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РЕФЕРАТ
Цель: Изучение закономерностей изменений количества фокусов фосфорилированных белков репарации двунитевых разрывов 
ДНК H2AX (γН2АХ) и AТМ (pAТМ) в культивируемых мезенхимальных стволовых клетках (МСК) человека через 1‒48 ч после 
воздействия рентгеновского излучения в дозах 40, 80, 160 и 250 мГр.
Материал и методы: В работе использовали первичную культуру МСК человека, полученную из коллекции ООО «БиолоТ» (Рос-
сия). Облучение клеток проводили на рентгеновской биологической установке РУБ РУСТ-М1 (Россия), оснащенной двумя рентге-
новскими излучателями, при мощности дозы 40 мГр/мин, напряжении 100 кВ, токе трубки 0,8 мА, фильтре 1,5 мм Al, и температу-
ре 4 °C. Для количественной оценки фокусов γН2АХ и pAТМ было проведено иммуноцитохимическое окрашивание с использова-
нием антител к γН2АХ и pAТМ соответственно. Статистический анализ полученных данных проводился с использованием пакета 
статистических программ Statistica 8.0 (StatSoft). Для оценки значимости различий выборок использовали t-критерия Стьюдента.
Результаты: В ходе проведенных исследований было показано, что кинетики изменений количества фокусов γH2AX после облуче-
ния в дозах 160 и 250 мГр и малых (40‒80 мГр) дозах существенно отличаются. В отличие от существенного (на 50‒60 %) сниже-
ния количества фокусов γH2AX, наблюдаемого через 6 ч после облучения в дозах 160 и 250 мГр, после облучения в малых дозах 
значимого снижения фокусов γH2AX в эту временную точку не наблюдалось. Анализ солокализации фокусов γH2AX с фокусами 
pATM свидетельствует о том, что механизмы поддержания высокого количества фокусов γH2AX через 24‒48 ч после облучения в 
малых дозах являются АТМ независимыми. Выдвинута гипотеза, объясняющая феномен поддержания количества фокусов γН2AХ 
через 24‒48 ч после облучения в малых дозах репликативным стрессом, обусловленным стимуляцией пролиферации на фоне 
гиперпродукции свободных радикалов, в результате чего происходит дополнительное образование двунитевых разрывов ДНК и 
фосфолирирование Н2AХ киназой ATR.

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, γH2AX, pAТМ, двунитевые разрывы ДНК, рентгеновское излучение, 
малые дозы
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Введение
В настоящее время наиболее хорошо исследованным 

и охарактеризованным типом клеток, используемым в 
регенеративной медицине, являются мультипотентные 
мезенхимные стволовые (стромальные) клетки (МСК). 
МСК описывают в литературе как субстратзависимые 
фибробластоподобные клетки, обладающие клоногенны-
ми свойствами и способностью к самоподдержанию [1, 
2]. Они экспрессируют определенный набор поверхност-
ных маркеров, большинство которых являются общим 
с фибробластами [3], обладают мультипотентностью 
и, при соответствующей индукции, способны диффе-
ренцироваться в ортодоксальных направлениях (остео-, 
хондро- и адипогенном) [2]. При определенных условиях 
МСК способны также дифференцироваться в эндотели-
альном, миогенном, нейрональном направлениях [4, 5].

В клинической практике клеточная терапия нередко 
сопровождается различными рентгеновскими диагно-
стическими процедурами, во время которых происходит 
облучение тканей в малых дозах (до 100 мГр). Несмотря 
на уже большое количество работ по изучению влия-
ния облучения в малых дозах на МСК [6], до сих пор 
остается много вопросов. В частности, недостаточно 
изучены особенности репарации критических повреж-
дений ДНК-двунитевых разрывов (ДР). ДР составляют 
относительно небольшую часть радиационно-индуци-
рованных повреждений ДНК, но именно они являются 
основным триггером, определяющим дальнейшую судь-
бу клетки. Клеточный ответ на воздействие ионизирую-
щего излучения напрямую зависит от числа накоплен-
ных ДР ДНК и может включать такие процессы, как 
остановка клеточного цикла, активация процессов ре-
парации ДНК и запуск программ клеточной гибели или  
старения [7‒9].

В клетках млекопитающих после распознавания ДР 
ДНК происходят пространственно-локализованные про-
цессы множественной модификации гистоновых бел-
ков, ведущие к изменению конформационной структуры 
хроматина и обеспечивающие условия для работы фер-
ментов репарации. Среди наиболее изученных – фос-
форилирование корового гистона H2AX по серину-139, 
осуществляемое киназами АТМ (ataxia telangiectasia 
mutated), ATR (ataxia telangiectasia and Rad3-related) и 
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Aim: To study the patterns of changes in the number of foci of phosphorylated DNA double-strand break repair proteins H2AX (γH2AX) 
and ATM (pATM) in cultured human mesenchymal stem cells (MSCs) 1‒48 hours after exposure to X-ray radiation at doses of 40, 80, 160 
and 250 mGy. 
Material and methods: We used the primary culture of human MSCs, obtained from the collection of LLC “BioloT” (Russia). Cells were 
irradiated using a RUB RUST-M1 X-ray biological unit (Diagnostika-M LLC, Moscow, Russia) equipped with two X-ray emitters at a dose 
rate of 40 mGy/min (voltage of 100 kV, an anode current of 8 mA, and a 1.5 mm Al filter) and 4 °C temperature. To quantify the yield of 
γH2AX and pATM foci immunocytochemical staining was carried out with the use of γH2AX and pATM antibody respectively. Statistical 
analysis of the obtained data was carried out using the statistical software package Statistica 8.0 (StatSoft). To assess the significance of 
differences between samples, Student’s t-test was used.
Results: It was shown that the kinetics of changes in the number of γH2AX foci after irradiation at doses of 160 and 250 mGy and low 
(40‒80 mGy) doses are significantly different. In contrast to the significant (50‒60 %) decrease in the number of γH2AX foci observed  
6 hours after irradiation at doses of 160 and 250 mGy, after irradiation at low doses, no significant decrease in γH2AX foci was observed at 
this time point. Analysis of the colocalization of γH2AX foci with pATM foci indicates that the mechanisms for maintaining a high number 
of γH2AX foci 24‒48 hours after low-dose irradiation are ATM independent. A hypothesis has been put forward to explain the phenom-
enon of maintaining the number of γH2AX foci 24‒48 hours after irradiation in low doses by replicative stress caused by stimulation of 
proliferation against the background of hyperproduction of free radicals, resulting in additional formation of DNA double-strand breaks and 
phosphorylation of H2AX by ATR kinase.
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DNA-PK (DNA-dependent protein kinase), которые отно-
сятся к семейству фосфоинозитид-3-киназ [10]. При этом 
формируются динамические микроструктуры, получив-
шие название фокусов фосфорилированного гистона 
H2AX (γH2AX) и состоящие из нескольких тысяч копий 
этого белка [7]. Необходимо отметить, что при физиоло-
гических условиях основной киназой, фосфорилирую-
щей H2AX вокруг ДР, индуцированных ионизирующим 
излучением, является АТМ [11, 12], в то время как АТR 
отвечает преимущественно за процессинг ДР, образую-
щихся в результате коллапса репликативных вилок [13, 
14], а DNA-PKcs осуществляет быстрое фосфорилири-
рование H2AX в экстремальных условиях [15]. После 
распознавания ДР киназа ATM активируется путем ау-
тофосфорилирования по серину-1981 [16]. АТМ также 
является центральной киназой, фосфорилирующей клю-
чевые белки (Chk1, Chk2, Rad17, NBS1, BRCA1, BLM, 
SMC1, 53BP1, MDC1, р53, MDM2 и т.д.), вовлеченные 
в формирование клеточного отклика на воздействие ио-
низирующего излучения: задержка клеточного цикла, 
репарация, клеточная гибель [17, 18].

Ранее нами были изучены закономерности AТМ за-
висимого фосфорилирования гистона H2AX в МСК во 
временном диапазоне от 5 мин до 4 ч после облучения 
рентгеновским излучением в малых дозах [19].

Цель работы: изучение закономерностей изменений 
количества фокусов фосфорилированных белков H2AX 
и AТМ в культивируемых МСК человека через 1–48 ч 
после воздействия рентгеновского излучения в дозах 40, 
80, 160 и 250 мГр.

Материал и методы

Культура клеток и условия культивирования
В работе использовали первичную культуру МСК 

из жировой ткани человека 5‒6 пассажа, полученную 
из коллекции ООО «БиолоТ» (Россия). Для экспери-
ментов клетки культивировали в среде DMEM (1 г/л 
глюкозы) (Thermo Fisher Scientific, США), содержащей  
10 % эмбриональной сыворотки крупного рогатого скота 
(Thermo Fisher Scientific, США) в стандартных условиях 
СО2-инкубатора (37 °C, 5 % CO2) в течение 3 пассажей, 
со сменой среды один раз в три дня.
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Облучение
Облучение клеток проводили на рентгеновской 

биологической установке РУБ РУСТ-М1 (Россия), ос-
нащенной двумя рентгеновскими излучателями, при 
мощности дозы 40 мГр/мин, напряжении 100 кВ, токе 
излучателя 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 инкубирова-
ли в стандартных условиях СO2 инкубатора (37 °C, 5 % 
CO2) в течение 1–48 ч.

Иммуноцитохимический анализ
Клетки на покровных стеклах фиксировали пара-

формальдегидом (4 %-ный раствор в фосфатно-соле-
вом буфере, рН 7,4) в течение 20 мин при комнатной 
температуре, после чего дважды промывали фосфат-
но-солевым буфером (рН 7,4). Пермеабилизировали 
0,3 % Тритон-X100 в фосфатно-солевом буфере (рН 
7,4), содержащем 2 % бычьего сывороточного альбу-
мина для блокирования неспецифического связыва-
ния. Слайды инкубировали с первичными антителами 
(кроличьи моноклональные антитела к белку γН2АХ 
(Merck-Millipore, США) в разведении 1/200 и мыши-
ные моноклональные антитела к фосфорилированно-
му по серину-1981 белку АТМ (Merck-Millipore, США) 
в разведении 1/200 в фосфатно-солевом буфере (рН 
7,4), содержащем 1 % бычьего сывороточного альбу-
мина, в течение 1 ч при комнатной температуре. За-
тем 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 анти-
тела козы к белкам кролика, конъюгированные с Alexa 
Fluor 555 (Merck-Millipore, США), в разведении 1/600) 
в фосфатно-солевом буфере (рН 7,4), содержащем 1 % 
бычьего сывороточного альбумина. Для окраски ДНК 
и предотвращения фотовыцветания использовали со-
держащую DAPI заключающую среду ProLong Gold 
(Life Technologies, США). Визуализацию, докумен-
тирование и обработку иммунноцитохимических ми-
кроизображений осуществляли на люминесцентном 
микроскопе Nikon Eclipse Ni-U (Nikon, Япония), осна-
щенным видеокамерой высокого разрешения ProgRes 
MFcool (Jenoptik AG, Германия) с использованием на-
боров светофильтров UV-2E/C (возбуждение 340–380 
нм и эмиссия 435–485 нм), B-2E/C (возбуждение 465–
495 нм и эмиссия 515–555 нм) и Y-2E/C (возбуждение 
540–580 нм и эмиссия 600–660 нм). Анализировали не 
менее 200 клеток на точку. Количество фокусов под-
считывали вручную.

Статистический анализ
Статистический анализ полученных данных про-

водился с использованием пакета статистических про-
грамм Statistica 8.0 (StatSoft). Для оценки значимости 
различий выборок использовали t-критерия Стьюден-
та. Результаты исследований представлены как среднее 
арифметическое результатов трех независимых экспери-
ментов ± стандартная погрешность среднего (M±SEM). 

Результаты и обсуждение
Результаты исследования кинетик изменения коли-

чества фокусов γH2AX, рATМ и их солокализации в 
культивируемых МСК человека после облучения в до-
зах 40, 80, 160 и 250 мГр представлены на рис. 1. Было 

показано, что через 1 ч после облучения в дозе 250 
мГр наблюдается статистически значимое (р<0,001) 
увеличение количества фокусов γH2AX, после чего 
в течение последующих 5 ч происходит уменьше-
ние их количества до ~ 50 % от числа, наблюдаемо-
го в точке максимума. В целом, кинетика изменений 
количества фокусов γH2AX в МСК после облучения 
в дозе 250 мГр сходна с характером изменений числа 
γH2AX, полученным на фибробластах человека, облу-
ченных рентгеновским излучением в той же дозе [20]. 
Уменьшение дозы до 160 мГр отражается на кинетике 
процесса: снижение количества фокусов γH2AX про-
исходит более медленно и через 6 ч после облучения 
остается уже ~ 60 % фокусов от количества регистри-
руемого через 1 ч после облучения. Дальнейшее сни-
жение дозы рентгеновского излучения до 40 и 80 мГр 
(диапазон малых доз) приводит к тому, что количество 
фокусов γH2AX статически достоверно не уменьшает-
ся через 6 ч после облучения (рис. 1). Более того, коли-
чество фокусов γH2AX остается повышенным вплоть 
до 48 ч после облучения.

Результаты анализа фокусов фосфорилированной 
киназы АТМ (рАТМ) и их солокализации с фокусами 
γH2AX свидетельствуют о том, что через 1 ч после об-
лучения в дозе 250 мГр количество фокусов рАТМ, со-
локализованных с фокусами γH2AX, составляло почти  
80 % от количества фокусов γH2AX (рис. 1). Затем через 
4‒48 ч после облучения этот показатель снижается до 
45–60 %. Обращает на себя внимание тот факт, что фо-
кусы рАТМ, как правило, солокализованы с γH2AX. В 
то время как фокусы γH2AX часто несолокализованы с 
pATM. То есть в этих случаях фосфорилирование H2AX 
происходит без участия АТМ другими киназами (ATR 
или DNA-PK). 

После облучения в дозах 80 и 40 мГр максимум ак-
тивности АТМ наблюдался через 1 ч (65 % солокали-
зации), после чего через 24–48 ч отмечалось снижение 
солокализованных с γH2AX фокусов рАТМ до 40 %  
(80 мГр) и 35 % (40 мГр) (рис. 1). Это свидетельствует о 
том, механизмы поддержания высокого количества фо-
кусов γH2AX через 24–48 ч после облучения в малых 
дозах являются АТМ независимыми.

В качестве гипотезы, объясняющей феномен под-
держания высокого количества фокусов γН2AХ через  
24‒48 ч после облучения в малых дозах, можно предпо-
ложить дополнительное фосфолирирование Н2AХ ки-
назой ATR. Эта киназа активируется преимущественно 
в фазе S в ответ на коллапс репликативных вилок или 
появление фрагментов однонитевой ДНК в процессе 
эксцизионной репарации нуклеотидов [21]. В отличие от 
АTR, активность АТМ в фазе S существенно не меняет-
ся, а спонтанное фосфорилирование АТМ наблюдается 
редко [22]. Одновременная гиперпродукция свободных 
радикалов, часто наблюдаемая после воздействия иони-
зирующего излучения в малых дозах [23, 24], и стимуля-
ция пролиферации МСК может приводить к репликатив-
ному стрессу и генерации вторичных метаболических 
ДР. Феномен стимуляции  пролиферации малыми доза-
ми рентгеновского излучения (50 и 75 мГр) был показан 
ранее для МСК костного мозга крыс [25]. В пользу вы-
двинутой гипотезы говорит и факт снижения активности 
АТМ через 24–48 ч после облучения. Важно отметить, 
что ДР, возникающие в результате коллапса репликатив-
ных вилок, репарируются путем медленного, но более 
корректного механизма гомологичной рекомбинации 
[26] и поэтому, в целом, представляют меньшую опас-
ность для дальнейшей судьбы клетки, по сравнению с 
радиационно-индуцированными ДР.
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Рис. 1. Кинетики изменений количества фокусов фосфорилированных белков Н2AX (γН2AХ) и АТМ (рАТМ) и их солокализизации в ядрах ме-
зенхимальных стволовых клеток человека через 1‒48 ч после воздействия рентгеновского излучения в разных дозах

Fig. 1. Kinetics of changes in the number of phosphorylated H2AX (γH2AX) and ATM (pATM) protein foci their colocalization in the nuclei of human 
mesenchymal stem cells 1-48 hours after X-ray exposure at different doses
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Заключение
В ходе проведенных исследований было показано, 

что кинетики изменений количества фокусов γH2AX по-
сле облучения в средних (160 и 250 мГр) и малых (40‒ 
80 мГр) дозах существенно отличаются. В отличие от 
существенного (на 50‒60 %) снижения количества фо-
кусов γH2AX, наблюдаемого через 6 ч после облучения 
в дозах 160 и 250 мГр, после облучения в малых дозах 
значимого снижения фокусов γH2AX в эту временную 
точку не наблюдалось. Анализ солокализации фокусов 

γH2AX с фокусами pATM свидетельствует о том, что 
механизмы поддержания высокого количества фокусов 
γH2AX через 24‒48 ч после облучения в малых дозах яв-
ляются АТМ независимыми. Выдвинута гипотеза, объ-
ясняющая феномен поддержания количества фокусов 
γН2AХ через 24‒48 ч после облучения в малых дозах 
репликативным стрессом, обусловленным стимуляцией 
пролиферации на фоне гиперпродукции свободных ра-
дикалов, в результате чего происходит дополнительное 
образование ДР и фосфорирование Н2AХ киназой ATR.
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