессивности клеток остеосарком по таким 

показателям, как подвижность, инвазивность и трансэндотелиальная 

миграция. Обладая способностью к трансэндотелиальной миграции, клетки 

остеосарком, стимулированные МСК костного мозга, также стимулируют 

миграцию, инвазию и образование in vitro капиллярной сети эндотелиальных 

клеток. Таким образом, накопление МСК костного мозга в области опухолей 
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и последующий индуцированный цитокинами МАП являются критическими 

событиями в злокачественности остеосарком. 

Важным в данном случае является вопрос: какую роль играет 

воздействие ИИ в трансформации стволовых клеток в ОСК и может ли она 

быть вызвана воздействием ИИ в малых дозах? К сожалению, существующие 

в настоящее время литературные данные затрагивают в основном влияние 

средних и больших доз ИИ (>100 мГр). Так, культивируемые в течение 6 

месяцев после γ-облучения в дозе 2,5 Гр МСК формировали опухоли после 

трансплантации иммунодефицитным мышам. Также в этих клетках 

наблюдалось ускоренное укорачивание теломер и повышенный уровень 

анафазных мостиков [Christensen R., 2008]. 

Похожие результаты были получены в работе Москалевой [Москалева 

Е.Ю., 2017]. Опухоли были обнаружены у 2 из 5 мышей и у 5 из 5 мышей 

после трансплантации МСК костного мозга облученных в дозе 1 и 6 Гр 

соответственно. В последствии новообразования были охарактеризованы как 

многокомпонентные мезенхимомы («смесь сарком») [Москалева Е.Ю., 2017]. 

В то же время при подкожном введении облученных в дозе 100 мГр 

длительно-культивируемых МСК костного мозга и МСК головного мозга 

мышей линии C57BL/6, опухоли обнаружены не были. Это может быть 

связано со стимуляцией репарации спонтанных повреждений ДНК при этом 

воздействии, поскольку через 24 ч после облучения количество фокусов 

γH2AX, свидетельствующих о присутствии ДР ДНК в этих клетках, было 

ниже контрольного уровня [Москалёва Е.Ю., 2017]. Облучение 40 мГр 

первичной культуры МСК костного мозга с инактивированным геном RB1 

приводило к накоплению ДР ДНК в течение 48 ч после воздействия, при этом 

клетки не подвергались апоптозу или старению. Это свидетельствует о том, 

что данные клетки могут стать источником мутаций с последующей 

онкотрансформацией. Однако при анализе колониеобразования в мягком 

агаре данные клетки не проявляли свободный («безъякорный») рост, 

характерный для опухолевых клеток [Alessio N., 2017].  
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В недавнем исследовании Фенг с соавт. [Feng H., 2018] было показано, 

что облучение МСК костного мозга человека в дозе 10 Гр вызывало 

увеличение секреции TNF-α, IFN-γ, что приводило к ингибированию 

пролиферации и индукции апоптоза в клетках колоректального рака. Более 

того, облучение совместно культивируемых  МСК костного мозга и клеток 

колоректального рака приводило к активации каспазы-3, снижению 

активности сигнального PI3K / AKT пути и внеклеточной киназы (ERK) в 

опухолевых клетках. Данные сигнальные пути могут способствовать гибели 

опухолевых клеток. Однако неизвестно, способны ли МСК проявлять 

аналогичные свойства после облучения в малых дозах (до 100 мГр). 

Таким образом, вопрос о влиянии МСК на процессы стимуляции или 

подавления функций опухолевых клеток является неоднозначным. С одной 

стороны, МСК могут стимулировать рост и инвазивность опухолей. С другой 

стороны, они могут ингибировать пролиферацию и индуцировать апоптоз 

опухолевых клеток и, возможно, вносить вклад в успешное проведение 

лучевой терапии.  

Таким образом, обзор литературы показал, что вопрос об отклике МСК 

на воздействие ИИ в малых дозах является недостаточно изученным. 

Литературные данные довольно противоречивы. Это касается не только 

проявлений ранних эффектов, но и отдаленных последствий, возникающих в 

потомстве облученных клеток. В связи с этим, целью нашей работы являлось 

изучение отклика МСК человека на воздействие ИИ в малых дозах в ранние 

(до 24 ч) и отдаленные (до 11 пассажа) сроки после облучения.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 Выделение и культивирование мезенхимальных стволовых клеток 
слизистой десны  
 

Исследования были выполнены на культурах МCК, выделенных из 

биоптатов слизистой десны здоровых добровольцев (5 женщин 26-32 лет), 

подписавших информированное согласие на проведение экспериментов. 

Биоптат слизистой десны диаметром 2-3 мм измельчали при помощи 

одноразовых стерильных скальпелей. Полученный гомогенизат 

инкубировали в 1 мл 0,25% трипсин-ЭДТА (StemCell Technologies, США) 

при 370С в течение 1 часа.  От фермента избавлялись средой для промывания 

клеток (DMEM с низким содержанием глюкозы (StemCell Technologies, 

США) с добавлением 5% эмбриональной телячьей сыворотки (Biological 

Industries, Израиль). Гомогенизат осаждали при 300g 7 минут. Полученную 

суспензию инкубировали в 1 мл 0,15% раствора коллагеназы II типа (Sigma, 

США) при  370С в течение 2 часов. От фермента избавлялись 10 мл среды для 

промывания, гомогенизат осаждали при 300g 7 минут. Полученный осадок 

ресуспендировали в 10 мл рабочей среды MesenCult (StemCell Technology, 

США).  Подсчет и оценку жизнеспособности  клеток проводили на 

автоматическом счетчике клеток Countess (Invitrogen,США). Количество 

клеток, выделенных из биоптатов десны, составило 7,88х106 ± 0,4х106.  После 

подсчета клетки высаживали в культуральные вентилируемые флаконы с 

площадью дна 25 см2 (Corning, США) в концентрации 0,3x106 на флакон в 

среде DMEM с низким содержанием глюкозы (Stem Cell, США) с 

добавлением L-глютамина, антибиотиков (пенициллин, стрептомицин),  20% 

эмбриональной телячьей сыворотки (Stem Cell, США). Культивирование 

МСК проводили в инкубаторе при температуре 37°С в условиях абсолютной 

влажности и 5% СО2 в воздухе. Клетки культивировали до 3 пассажа, со 

сменой среды один раз в три дня. Затем пассировали  каждые 7 дней. При 

достижении 75-80% монослоя, клеточную культуру снимали с пластика при 

помощи 0,05% раствора трипсина-ЭДТА (StemCell Technologies, США). От 
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фермента избавлялись средой для промывания клеток и осаждали при 300g  7 

минут. Осадок ресуспендировали в рабочей среде, после чего производили 

подсчет количества жизнеспособных клеток. Клетки пассировали на 

стерильные покровные стекла в чашках Петри (d=33 мм. Corning, США)  в 

500 мкл клеточной суспензии из расчета 5х103 кл/см2. Для адгезии клеток на 

стеклах, рабочую среду (1,5 мл) добавляли через 15 минут. Инкубация перед 

облучением проводилась в стандартных условиях (37°С, 5% CO2) в течение 

20 часов.  

 2.2 Выделение и культивирование мезенхимальных стволовых клеток 

костного мозга 

МСК костного мозга были получены от здорового добровольца 

(мужчина, 37 лет), подписавшего информированное согласие на проведение 

экспериментов. Аспират костного мозга, полученный в результате 

стернальной пункции, разбавляли в фосфатно-солевом буфере (PBS, Life 

Technologies, Gibco®, США), после чего выделяли мононуклеарные клетки 

путем центрифугирования в градиенте фиколла-урографина Ficoll-Рaque 

(lympholyte®, Cedarlane, Канада). Затем клетки промывали в PBS и 

культивировали в базовой среде для МСК человека MesenCultTM MSC Basal 

Medium with supplement (StemCellTM Technologies, Канада) с добавлением 

1% антибиотиков (пенициллин/стрептомицин) (Sigma-Aldrich, США). 

МСК костного мозга высаживались в культуральные вентилируемые 

флаконы с площадью дна 25 см2 (Corning, США) в концентрации 0,3x106 на 

флакон. Культивирование МСК костного мозга проводили в стандартных 

условиях СО2-инкубатора (37°С, 5% СО2, абсолютная влажность). Клетки 

пассировали каждые 7 дней. При достижении 75-80% монослоя, клеточную 

культуру снимали с пластика при помощи 0,05% раствора трипсина-ЭДТА 

(StemCell Technologies, США). От фермента избавлялись средой для 

промывания клеток и осаждали при 300g 7 минут. Осадок ресуспендировали 

в рабочей среде, после чего производили подсчет количества 
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жизнеспособных клеток. Клетки пассировали на стерильные покровные 

стекла в чашках Петри (d=33 мм. Corning, США)  в 500 мкл клеточной 

суспензии из расчета 5х103 кл/см2. Для адгезии клеток на стеклах, рабочую 

среду (1,5 мл) добавляли через 15 минут. Инкубация перед облучением 

проводилась в стандартных условиях (37 °С, 5% CO2) в течение 20 часов.  

2.3 Иммунофенотипическая характеристика выделенных 

мезенхимальных стволовых клеток 

Для иммунофенотипической характеристики клеток проводили анализ  

поверхностных маркеров клеток на проточном цитометре BD FACS Canto  II 

(США).) с использованием следующей панели антител: CD3, CD13, CD14, 

CD19, CD 178 CD25, CD29, CD31, CD34, CD38, CD44, CD45, CD69, CD73, 

CD90, CD105, CD106, CD166 и  HLA-DR (BD Bioscience, США). При 

исследовании иммунологической принадлежности МСК  наблюдалась 

высокая экспрессия (>60%) маркеров: CD90, CD105, CD166, CD44, CD73, 

промежуточная (30-60%): CD13, CD29 и CD69 и отсутствие экспрессии 

маркеров: CD45, CD34, CD133, CD3, CD19, CD25, CD38, CD45, CD106, CD31 

(<5% положительных клеток). Описанный  фенотип полностью 

соответствовал мультипотентным мезенхимальным стромальным клеткам и 

не менялся в процессе культивирования. 

2.4 Облучение 

Облучение клеток проводили на рентгеновской биологической 

установке РУБ РУСТ-М1 (Россия), оснащенной двумя рентгеновскими 

излучателями,  при мощности дозы 40 мГр/мин, напряжении 100 кВ, токе 0,8 

мА, фильтре 1,5 мм Al, и температуре 4˚C (для охлаждения использовались 

термогранулы LAB ARMOR BEADS). Погрешность отпускаемой дозы не 

превышала 15 %. После облучения клетки инкубировали в стандартных 

условиях СO2 инкубатора (37°C, 5% CO2). 
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  2.5 Иммуноцитохимические исследования 

 Клетки на покровных стеклах фиксировали параформальдегидом (4 % 

в фосфатно-солевом буфере, рН 7,4) в течение 20 мин при комнатной 

температуре, после чего дважды промывали в фосфатно-солевом буфере (рН 

7,4).  Пермеабилизировали 0,3 % Тритон-X100 в фосфатно-солевом буфере 

(рН 7,4), содержащем 2 % бычьего сывороточного альбумина для 

блокирования неспецифического связывания. Слайды инкубировали с 

первичными антителами (кроличьи моноклональные антитела к белку 

γН2АХ (Merck-Millipore, США) в разведении 1/200, мышиные 

моноклональные антитела к фосфорилированному белку АТМ (Merck-

Millipore, США) в разведении 1/400, мышиные моноклональные антитела к 

белку Ki67 (Merck-Millipore, США) в разведении 1/400 в  фосфатно-солевом 

буфере (рН 7,4), содержащем 1 % бычьего сывороточного альбумина, в 

течение 1 ч при комнатной температуре. Затем слайды промывали фосфатно-

солевым буфером (рН 7,4) и инкубировали при комнатной температуре в 

течение 1 ч с вторичными антителами IgG (H+L), конъюгированными с 

флуорохромами (антитела козы к белкам мыши,  конъюгированные с Alexa 

Fluor 488 (Life Technologies, США), в разведении 1/600 и антитела козы к 

белкам кролика,  конъюгированные с Rhodamine (Merck-Millipore, США), в 

разведении 1/400) в фосфатно-солевом буфере (рН 7,4), содержащем 1 % 

бычьего сывороточного альбумина. Для окраски ДНК и предотвращения 

фотовыцветания использовали содержащую DAPI заключающую среду 

ProLong Gold (Life Technologies, США).  

Визуализацию, документирование и обработку 

иммунноцитохимических микроизображений осуществляли на 

люминесцентном микроскопе Nikon Eclipse Ni-U (Nikon, Япония), 

оснащенном видеокамерой высокого разрешения ProgRes MFcool (Jenoptik 

AG, Германия) и 60х объективом, с использованием наборов светофильтров 

возбуждения/эмиссии (UV-2E/C: 340-380 нм/435-485 нм, B-2E/C: 465-495 
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нм/515-555 нм и Y-2E/C: 540-580 нм/ 600-660 нм). Анализировали не менее  

200 клеток на точку. Количество фокусов подсчитывали вручную.  

2.6 Анализ количества β- галактозидаза положительных клеток 

Подсчет количества β-галактозидаза положительных клеток был 

проведен с использованием коммерческого набора для оценки клеточного 

старения «Cellular Senescence Assay Kit» (EMD Millipore, США). Клетки 

были окрашены в соответствии с протоколом производителя: из чашек Петри 

отбирали питательную среду и промывали 2 мл 1х PBS. Затем добавляли по 1 

мл фиксирующего раствора на чашку и инкубировали 15 минут при 

комнатной температуре. Дважды промывали 2 мл 1х PBS. Добавляли 2 мл 

свежеприготовленного раствора для определения SA-β-gal. Инкубировали 4 ч 

с защитой от света при 37 Сͦ, в отсутствии СО2. Затем удаляли  раствор для 

определения SA-β-gal и дважды промывали чашки 2 мл 1х PBS. Присутствие 

фермента β-галактозидаза в клетках определяется по характерному 

окрашиванию цитоплазмы в зеленый цвет. На конечном этапе окраски мы 

использовали небольшую модификацию: клеточные ядра были окрашены 1 

мкг/мл Hoechst 33342 (Molecular Probes, США). Такая модификация 

позволяет значительно улучшить подсчет β-галактозидаза негативных 

клеток.  

Для длительного хранения окрашенных препаратов в чашки добавляли 

70% глицерол, разбавленный 1х PBS. Окрашенные клетки визуализировались 

на инвертированном флуоресцентном микроскопе Оlympus СКХ 41 SF 

(Оlympus, Япония), оснащенном камерой Infinity 3-1 (Lumenera Copr., 

Канада) CCD и 20х объективом с использованием фильтров 

возбуждения/эмиссии (СKX-U: 340-380нм/435-485 нм). 

2.7 Статистический анализ 

Статистический и математический анализ полученных данных 

проводился с использованием пакета статистических программ Statistica 8.0 
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(StatSoft). Результаты исследований представлены как среднее 

арифметическое результатов трех независимых экспериментов ± стандартная 

ошибка. Значимость различий оценивали с помощью t-критерия Стьюдента. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
 
3.1 Анализ накопления спонтанных двунитевых разрывов ДНК в 

длительно-культивируемых мезенхимальных стволовых клетках 

человека 

 

Как уже было упомянуто ранее, использование МСК в качестве 

экспериментальной модели требует подбора оптимального клеточного 

пассажа, поскольку наблюдаемые в результате радиационного воздействия в 

малых дозах эффекты могут быть вызваны не столько самим облучением, 

сколько быть обусловлены изменениями, происходящими в самих клетках в 

ответ на увеличение числа клеточных пассажей. Известно, что увеличение 

числа пассажей МСК может способствовать формированию хромосомных 

аберраций, клеточному старению, неспособности клеток к дифференцировке 

и злокачественной трансформации. В связи с этим мы считали необходимым 

провести анализ изменения числа фокусов γH2AX и pАТМ совместно с 

оценкой клеточной пролиферации в длительно культивируемых 

необлученных МСК десны (до 22 пассажа).   

Результаты подсчета свидетельствует о том, что на 3-16 пассажах число 

фокусов/ядро статистически значимо не меняется (r=0,66; p=0,11), в то время 

как на поздних (18-22) пассажах отмечается резкое, почти двукратное, 

увеличение числа фокусов/ядро (рис. 3.1 А). В отличие от γH2AX, число 

фокусов pАТМ увеличивается практически монотонно с увеличением числа 

клеточных пассажей (рис. 3.1 А). Математически зависимость можно описать 

уравнением линейной регрессии y=0,99 + 0,07*x (r=0,83; p=0,003), где у - 

число фокусов/ядро, а х - номер пассажа.  
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Рисунок 3.1. Иммуноцитохимический анализ фокусов γН2АХ и pАТМ. (A)  

изменения числа фокусов γН2АХ, pАТМ и их колокализации на 3-22 

клеточных пассажах; (Б) сравнительный анализ γН2АХ, pАТМ и их 

колокализации на ранних (3-8) и поздних (18-22) клеточных пассажах; (В) 

относительное количество (%) фокусов γН2АХ, колокализованных с pАТМ,  

на ранних и поздних клеточных пассажах; (Г) микрофотографии 

флуоресцентно-окрашенных клеточных ядер на 5 и 20 клеточных пассажах. 

Ядра окрашены DAPI в синий цвет. Яркие зеленые и красные точки - фокусы 

pАТМ и γН2АХ, соответственно. 
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Подобная картина наблюдается и для колокализованных фокусов 

γH2AX и pАТМ (рис. 3.1 А). Зависимость изменения числа 

колокализованных фокусов описывается линейным уравнением y=0,72+ 

0,03*x (r=0,73; p=0,017), где у - число фокусов/ядро, а х - номер пассажа.  

Представлялось интересным сравнить ранние (3-8) и поздние (18-22) 

клеточные пассажи. Как видно из рис. 3.1 Б, число γH2AX, pАТМ и 

колокализованных фокусов в клетках на поздних пассажах статистически 

значимо выше по сравнению с клетками на ранних пассажах. Однако если 

число фокусов γH2AX увеличивается в ~ 3 раза, то число pАТМ и 

колокализованных фокусов увеличивается всего ~ в 2 раза, соответственно. 

Сравнение доли фокусов γH2AX, колокализованных с pАТМ, показывает, 

что если на ранних пассажах с pАТМ было колокализовано 43±2 % фокусов 

γH2AX, то на поздних пассажах колокализация составляет всего 27±1 % (рис. 

3.1 В). Таким образом, можно сделать предварительное заключение о том, 

что резкое увеличение числа фокусов γH2AX на поздних пассажах является 

АТМ-независимым. 

На рис. 3.2 представлены результаты подсчёта числа фокусов γH2AX в 

пролиферирующих (Ki67+) и покоящихся (Ki67-) клетках. Видно, что в 

пролиферирующих клетках число фокусов γH2AX на 3-16 пассажах меняется 

незначительно, а на 18-22 пассажах происходит их резкое увеличение (рис. 

3.2 А). В покоящихся клетках наблюдается несколько иная картина (рис. 3.2 

А). Также как в случае с фокусами pАТМ, изменение их числа от количества 

клеточных пассажей можно описать уравнением линейной регрессии 

y=0,02+0,12*x (r=0,96; p=0,00001), где у - число фокусов/ядро, а х - номер 

пассажа. Более того, между числом фокусов γH2AX и pАТМ на разных 

пассажах отмечается статически значимая корреляционная зависимость 

(r=0,87; p=0,001). 
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Рисунок 3.2. Дифференцированный иммуноцитохимический анализ фокусов 

γН2АХ в Ki67+ и Ki67- клетках. (A) изменения числа фокусов γН2АХ в 

Ki67+ и Ki67- клетках на 3-22 клеточных пассажах; (Б) сравнительный 

анализ γН2АХ в Ki67+ и Ki67- клетках на ранних (3-8) и поздних (18-22) 

клеточных пассажах; (В) микрофотографии флуоресцентно окрашенных 

Ki67+ и Ki67- клеточных ядер на 5 и 20 клеточных пассажах. Ядра окрашены 

DAPI в синий цвет. Ki67 - зеленый, γН2АХ - красный. 
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Сравнение числа фокусов в клетках на ранних и поздних пассажах 

показало, что в клетках на поздних пассажах число фокусов статически 

значимо выше, чем на ранних, ~ в 3 раза независимо от пролиферативной 

активности (рис. 3.2 Б). Однако абсолютное число фокусов различается: ~ 6,4 

фокуса/клетку для пролиферирующих клеток и всего 2,6 фокуса/клетку для 

покоящихся. На основании этого можно заключить, что в пролиферирующих 

клетках на поздних пассажах задействован дополнительный механизм 

индукции ДР ДНК. 

Обобщая полученные результаты, можно сделать заключение о том, 

что в длительно культивируемых МСК на поздних (18-22) пассажах 

наблюдается статистически значимое (р<0,01) увеличение числа фокусов 

γH2AX ~ в 3 раза по сравнению с клетками на ранних (3-8) пассажах. При 

этом можно говорить, по крайней мере, о двух параллельно текущих 

процессах, ведущих к увеличению числа фокусов γH2AX в длительно- 

культивируемых клетках.  

Во-первых, это монотонное АТМ-коррелирующее увеличение числа 

фокусов γH2AX в длительно- культивируемых клетках. Киназа АТМ 

фосфорилирует гистон H2AX преимущественно в ответ на появление 

одиночных или множественных ДР ДНК [Caron P., 2015; Burma S., 2001], в 

отличие от АТR, осуществляющей фосфорилирование гистона H2AX в ответ 

на появление больших участков однонитевой ДНК (коллапс репликативных 

вилок, эксцизионная репарация нуклеотидов) [Ward I.M., 2001]. Таким 

образом, увеличение числа фокусов γH2AX, колокализованных с рАТМ, 

свидетельствует о накоплении ДР ДНК в длительно- культивируемых МСК. 

Возможно также, что это явление обусловлено накоплением ДР в 

теломерных участках ДНК. Так, результаты недавних исследований 

свидетельствуют о низкой эффективности репарации ДР в теломерной ДНК и 

накоплении фокусов γH2AX в теломерных повторах [Hewitt G., 2012; 

Fumagalli M., 2012]. Этот процесс тесно ассоциирован с клеточным 

старением и накоплением фокусов γH2AX в стареющих, потерявших 
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способность к делению клетках [Sedelnikova O.A., 2004]. В пользу этого  

предположения говорит показанное в нашей работе пассаж-зависимое 

постепенное увеличение числа фокусов γH2AX в покоящихся Ki67 

негативных клетках. Поскольку накапливающиеся с увеличением пассажей 

МСК фокусы γH2AX были плохо колокализованы с рАТМ, что наблюдалось 

и в работе Поспелова с соавт. [Pospelova T.V., 2009], они также могут быть не 

связаны с повреждениями ДНК. Было показано, что такие фокусы связаны с 

сигнальными путями mTOR в стареющих клетках и могут быть 

ингибированы рапамицином. 

Во-вторых, связанное с достижением определенного числа пассажей (в 

нашем случае 18-ти) резкое увеличение числа фокусов γH2AX, но не pATM. 

Этот феномен характерен только для пролиферирующих клеток. Таким 

образом, можно полагать, что он отражает увеличение ошибок, возникающих 

в процессе клеточной пролиферации, например, ДР ДНК, образующихся в 

результате коллапса вилок репликации на поздних пассажах, вызванного 

увеличением оксидативных повреждений вследствие ассоциированной со 

старением дисфункции митохондрий [Braidy N., 2011] или ассоциированного 

с митозом фосфорилирования H2AX по DNA-PKcs/CHK2 пути [Tu W.Z., 

2013].  

Другим объяснением увеличения числа фокусов γH2AX на поздних 

пассажах может быть их неэффективное дефосфорилирование, что также 

связано с процессами старения [Mamouni K., 2014; Liu B., 2012]. Более того, 

связанные с репликативным старением конформационные изменения 

хроматина также могут представлять собой источник образования 

дополнительных фокусов γH2AX на поздних пассажах МСК [Liu B., 2012]. 

Однако эта гипотеза не согласуется с результатами недавнего исследования с 

использованием другого маркера ДР ДНК, 53BP1 [White R.R., 2015]. Не 

исключено, что независимое от ATM фосфорилирование гистона H2AX на 

поздних пассажах может указывать на начало формирования в клетке 

фенотипа старения. Было показано, что киназная активность, определяемая 
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по концентрации и уровню фосфорилирования АТМ после воздействия ИИ у 

старых мышей была ниже, чем у молодых [Feng Z., 2007]. Напротив, было 

показано, что ATM-зависимая реакция на повреждение ДНК предотвращает 

дальнейшее повреждение, индуцирует SASP и повышает защиту от 

злокачественной трансформации [Menendez J.A., 2011]. Снижение 

активности АТМ может приводить к уменьшению активации p53-зависимых 

сигнальных путей в ответ на повреждение ДНК, индуцированное или 

спонтанное. В последствии это может приводить к резкому увеличению ДР 

ДНК в МСК на поздних пассажах и формированию фенотипа старения. 

Наконец, на различных тканях мыши и человека было показано, что возраст 

оказывает влияние на различные пути репарации ДНК [White R.R., 2013; 

Sukup-Jackson M.R., 2014; Vaidya A., 2014; MacRae S.L., 2015] и ее 

эффективность, что также может являться причиной накопления фокусов 

γH2AX в длительно-культивируемых МСК, полученных в данном 

исследовании. По-видимому, апоптотические клетки не играют роли в 

наблюдаемом накоплении маркеров генетической нестабильности, поскольку 

мы не наблюдали увеличения предположительно апоптотических клеток, 

содержащих > 25 фокусов γH2AX на клетку, и мы не обнаружили 

накопление ядер с апоптотической морфологией (данные не показаны).  

Таким образом, нами было показано, что МСК на ранних пассажах (3-

8) после выделения обладают наиболее оптимальными характеристиками, 

позволяющими использовать их в экспериментальной работе. Полученные 

результаты также могут быть использованы в клинической практике, 

поскольку увеличение количества полученных от донора МСК (около 1010 

клеток на одно лечение) достигается путем экспансии выделенной культуры 

за счет увеличения числа клеточных пассажей [Meirelles Lda S., 2009].   
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3.2 Ранние радиационные эффекты 

3.2.1 Оценка изменений числа и колокализации фокусов γH2AX и рATМ в 

ядрах мезенхимальных стволовых клеток, облученных рентгеновским 

излучением в малых дозах 

Одним из важных вопросов в радиационной биологии является вопрос 

зависимости наблюдаемых эффектов от дозы ионизирующего излучения. 

Поэтому нами был проведен детальный анализ изменений числа фокусов 

γH2AX, фокусов фосфорилированной (активной) АТМ (рATМ) и их 

колокализации в ранние временные сроки (5, 10, 15, 30, 60 и 120 мин) после 

облучения в дозах 20, 40, 80, 160 и 250 мГр. Выбор этих временных сроков 

был обусловлен тем, что они (в особенности 15-30 мин) наиболее часто 

используется для построения зависимостей изменения числа фокусов γH2AX 

от дозы излучения. Результаты анализа дозовых зависимостей представлены 

графически на рис. 3.3. Через 5 мин после облучения зависимость числа 

фокусов γH2AX от дозы можно с высокой значимостью аппроксимации 

(r=0,974; p=0,001; R2=0,949) описать линейным уравнением y=(0,588±0,279) + 

(0,019±0,002)*x, где у - среднее число фокусов в клеточном ядре, х – доза 

излучения в мГр (рис. 3.1). Таким образом, для МСК средний выход фокусов 

γH2AX на единицу поглощенной дозы через 5 мин после облучения равен ~ 

19±2 фокусов на клетку/Гр. Число фокусов рАТМ от дозы излучения в эту 

временную точку неплохо описывается (r=0,965; p=0,002; R2=0,932) 

линейной функцией y=(0,813±0,110)+(0,006±0,001)*x, где у - среднее число 

фокусов в клеточном ядре, х – доза излучения в мГр. При расчете на дозу 1 

Гр получается всего 6±1 фокуса/клетку/Гр. Это свидетельствует о низкой 

активации АТМ через 5 мин после облучения и об АТМ-независимом 

характере фосфорилирования Н2AХ в ранние сроки после облучения. 

Увеличение времени инкубации клеток после облучения до 15 мин приводит 

к линейно-зависимому от дозы излучения увеличению числа фокусов γH2AX 

и рАТМ.  
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Рисунок 3.3. Зависимости числа фокусов γН2AХ, рАТМ и их 

колокализизации в ядрах МСК человека от дозы рентгеновского излучения в 

различное время после воздействия. 
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Расчетное число фокусов γH2AX и рАТМ на клетку/Гр через 15 мин 

после облучения соответствует 29±2 и 22±1, соответственно. Обращает на 

себя внимание тот факт, что наибольшая колокализация фокусов γH2AX и 

рАТМ наблюдается через 30 мин после облучения. В эту временную точку 

зависимость числа фокусов γН2AX от дозы описывается линейным 

уравнением y=(1,600±0,421)+(0,033±0,003)*x (r=0,980; p=0,0006; R2=0,960), а 

дозовая зависимость рАТМ - у=(0,931±0,334) + (0,032±0,003)*x (r = 0,987;     

p = 0,0002; R2 = 0,974), где у - среднее число фокусов в клеточном ядре, х – 

доза излучения в мГр. В пересчете на 1 Гр, для γH2AX получается 33±3, а для  

рАТМ 32±3 фокуса/клетку/Гр. То есть, количественный выход фокусов 

γH2AX и рАТМ на единицу дозы через 30 мин после воздействия 

рентгеновского излучения практически совпадает. При дальнейшем 

увеличении времени инкубации до 60 мин количественный выход фокусов 

γH2AX на дозу несколько увеличивается (37±3 фокуса/клетку/Гр), в то время 

как выход рАТМ практически не меняется (34±4 фокуса/клетку/Гр). Через 

120 мин после облучения наблюдалось снижение числа фокусов как γH2AX, 

так и pАТМ, что обычно указывает на процесс восстановления 

поврежденных цепей ДНК. На рисунке 3.4 представлены микрофотографии 

фокусов γH2AX и pATM в ядрах МСК человека через 30 минут после 

воздействия рентгеновского излучения в дозах 20-250 мГр. На 

микрофотографиях ясно прослеживается тенденция к увеличению числа 

фокусов в клеточном ядре с увеличением дозы излучения. 
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Рисунок 3.4 Микрофотографии фокусов γH2AX и pATM в ядрах МСК 

человека через 30 минут после воздействия рентгеновского излучения в 

дозах 20-250 мГр. Фокусы pATM -зеленые, γH2AX-красные. Ядра окрашены 

DAPI в синий цвет. 
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Результаты исследования кинетики изменения числа фокусов γH2AX, 

рATМ и их колокализации в культивируемых МСК человека после 

облучения в дозах 20, 40, 80, 160 и 250 мГр представлены на рис. 3.5. Было 

показано, что после облучения в дозе 250 мГр наблюдается увеличение числа 

фокусов γH2AX с максимумом на 1 ч, после чего в течение последующих 3 ч 

происходит уменьшение их числа до ~ 40 % от наблюдаемого в точке 

максимума (p = 0,0004). Уменьшение дозы до 160 мГр отражается на 

кинетике процесса: снижение числа фокусов γH2AX происходит более 

медленно и через 4 ч после облучения остается уже ~ 60 % фокусов               

(p = 0,0487). Дальнейшее снижение дозы рентгеновского излучения до 80, 40 

и 20 мГр (диапазон малых доз) приводит к тому, что число фокусов γH2AX 

статически значимо не уменьшается через 4 ч после облучения (p=0,334, 

p=0,232 и p=0,607 соответственно) (рис. 3.5). Похожие закономерности 

наблюдались ранее в первичных фибробластах человека, но при облучении в 

гораздо более низких дозах (2.5-10 мГр) [Grudzenski S., 2010]. Авторы 

объясняли этот феномен индуцибельностью репарации ДНК в клетках 

млекопитающих при облучении в очень малых дозах. Однако в нашем случае 

отмечается эффективное фосфорилирование H2AX после облучения в малых 

дозах, свидетельствующее о распознавании ДР и начале процессов их 

репарации. Логичнее объяснить наблюдаемый эффект замедленной 

деградацией фокусов γH2AX или их возникновением de novo. 
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Рисунок 3.5. Кинетики изменения числа фокусов γН2AХ, рАТМ и их 

колокализизации в ядрах МСК человека после воздействия рентгеновского 

излучения в дозах 20-250 мГр. 
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Результаты анализа фокусов рАТМ и их колокализации с фокусами 

γH2AX свидетельствуют о том, что в случае облучения в дозе 250 мГр 

максимум активности АТМ приходится на 30-60 мин после облучения (рис. 

3.5). Как уже отмечалось ранее при анализе дозовых зависимостей, уже через 

5 мин после облучения отмечается увеличение числа фокусов γH2AX, 

неколокализованных с фокусами рАТМ, для дозы 160 и 250 мГр. 

Предполагается, что в клетках млекопитающих сразу после облучения (2-10 

мин) происходит активация киназы DNA-PKcs, а уже позже (10-56 мин) 

активация АТМ [Reitsema T., 2005]. Активация АТМ является сложным 

многоступенчатым процессом. Первичная активация ATM происходит при 

участии MRN-комплекса и заключается в диссоциации неактивных димеров 

ATM. Такая частично активированная ATM может участвовать в 

фосфорилировании некоторых белков, включая гистон H2AX. Тем не менее, 

для полной активации ATM необходимо двухступенчатое 

аутофосфорилирование этой киназы [Bakkenist C. J., 2003]. Поэтому в ранние 

сроки после облучения (до 10 мин) мы наблюдаем процессы 

фосфорилирования H2AX, предположительно обусловленные DNA-PKcs, а в 

более поздние (15-60 мин) - АТМ. Обращает на себя внимание тот факт, что 

фокусы рАТМ, как правило, колокализованы с γH2AX (рисунки 3.3 и 3.5). В 

то время как фокусы γH2AX, в особенности в ранние (5-10 мин) и поздние (2-

4 ч) времена после облучения часто не колокализованы с pATM (чем больше 

расстояние между темными и светлыми кружками на рис. 3.3, тем меньше 

колокализация фокусов γH2AX и pATM). То есть, в этих случаях 

фосфорилирование H2AX происходит без участия АТМ. Через 30 мин после 

облучения степень колокализации фокусов γH2AX и pATM является 

максимальной (почти перекрывающиеся темные и светлые кружки на рис. 

3.3).  
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Рисунок 3.6 Микрофотографии фокусов γH2AX и pATM в ядрах 

мезенхимальных стволовых клеток человека через 240 минут после 

воздействия рентгеновского излучения в дозах 20-250 мГр. Фокусы pATM –

зеленые, γH2AX-красные. Ядра окрашены DAPI в синий цвет. 
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При сравнении накладываемых микрофотографий фокусов γH2AX и 

pATM («Merged» на рис. 3.4 и 3.6) становится очевидным, что через 30 минут 

после облучения для некоторых доз только единичные фокусы γH2AX 

(красные фокусы) не были колокализованы с фокусами pATM (зеленые 

фокусы). В то же время через 240 минут после облучения во всем изученном 

диапазоне доз число неколокализованых фокусов γH2AX было 

существенным. Более того, становится очевидным, что степень 

колокализации зависит от дозы. В самом деле, для малых доз (ниже 160 мГр) 

степень колокализации фокусов была меньше, чем для средних. 

После облучения в дозах 40 и 80 мГр максимум фокусов рАТМ 

наблюдался через 30 мин, после чего отмечалось снижение числа как самих 

фокусов рАТМ, так и фокусов рАТМ, колокализиванных с γH2AX, 

практически до контрольных значений (рис. 3.5). В клетках, облученных в 

дозе 20 мГр, отмечались похожие процессы, но с максимумом фокусов 

рАТМ на 60 мин. Это свидетельствует о том, что механизмы поддержания 

высокого числа фокусов γH2AX через 2-4 ч после облучения в малых дозах 

являются АТМ независимыми.  

Мы провели корреляционный анализ, чтобы определить степень 

колокализации γH2AX и pATM в зависимости от дозы через 15, 30 и 60 мин. 

после облучения (Рис. 3.7 А, Б, В). Анализ выявил статистически значимую 

корреляцию между степенью колокализации фокусов и дозой излучения для 

всех исследуемых временных точек (Рис. 3.7 А, Б, В). Однако для доз 0-80 

мГр только через 30 мин (точка максимального выхода γH2AX и pATM) 

наблюдалось дозо-зависимое увеличение степени колокализации (Рис. 3.7 Б). 

Подобной зависимости не наблюдалось через 15 и 60 мин после облучения 

(Рис. 3.7 А, В). Затем мы провели сравнительный анализ изменения степени 

колокализации фокусов γH2AX и pATM для группы малых (20, 40 и 80 мГр) 

и средних (160 и 250 мГр) доз во всех исследованных временных точках.  
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Рисунок 3.7 Оценка колокализации фокусов γH2AX и pATM для малых и 

средних доз (А, Б, В). Процент фокусов γH2AX, колокализованных с 

фокусами pATM, был построен относительно дозы излучения для 15 минут 

(A) 30 мин. (Б) и 60 минут (В) после облучения. Линейная функция 

использовалась для описания статистически значимых отношений, с 

параметрами, указанными на соответствующих графиках. Г. Доли фокусов 

γH2AX, колокализованных с фокусами pATM, были объединены в две 

отдельные группы для малых (20, 40 и 80 мГр) и средних (160 и 250 мГр) доз. 

Результирующие кумулятивные проценты представлены как столбцы для 

обеих групп доз и контроля, и для каждой исследуемой временной точки. † и 

†† обозначают статистически значимое различие между группами малых и 

средних доз (p <0,05 и 0,01 соответственно). * и ** обозначают статистически 

значимое различие между группами контроля и средних доз (p <0,05 и 0,01 

соответственно). 
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Результаты этого сравнения, представленные на рисунке 3.7 Г, выявили 

значительно меньшую степень колокализации фокусов γH2AX и pATM для 

малых доз по сравнению со средними.  

Таким образом, на данном этапе нашего исследования мы 

использовали дозы, которые можно условно разделить на две группы - малые 

и средние. Первая группа включала дозы 20, 40 и 80 мГр. Вторая группа 

включала дозы 160 и 250 мГр. Поскольку молекулярные реакции в ответ на 

облучение являются динамическими процессами, которые развиваются и 

изменяются со временем, важно было также охватить несколько временных 

точек. Чаще всего кинетика образования фокусов γH2AX исследуется в 

течение 15-60 мин после облучения [Lobrich M., 2010; Neumaier T., 2012]. 

Такие же временные точки используются для оценки количества фокусов 

рАТМ. Колокализация фокусов pATM и γH2AX обычно рассматривается как 

подтверждение АТМ-зависимого характера фосфорилирования фокусов 

γH2AX. Наш подробный (по времени и дозе) анализ образования фокусов 

γH2AX и pATM в МСК привел к нескольким интересным выводам, 

описанным ниже.    

Во-первых, мы обнаружили линейную дозовую зависимость как для 

фокусов γH2AX, так и для фокусов pATM во всех исследуемых временных 

точках. В зависимости от дозы максимальный ответ наблюдался через 60 мин 

для γH2AX и через 30-60 мин для pATM. Среднее число фокусов на клетку 

на Гр, вычисленное математически из линейных уравнений во время 

максимального отклика, составляло 37 ± 3 и 32 ± 3 для γH2AX и pATM 

соответственно. Аналогичные дозовые кривые и количества фокусов были 

получены в течение 120 мин после облучения для других нормальных клеток 

человека, однако с использованием более высоких доз [Mariotti L.G, 2013]. 

Полученные нами результаты показывают, что ранние молекулярные 

реакции МСК на образовавшиеся в результате воздействия ИИ ДР ДНК 

являются нормальными и аналогичны таковым в дифференцированных 

клетках. 
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Во-вторых, и, что более интересно, заметные различия в кинетике 

фокусов γH2AX по сравнению с pATM наблюдались в период времени 

между 60 и 240 мин после облучения (рисунок 3.5). Скорость деградации 

фокусов γH2AX в MСК, обычно отражающая скорость воссоединения концов 

поврежденной ДНК, по-видимому, зависит от дозы излучения: чем ниже 

доза, тем ниже скорость воссоединения. 

Действительно, через 240 мин после воздействия рентгеновского 

излучения в дозе 250 мГр исчезло 60% от максимального числа фокусов 

γH2AX. Это же значение для дозы 160 мГр составило всего лишь 40%, в то 

же время для 20-80 мГр значительного уменьшения числа фокусов не 

наблюдалось (рис.3.5). Можно предположить, что ДР ДНК, образовавшиеся в 

результате облучения в малых дозах, не репарируются так же эффективно, 

как при облучении в средних дозах ИИ. Действительно, явление длительного 

присутствия фокусов γH2AX наблюдалось в облученных альфа-частицами 

нормальных фибробластах человека и было связано с более высокой 

сложностью образовавшихся ДР ДНК по сравнению с быстро 

деградирующими фокусами γH2AX, наблюдавшимися после воздействия γ-

излучения [Antonelli F., 2015]. Аналогичные результаты были получены для 

непролиферирующих клеток эпителия молочной железы человека, 

облученных ионами железа [Groesser T., 2011]. Однако используемые в этих 

работах дозы были значительно выше (0,5-2 Гр), чем дозы, использованные в 

нашем исследовании. С другой стороны, маловероятно, чтобы с 

уменьшением дозы излучения с низкой линейной передачей энергии (ЛЭП), 

такого как рентгеновское излучение, использованное в нашем исследовании, 

увеличивалась сложность ДР ДНК. Дозо-зависимые закономерности 

кинетики образования фокусов, аналогичные обнаруженным в нашем 

исследовании, были получены для первичных культур фибробластов 

человека в диапазоне более низких доз: между 2,3 и 10 мГр [Grudzenski S., 

2010]. Авторы также показали, что после предварительной обработки 10 мкМ 

пероксида водорода первичные фибробласты человека могут эффективно 
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восстанавливать ДР ДНК, индуцированные облучением в дозе 1 мГр. Это 

свидетельствует в пользу индуцибельного характера репарации ДР ДНК и 

предоставляет еще один аргумент против объяснения длительного 

присутствия фокусов γH2AX после облучения в малых дозах сложностью 

образовавшихся ДР ДНК. Альтернативным объяснением может быть de novo 

образование дополнительных фокусов, которые не обязательно связаны с 

радиационно-индуцированными ДР ДНК. Скорее всего, они представляют 

собой временные фокусы, образовавшиеся в S-фазе клеточного цикла после  

остановки вилки репликации, которая может произойти в результате 

образования эндогенных или индуцированных однонитевых разрывов ДНК 

[Saleh-Gohari N., 2005]. В отличие от фокусов γH2AX, кинетика фокусов 

pATM не зависела от дозы излучения, и их эффективная деградация 

наблюдалась во всем изученном диапазоне доз. Такая несвязанная кинетика 

фокусов для двух белков после воздействия малых доз ИИ показывает, что 

статус фосфорилирования H2AX в МСК независим от активированной ATM. 

В-третьих, анализ выявил зависимость степени колокализации γH2AX 

и pATM от дозы излучения (рис. 3.5). Более того, при рассмотрении отдельно 

групп малых и средних доз наблюдалась слабая корреляция между степенью 

колокализации фокусов γH2AX с pATM и дозой излучения. Из этого следует, 

что две дозовые группы качественно различаются с точки зрения того, как 

молекулярные реакции на образование ДР ДНК реализуются в MСК. Для 

малых доз эти различия наблюдаются, во-первых, в длительном присутствии 

фокусов γH2AX и, во-вторых, в низкой степени колокализации фокусов 

γH2AX и pATM. Последнее четко продемонстрировано на рис. 3.7 Г, где 

статистически значимые различия в степени колокализации γH2AX и pATM 

наблюдаются между группами малых и средних доз (данные для 20-80 мГр 

были объединены в группу малых доз, а 160 и 250 мГр в группу средних доз). 

Стоит заметить, что степень колокализации фокусов для малых доз 

была схожа с таковой в необлученном контроле во всех временных точках, 

кроме 30 минут, где наблюдалась максимальная колокализация. Низкая 
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степень колокализации γH2AX и pATM в первые 15 минут после облучения 

может быть объяснена низким числом фокусов pATM сразу после облучения. 

Это может быть связано с пределом обнаружения или тем фактом, что 

активации АТМ, возникающей через 10-60 мин после образования 

повреждения ДНК, как полагают, предшествует очень ранняя (2-10 мин) 

активация DNA-PKcs, которая также является киназой, способной 

осуществлять фосфорилирование H2AХ [Flassig R.J., 2014].  

Как упоминалось ранее, отсутствие колокализации фокусов γH2AX и 

pATM через 60-240 мин после облучения в малых дозах может указывать на 

нерадиационно-индуцированный характер фокусов или ДР ДНК. Фокусы 

γH2AX могут образовываться в стареющих клетках, и в этом случае они не 

имеют прямого отношения к повреждению ДНК или, по крайней мере, к 

экзогенно- индуцированному повреждению ДНК [Pospelova T.V., 2009; 

Darzynkiewicz Z., 2009]. Однако развитие признаков преждевременного 

старения, вызванного стрессом, обычно требует больших периодов времени 

после воздействия. Поэтому данная вероятность исключается в связи с 

результатами, полученными через 4 ч после облучения.  

Гистон H2AX может быть фосфорилирован не только киназой АТМ, но 

также DNA-PKcs и ATR-киназами, активация которых не всегда 

инициируется образованием радиационно-индуцированных ДР ДНК [Stiff T., 

2004; Ward I.M., 2001]. Поэтому в качестве гипотезы, объясняющей феномен 

поддержания высокого числа фокусов γН2AХ после облучения в малых 

дозах, можно предположить дополнительное фосфорилирование Н2AХ 

киназой ATR. Эта киназа активируется преимущественно в S фазе в ответ на 

коллапс репликативных вилок. В отличие от АTR, активность АТМ в S фазе 

существенно не меняется, а спонтанное фосфорилирование АТМ 

наблюдается редко. Одновременная гиперпродукция свободных радикалов, 

часто наблюдаемая после воздействия ионизирующего излучения в малых 

дозах, и стимуляция пролиферации МСК может приводить к репликативному 

стрессу и генерации вторичных ДР. Феномен стимуляции пролиферации 
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малыми дозами рентгеновского излучения (50 и 75 мГр) был показан для 

МСК костного мозга крыс. При этом максимальное увеличение доли клеток в 

S фазе наблюдалось как раз через 2-6 ч после облучения [Liang X., 2011]. В 

пользу выдвинутой гипотезы говорит и факт снижения числа фокусов pАТМ 

через 2-4 ч после облучения. Важно отметить, что ДР, возникающие в 

результате коллапса репликативных вилок, репарируются путем медленного, 

но более корректного механизма ГР и поэтому, в целом, представляют 

меньшую опасность для дальнейшей судьбы клетки по сравнению с 

радиационно-индуцированными ДР [Saleh-Gohari N., 2005]. 

 

3.2.2 Сравнительные исследования изменений числа и колокализации фокусов 

γH2AX и рATМ в ядрах мезенхимальных стволовых клеток, облученных в 

дозах 80 и 1000 мГр  

 

Для проверки выдвинутой выше гипотезы было решено провести 

сравнительные исследования кинетики образования и деградации фокусов 

γH2AX и рАТМ в покоящихся и пролиферирующих МСК костного мозга 

человека после воздействия рентгеновского излучения в малой (80 мГр) и 

средней (1000 мГр) дозах. При этом выбор дозы 80 мГр был обусловлен тем, 

что такая доза ИИ может быть получена пациентом суммарно при 

прохождении нескольких медицинских диагностических или лечебных 

процедур, например, КТ. В свою очередь, доза 1000 мГр была выбрана из 

диапазона средних доз [UNSCEAR, 2012], поскольку наблюдаемые 

радиобиологические эффекты после облучения в этой дозе уже ярко 

выражены. 

Для исследований пострадиационных изменений числа фокусов γH2AX 

в облученных МСK нами были выбраны временные точки: 0,5, 4 и 24 ч после 

облучения. Как было показано ранее, именно через 0,5 ч после облучения в 

дозе 80 мГр наблюдается максимальное число фокусов γH2AX в МСК 
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человека. При этом известно, что примерно через 4-6 ч после облучения 

заканчивается быстрая фаза репарации ДР, за время которой репарируется ~ 

80 % ДР ДНК, а к 24 ч медленная фаза репарации [Goodarzi A.A., 2010].  

Результаты исследований показали, что кинетика пострадиационных 

изменений числа фокусов γH2AX после облучения в дозах 80 и 1000 мГр 

существенно отличается (рис. 3.8).  
 

 

Рисунок 3.8. Иммуноцитохимический анализ фокусов γH2AX в МСК, 

облученных в дозах 80 мГр и 1000 мГр. (A) Микрофотографии МСК, 

окрашенных DAPI и флуоресцентно-мечеными антителами к γH2AX. 

(Б) Число фокусов в клетках, облученных в дозах 80 мГр и 1000 мГр. 

(В) Доля фокусов в процентах от числа, образующегося через 0,5 ч 

после облучения.  
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В то время как через 4 ч после облучения в дозе 1000 мГр регистрируется 

только 25,8±3,1 % фокусов от наблюдаемого через 0,5 ч (рис. 3.8 В), то через 

4 ч после облучения в дозе 80 мГр – 60,5±9,8 % (рис. 3.8 В). Через 24 ч после 

облучения различия становятся еще более выраженными: 1,3±0,4 % в 

клетках, облученных в дозе 1000 мГр и 33,6±8,2 % после облучения в дозе 80 

мГр (рис. 3.8 В). Число фокусов γH2AX через 24 ч после облучения в дозе 80 

мГр было также статистически значимо (р=0,033) выше контрольных 

значений (рис. 3.8 Б). 

На основании полученных данных можно сделать заключение о том, что 

даже через 24 ч после облучения в малой дозе в асинхронной популяции 

МСК человека наблюдается феномен длительного поддержания 

повышенного числа фокусов γН2АХ.  

Результаты исследований пострадиационных изменений числа фокусов 

γH2AX, колокализованных с фокусами фосфорилированной киназы АТM, 

показали, что через 24 ч после облучения в дозе 80 мГр доля фокусов γH2AX, 

колокализованных с pATM, не отличалась от контрольного уровня. Это 

может свидетельствовать о том, что наблюдаемые после облучения в дозе 80 

мГр остаточные фокусы γH2AX могут быть АТМ-независимыми. Анализ 

изменений числа колокализованных фокусов показал, что через 4 ч после 

облучения их число снижается до ~ 24-32 %, а через 24 ч до 4-6 % от числа 

зарегистрированного через 0,5 ч после облучения (рис. 3.9 В). При этом не 

отмечалось статистически значимых различий между клетками, 

облученными в малой и средней дозах (рис. 3.9 В). Уже через 4 ч после 

облучения в малой дозе абсолютное число колокализованных фокусов 

статистически достоверно не отличалось от контрольных значений (рис. 3.9 

Б). 
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Рисунок 3.9. Иммуноцитохимический анализ колокализации фокусов 

γH2AX/pAТМ в МСК, облученных в дозах 80 мГр и 1000 мГр. (A) 

Микрофотографии МСК, окрашенных флуоресцентно-мечеными 

антителами к pATM (зеленые фокусы) и γH2AX (красные фокусы). 

Ядра окрашены DAPI (синий). (Б) Сравнительные изменения 

колокализации фокусов γH2AX/pAТМ в клетках, облученных в дозах 

80 мГр и 1000 мГр. (В) Доля фокусов в процентах от числа, 

образующегося через 0,5 ч после облучения. 

 

Таким образом, результаты исследований подтверждают наше 

предыдущее заключение о том, что киназа АТМ не задействована в 

длительном поддержании повышенного числа фокусов γH2AX в МСК, 

облученных в малой дозе рентгеновского излучения. 
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3.2.3 Анализ изменения числа фокусов γH2AX в пролиферирующих и  

покоящихся клетках 

Известно, что процессы индукции и репарации ДР ДНК в 

пролиферирующих и покоящихся клетках существенно различаются. Как 

уже было сказано ранее, одним из источников ДР ДНК в пролиферирующих 

клетках является коллапс репликативных вилок в S фазе клеточного цикла. 

Было логично предположить, что феномен длительного поддержания 

повышенного числа фокусов γН2АX в МСК, облученных в малой дозе, 

обусловлен не неэффективной репарацией первичных радиационно-

индуцированных ДР ДНК, а их образованием de novo в пролиферирующих 

клетках. Для проверки этого предположения был проведен 

дифференцированный анализ пострадиационных изменений числа фокусов 

γН2АX в покоящихся и пролиферирующих клетках с использованием белка 

Ki67 в качестве маркера клеточной пролиферации. Этот белок присутствует в 

пролиферирующих, но отсутствует в покоящихся клетках. 

Из рис. 3.10 Б видно, что в пролиферирующих клетках фоновое число 

фокусов γН2АX ~ в 4 раза (р<0,001) выше, чем в покоящихся (2,74±0,11 и 

0,68±0,11, соответственно). После облучения как в средней, так и в малой 

дозе в покоящихся клетках отмечалась сходная кинетика изменений числа 

фокусов γН2АX (рис. 3.10 Б, левая панель). Так через 4 часа после облучения 

в средней дозе (1000 мГр) оставалось 25,2±6,5 %, а через 24 ч 4,6±2,1 % 

фокусов от числа, зарегистрированного через 0,5 ч. Уже через 4 часа после 

облучения в малой дозе (80 мГр) абсолютное число фокусов γН2АX 

статистически значимо не отличалось от контрольных значений (рис. 3.8 Б, 

левая панель). 
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Рисунок 3.10. Иммуноцитохимический анализ фокусов γH2AX в 

покоящихся (Ki67‐) и пролиферирующих (Ki67+) клетках. (A) 

Микрофотографии иммунофлуоресцентно окрашенных облученных 

МСК. Белок Ki67 – зеленый, фокусы γH2AX – красные. Ядра 

окрашены DAPI в синий цвет. (Б) Сравнительный анализ изменений 

числа фокусов в покоящихся и пролиферирующих клетках, 

облученных рентгеновским излучением в дозах 80 мГр и 1000 мГр.  

 

В пролиферирующих клетках наблюдается иная картина. После 

облучения в малой дозе число фокусов γН2АX практически не меняется и 

даже через 24 ч остается статически значимо (р=0,042) выше контрольных 

значений (рис. 3.10 Б, правая панель). Таким образом, результаты 

исследований позволяют прийти к заключению о том, что длительное 

поддержание повышенного числа фокусов γH2AX после облучения в малой 

дозе связано с пролиферативной активностью клеток.   
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В отличие от 1000 мГр, где через 24 ч после облучения отмечается 

эффективное дефосфорилирование фокусов γН2АХ, в ядрах клеток, 

облученных в дозе 80 мГр, наблюдались остаточные фокусы γН2АХ, 

неколокализованные с pATM. Подобное явление отмечалось нами в 

предыдущей части нашей работы и, судя по всему, является характерным для 

малых доз. Эти «остаточные» фокусы γН2АХ обнаруживаются 

преимущественно в пролиферирующих клетках. Учитывая данные 

особенности, можно предположить, что эти фокусы не являются результатом 

прямого радиационного повреждения ДНК, а скорее связаны с процессами 

репликации. Действительно, H2AX может подвергаться фосфорилированию 

во время ошибок репликации, таких как остановка вилки репликации, в этом 

случае фосфорилирование осуществляется ATR, а не ATM, [Ward I.M., 2001; 

Firsanov D.V., 2011]. Эти ошибки могут быть результатом повышенной 

генерации активных форм кислорода и азота, характерных для метаболизма 

S-фазы во время стимуляции пролиферации малыми дозами [Liang X., 2011; 

Kim C.S., 2007; Liang X., 2016]. В отличие от ДР ДНК, непосредственно 

индуцированных излучением (или продуктами радиолиза воды), ошибки 

репликации во время S-фазы обычно приводят к образованию длинных 

однонитевых участков ДНК и ДР ДНК, которые инициируют активацию 

киназы ATR и репарируются путем ГР [Kim K.P., 2017; Gelot C., 2015]. ГР 

является более медленным механизмом репарации ДНК по сравнению с 

НГСК. В то же время НГСК ответственен за репарацию около 80%  

радиационно-индуцированных ДР [Goodarzi A.A., 2010; Shibata A., 2014]. 

Поэтому мы полагаем, что в МСК человека облучение в малых дозах 

предпочтительно приводит к образованию повреждений ДНК в S-фазе и 

связано с активацией точного пути репарации по механизму ГР. 

Впоследствии именно этот процесс приводят к длительно-существующим 

pATM-независимым фокусам γН2АХ, которые обычно именуют 

«остаточными» фокусами. 
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3.3 Отдаленные эффекты облучения 

3.3.1 Количественный анализ фокусов γH2AX в потомстве облученных 

клеток 

В предыдущих частях нашей работы было показано, что присутствие 

повышенного числа фокусов γH2AX через 24 ч после облучения в малых 

дозах МСК человека обусловлено их образованием de novo. При этом 

образующиеся ДР ДНК предположительно репарируются путем точного 

механизма ГР. Тем не менее, для оценки последствий облучения в малых 

дозах представлялось чрезвычайно важным изучить возможную 

трансгенерационную передачу повреждений ДНК или их генерацию de novo 

в потомках облученных клеток.  

В ходе настоящей работы был проведен количественный анализ фокусов 

γH2AX на 3, 5, 8 и 11 клеточных пассажах после облучения МСК костного 

мозга человека.  

При анализе результатов исследований, представленных на рис. 3.11, 

необходимо принимать во внимание, что облучение клеток проводилось на 3-

м клеточном пассаже. Поэтому для подсчета клеточных пассажей с начала 

культивирования необходимо прибавить 3. Прежде всего обращает на себя 

внимание тот факт, что на 11-м (14-м с начала культивирования) пассаже 

контрольных клеток число фокусов γH2AX ~ в 1,7 раза (р=0,022) выше, по 

сравнению с 3-м (6-м с начала культивирования) пассажем (рис. 3.11). Эти 

результаты хорошо согласуются с нашими предыдущими данными, 

полученными для длительно-культивируемых МСК десны. По всей 

видимости, увеличение числа фокусов γH2AX на поздних пассажах 

первичных нормальных (неиммортализованных и неопухолевых) клеточных 

культур тесно ассоциировано с процессами клеточного старения.  
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Рисунок 3.11. Изменение числа фокусов γH2AX в зависимости от 

клеточного пассажа в контрольных и облученных клетках.  

Из рис. 3.11 видно, что на 3-м и 5-м пассажах в клетках, облученных в 

дозах 80 и 1000 мГр, не отмечается статистически значимых различий числа 

фокусов γH2AX по сравнению с контрольными клетками. Однако на 8-м и 

11-м (11-м и 14-м с начала культивирования) пассажах потомков клеток, 

облученных в дозе 1000 мГр, отмечается статистически значимое (р<0,05) 

увеличение числа фокусов γH2AX (рис. 3.11). При этом число фокусов 

γH2AX в потомках клеток, облученных в дозе 80 мГр, статистически значимо 

не отличается от контрольных значений на соответствующих пассажах (рис. 

3.11).  

В целом полученные результаты свидетельствуют о том, что облучение в 

малой дозе (80 мГр), в отличие от облучения в средней дозе (1000 мГр), не 

приводит к увеличению числа фокусов γH2AX в потомках облученных 

клеток. 
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3.3.2 Оценка пролиферативной активности в потомстве облученных клеток 

Одной из наиболее важных характеристик клеточной популяции, в 

особенности МСК, является пролиферативная активность. МСК, выделенные 

из различных источников, обладают различной пролиферативной 

активностью и ограниченным числом удвоения популяций, при достижении 

которого клетка вступает в репликативное старение [Koobatian M.T., 2015]. 

При старении клетка подвергается необратимой остановке клеточного цикла 

и, таким образом, теряет свою способность к делению. Повреждающие 

факторы, такие как ИИ, также могут приводить к остановке клеточного 

цикла и индукции преждевременного клеточного старения [Tchkonia T., 

2013].  

В ходе работы было проведено исследование изменений доли 

пролиферирующих (Ki67 позитивных) клеток при длительном 

культивировании контрольных и облученных клеток. 

Результаты исследований свидетельствуют о том, что на 11-м (14-м с 

начала культивирования) пассаже контрольной клеточной популяции  

отмечается статистически значимое (р=0,039) снижение доли Ki67 

позитивных клеток ~ в 1,6 раз по сравнению с 3-м (6-м с начала 

культивирования) клеточным пассажем (рис. 3.12). В потомках клеток, 

облученных в дозе 1000 мГр, на 11 пассаже после облучения доля 

пролиферирующих клеток была статически значимо (р=0,043) ниже 

контрольного значения. В то время как в потомках клеток, облученных в дозе 

80 мГр, не отмечалось статистически значимых изменений пролиферативной 

активности по сравнению с контрольными клетками на соответствующих 

пассажах (рис. 3.12). 
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Рисунок 3.12. Иммуноцитохимический анализ пролиферативной 

активности клеток (Ki67+). (A) Микрофотография МСК, окрашенных 

флуоресцентно-мечеными антителами к белку Ki67 (Ki67+ клетки 

указаны стрелками). (Б) Изменение клеточной пролиферации в 

зависимости от пассажа в контрольных и облученных МСК.  

 

3.3.3 Оценка клеточного старения в потомстве облученных клеток  

Во многих работах было показано, что МСК не подвергаются 

программируемой клеточной гибели путем апоптоза как после облучения в 

малых дозах [Alessio N., 2015], так и в больших дозах порядка 20 Гр [Nicolay 

N.H., 2013; Cmielova J., 2012]. Клеточное старение, напротив, повышается и, 

судя по всему, является основным механизмом, приводящим к снижению 

клеточной пролиферации после образования значительных повреждений 

генетического материала [Nicolay N.H., 2015].  

Для оценки возможного влияния облучения на процессы клеточного 

старения в потомках облученных клеток был проведен анализ доли клеток с 

высокой активностью, ассоциированной со старением (Senescence-

Associated) β-галактозидазы (SA-β-gal). Этот фермент традиционно считается 
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классическим маркером клеточного старения, его активность резко 

повышена в стареющих клетках. 

Результаты исследований, представленные на рис. 3.13, показывают, что 

в популяции контрольных клеток с увеличением числа пассажей 

увеличивается доля SA-β-gal позитивных клеток. Так на 11-м пассаже (14-м с 

начала культивирования) доля SA-β-gal позитивных клеток была ~ в 2,1 раза 

выше (р=0,008) по сравнению с 3-м пассажем (6-м с начала 

культивирования). В потомках клеток, облученных в дозе 1000 мГр, 

отмечается процесс ускоренного радиационно-индуцированного старения, 

что хорошо заметно на 11-м пассаже после облучения (рис. 3.13 Б). Тогда как 

в потомках клеток, облученных в малой дозе, на поздних пассажах 

отмечается даже некоторая, хотя и статистически незначимая, тенденция к 

снижению доли SA-β-gal позитивных клеток (рис. 3.13 Б).  

 

 

Рисунок 3.13. Анализ SA‐β-gal позитивных клеток на различных 

пассажах в контрольных и облученных МСК. (A) Изображения SA‐β-gal 

позитивных клеток (указаны стрелками – цитоплазма окрашена в темно-

зеленый цвет). Ядра окрашены Hoechst 33342 (голубые). (Б) Изменение 

доли (%) SA‐βgal позитивных клеток в зависимости от клеточного 

пассажа в контрольных и облученных клетках. 
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В самом деле, результаты исследований отдаленных эффектов облучения 

показали, что на 3 и 5 пассажах потомков клеток, облученных в дозах 80 и 

1000 мГр, число фокусов γH2AX не отличается от контрольных значений. 

Это говорит о том, что, по крайней мере, после облучения в этих дозах в 

культурах МСК не наблюдается описанной в работе [Vaurijoux A., 2017] 

передачи длительно существующих фокусов γН2АХ через клеточные 

деления. Наблюдаемое на 8 и 11 пассажах клеток, облученных в дозе 1000 

мГр, увеличение числа фокусов γН2АХ можно объяснить РИНГ или 

ускоренным старением клеток. Однако РИНГ наблюдается в основном в 

культурах иммортализованных или опухолевых клеток. В первичных 

культурах нормальных клеток существенный вклад в увеличение количества 

ДР ДНК вносит клеточное старение. В пользу данного предположения 

говорят результаты, полученные нами для длительно-культивируемых 

необлученных МСК десны, где на поздних пассажах наблюдается резкое 

увеличение числа фокусов γH2AX, ассоциированное со снижением 

пролиферативной активности, а в случае МСК костного мозга еще и с 

увеличением доли SA‐βgal позитивных клеток. Можно предположить, что 

воздействие ионизирующего излучения в дозе 1000 мГр лишь 

интенсифицирует этот процесс. В пользу этого говорит и тот факт, что на 11 

пострадиационном пассаже клеток, облученных в дозе 1000 мГр, увеличение 

числа фокусов γН2АХ также сопровождалось снижением пролиферативной 

активности и увеличением доли SA‐βgal позитивных клеток. Важно 

отметить, что облучение в дозе 80 мГр не приводило к статистически 

значимым изменениям исследуемых показателей в потомках облученных 

клеток в течение 11 пассажей после облучения. В целом полученные 

результаты позволяют сделать важное заключение о том, что облучение в 

малой дозе не индуцирует процессы ускоренного старения и РИНГ в 

потомках облученных клеток.    
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

В ходе проведенных исследований были получены новые данные об 

особенностях формирования раннего и отдаленного отклика культивируемых 

МСК человека на воздействие ИИ в малых дозах. Показано, что низкая 

степень колокализации γH2AX и pATM в ранних временных сроках после 

облучения может быть связана с медленной активацией АТМ, возникающей 

через 10-60 мин после образования повреждений ДНК. Ей, как полагают, 

предшествует очень ранняя (2-10 мин) активация DNA-PKcs, которая также 

является киназой, способной осуществлять фосфорилирование H2AХ [Flassig 

R.J., 2014]. Обнаружено, что хотя воздействие рентгеновского излучения в 

малой дозе и вызывает феномен длительного поддержания повышенного 

числа фокусов γН2АХ, эти фокусы не колокализованы с фокусами 

активной/фосфорилированной киназы АТМ. Более того, присутствие 

повышенного числа фокусов γН2АХ через 24 ч после облучения в дозе 80 

мГр наблюдалось только в пролиферирующих клетках. По всей видимости, 

феномен длительного поддержания повышенного числа фокусов γН2АX в 

пролиферирующих клетках, облученных в малой дозе, обусловлен не 

неэффективной репарацией первичных радиационно-индуцированных ДР 

ДНК, а образованием вторичных фокусов γН2АX.  

Образование таких вторичных фокусов γН2АX может быть объяснено 

с позиции уже известных для облучения в малых дозах радиобиологических 

эффектов. В частности, одним из таких эффектов является «эффект 

свидетеля» («bystander effect»), выражающийся в проявлениях эффектов 

облучения в клетках, которые непосредственно не подвергались облучению. 

Показано, что образование ДР ДНК в этих клетках достигает максимальной 

величины между 12 и 48 ч [Sedelnikova O.A., 2007], что согласуется с 

полученными нами результатами. Считается, что повреждения ДНК в 

необлученных клетках возникают вследствие гипергенерации активных форм 

кислорода и азота [Jalal N., 2014; Yakovlev V.A., 2015]. Показано, что фокусы 
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γН2АХ в таких клетках фосфорилируются киназой ATR и образуются 

преимущественно в S фазе клеточного цикла.  

Другим эффектом облучения в малых дозах является описанная в 

различных работах стимуляция клеточной пролиферации, приводящая к 

увеличению доли клеток в S фазе. Повышенная генерация активных форм 

кислорода и азота, индуцирующих выход свободно-радикальных 

повреждений ДНК, приводит в S фазных клетках к коллапсу репликативных 

вилок. Образующиеся при этом ДР репарируются только по механизму ГР, а 

фосфорилирование гистона H2AX осуществляется преимущественно киназой 

ATR. В отличие от киназы АТМ, активирующейся в ответ на образование 

ДР, АТR активируется в ответ на появление участков однонитевой ДНК, 

которые образуются в результате остановки или коллапса репликативных 

вилок и эксцизионной репарации нуклеотидов. По сравнению с 

некорректным, но быстрым механизмом НГСК, по которому репарируется ~ 

80 % радиационно-индуцированных ДР ДНК, ГР является более корректным, 

но в то же время более медленным процессом. Поэтому вторичные фокусы 

γН2АХ, возникающие в местах репарации репликативных ДР после 

облучения в малых дозах имеют большее время жизни, но, по всей 

видимости, не являются маркером критических для судьбы клетки и ее 

потомков повреждений ДНК.  

В совокупности наши результаты по изучению ранних эффектов 

показывают, что остаточные фокусы γН2АХ, наблюдаемые после облучения 

клеток в малых дозах, не являются результатом присутствия ДР ДНК, 

которые не могут воссоединиться. Они скорее представляют собой 

вторичные фокусы de novo образовавшиеся в пролиферирующих клетках во 

время репликации ДНК. Однако независимо от происхождения остаточных 

фокусов γН2АХ, один из ключевых вопросов заключается в том, могут ли 

они представлять серьезную проблему в отношении долгосрочных 

последствий облучения в малых дозах ИИ. Поэтому мы проанализировали 

различные показатели, такие как число фокусов γН2АХ, пролиферация и 
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старение в потомстве облученных клеток на 3, 5, 8 и 11 пассажах, 

соответствующих 21, 35, 56 и 77 дням культивирования. Мы показали, что 

клетки, подверженные воздействию ИИ в малой дозе, не отличались от 

контрольных необлученных клеток во всех исследованных временных точках 

для всех измеренных показателей, в отличие от клеток, облученных в дозе 

1000 мГр рентгеновского излучения, где эффекты можно интерпретировать 

как пагубные. Таким образом, мы обнаружили более высокие значения числа 

фокусов γН2АХ, снижение клеточной пролиферации и увеличение 

клеточного старения с увеличением номера клеточного пассажа в потомстве 

облученных в дозе 1000 мГр клеток. 

  Последствия воздействия ИИ связаны с рисками для здоровья. В 

настоящее время неопределенности, связанные с рисками здоровья 

представляют серьезную научную проблему, влияющую на многие сферы 

жизни человека. Сюда относится как радиологическая защита населения и 

работников атомной промышленности, так и защита пациентов, 

подвергающихся воздействию медицинских диагностических процедур, 

исследование космоса и др. Эффекты воздействия больших доз ИИ, в 

основном оцениваемые по риску возникновения радиационно-

индуцированных злокачественных новообразований, не были однозначно 

подтверждены экспериментально для малых доз [Mitchel R.E., 2015]. 

Поскольку исследование заболеваемости раком в экспериментах на 

животных является чрезвычайно сложной задачей, были предприняты 

значительные усилия для поиска подходящих суррогатных маркеров 

мутагенности и канцерогенности для in vitro или ex vivo исследований с 

использованием клеток человека. В настоящее время к таким маркерам 

относятся дицентрические хромосомы [An Q., 2008], микроядра [Bertucci A., 

2016] и фокусы γН2АХ [Bonner W.M., 2008]. Однако пока неясно, являются 

ли они хорошими маркерами для прогнозирования отдаленных эффектов 

воздействия ИИ [Lee W.H., 2016]. Физиологические системные изменения, 

такие как репликативное клеточное старение или преждевременное старение, 
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могут обеспечить лучшую оценку отдаленных последствий, связанных с 

воздействием малых доз. Действительно, в какой-то степени рак является 

связанным со старением системным заболеванием, и многие пути, 

вовлеченные в старение и рак перекрываются [Peto J., 2001; Hoeijmakers J.H., 

2009]. Вдобавок, было показано, что области тканей, имеющих высокие 

уровни клеточного старения в конечном итоге становятся фокальными 

областями канцерогенеза in vivo, обеспечивая прямую связь между старением 

и канцерогенезом. Полученные нами данные указывают на отсутствие 

отдаленных последствий, в том числе старения, после облучения МСК 

человека в малых дозах и предполагают, что остаточные фокусы γН2АХ, 

наблюдающиеся через 24 ч после облучения, могут и не быть хорошим 

маркером для общей оценки отдаленных последствий облучения. 

Важно заметить, что доза 80 мГр попадает в интервал доз, получаемых 

пациентами во время медицинских диагностических процедур, таких как КТ, 

которая часто сопровождает терапию с использованием стволовых клеток. 

Регенеративная медицина является стремительно развивающимся 

направлением, связанным с использованием стволовых клеток для лечения 

различных заболеваний. Поэтому полученные нами результаты представляют 

собой важные знания, которые могут быть использованы в медицине в 

отношении понимания рисков для здоровья, ассоциированных с 

воздействием малых доз ИИ на стволовые клетки человека.  

В целом проведенные исследования свидетельствуют о том, что 

индуцированные рентгеновским излучением в дозе 80 мГр в культивируемых 

МСК человека ATM-независимые длительно существующие фокусы γH2AХ 

связаны с клеточной пролиферацией и не приводят к отдаленным 

последствиям облучения, ассоциированным со старением (накопление 

фокусов γН2AX, увеличение доли SA‐βgal позитивных клеток, 

пролиферативная активность). Мы заключаем, что точная интерпретация 

результатов, полученных при измерении количества фокусов γН2АХ, может 

потребовать дополнительных анализов, таких как количественная оценка 
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фокусов pATM, клеточная пролиферация и старение, в течение длительных 

периодов времени. Необходимо подчеркнуть, что фокусы γH2AХ в 

настоящее время активно используются для биодозиметрии радиационных 

воздействий. Непонимание биологической значимости остаточных фокусов 

может привести к существенной переоценке доз и риска облучения. 

Полученные результаты вносят важный вклад в понимание механизмов 

биологического ответа клеток человека на воздействие ионизирующего 

излучения в малых дозах. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. В длительно культивируемых МСК на поздних (18-22) пассажах  

наблюдается статистически значимое (р<0.01) увеличение числа 

фокусов γH2AX ~ в 3 раза по сравнению с клетками на 3-8 пассажах.  

2. В МСК, подвергшихся воздействию рентгеновского излучения в дозах 

20-250 мГр в течение 60 мин после облучения отмечается линейно-

зависимое от дозы увеличение числа фокусов γH2AX и 

фосфорилированного АТМ. Фосфорилирование гистона Н2АХ в МСК 

в первые 10-60 мин после облучения является АТМ-зависимым с 

максимумом на 30 мин.  

3. Кинетика репарации ДР ДНК в клетках, подвергнутых облучению в 

малых и средних дозах ИИ, существенно различается: в отличие от 

эффективного дефосфорилирования γН2АХ, наблюдавшегося после 

облучения в дозах 250 и 1000 мГр, после облучения в малых дозах (20, 

40 и 80 мГр) наблюдается длительное (до 24 ч) присутствие 

повышенного числа фокусов γН2АХ.  

4. Обнаружено, что феномен длительного поддержания повышенного 

числа фокусов γН2АХ в облученных малыми дозами ИИ МСК 

человека является АТМ-независимым и характерен только для 

пролиферирующих клеток. 

5. Облучение МСК в дозе 80 мГр не приводит к статистически значимому 

увеличению исследованных показателей (число фокусов γН2АХ, доля 

Кi67+ клеток, доля β- галактозидаза позитивных клеток) в течение 11 

пассажей после воздействия.  
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 
 

ATM              (англ. аtaxia telangiectasia mutated) — серин/треониновая 

протеинкиназа, мутация по которой вызывает заболевание - атаксия 

телеангиэктазия 

ATR               атаксия-телеангиэктазия и Rad3-родственный белок 

BDNF             Нейротрофный фактор головного мозга 

bFGF             Основной фактор роста фибробластов 

DDR               Реакция на повреждение ДНК 

DNA-PK         ДНК-зависимая протеинкиназа 

DNA-PKcs      Каталитическая субъединица ДНК-ПК 

ERK               Экстраклеточно-регулируемая протеинкиназа 

FBS                Сыворотка эмбриональная телячья 

GDNF             Нейротрофный фактор глиальных клеток 

HGF               Фактор роста гепатоцитов 

MAPK            Митоген-активируемая протеинкиназа 

NGF               Фактор роста нервов  

PARP-1          Поли(АДФ-рибоза)-полимераза-1 

SASP              Ассоциированный со старением секреторный фенотип 

SCF                Фактор стволовых клеток 

SDF-1a           Фактор стромы-1а  

VEGF             Фактор роста сосудистого эндотелия 

АФК               Активные формы кислорода 

ГР                    Гомологическая рекомбинация 

ДНК                Дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДР ДНК          Двунитевые разрывы ДНК 

ИИ                   Ионизирующее излучение 

мРНК              Матричная рибонуклеиновая кислота 

МАП               Мезенхимально-амебоидный переход 

МСК               Мезенхимальные стволовые клетки 
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НГСК              Негомологичное соединение концов 

ОСК                Опухолевые стволовые  клетки 

РБА                 Репликативный белок А 

РИНГ              Радиационно-индуцированная  нестабильность генома  

СА-β-галактозидаза      Ассоциированная со старением β-галактозидаза 

ФИСК             Родственное фосфоинозитол-3 киназам семейство киназ 
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