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Реферат

Обоснование: В клетках, подвергающихся воздействию ионизирующего излучения, активируется ряд сложных реакций, включаю-
щих повреждение и репарацию ДНК, гибель клеток, изменение уровня пролиферации. В течение многих лет проводилось большое 
количество in vivo исследований активности генов и их регуляторов в клетках млекопитающих с перевивной опухолью в ответ на 
воздействие высоких доз ионизирующего излучения. До сих пор остается менее исследованным, как малые дозы ионизирующего 
излучения влияют на указанные процессы. Рядом авторов показано, что воздействие малых доз приводит к различным положи-
тельным реакциям клетки и организма в целом: активация иммунной системы, генов и их регуляторов в феномене гормезиса, 
формирование адаптивного ответа. Эти наблюдения определили цель работы: исследовать активность генов и некодирующих 
РНК (длинных некодирующих РНК и микроРНК) в различных органах мышей с трансплантированной карциномой Льюиса при 
облучении в малых дозах.
Материал и методы: 24 самкам мышей C57Bl/6 трансплантировали подкожно в правую заднюю лапу суспензию диспергированных 
опухолевых клеток (карцинома Льюиса 105 клеток в 0,2 мл р-ра Хенкса). Тотальное 4-кратное рентгеновское облучение с интерва-
лом 4 дня в дозе 0,075 Гр (0,85 Гр/мин) производили на аппарате РУСТ М1 начиная с 6-ых суток после трансплантации, при этом 
ежедневно измеряли размеры опухоли. Мыши были распределены на следующие группы: биоконтроль, биоконтроль+облучение, 
опухоль и опухоль+облучение. На 19-е сутки от начала эксперимента мышей подвергали эвтаназии. В костном мозге, тимусе, 
селезенке и опухоли мышей определяли профили экспрессии мРНК генов, длинных некодирующих РНК и микроРНК, контроли-
рующих ответ на действие радиации.
Результаты: Фракционированное облучение мышей с трансплантированной карциномой Льюиса в малых дозах приводило к сни-
жению скорости роста имплантированной опухоли по сравнению с аналогичной группой без облучения. В то же время отмечалась 
активация онкосупрессоров, и снижение активности онкогенов в тимусе и селезенке мышей с опухолью и облучением. В группе 
«опухоль» без облучения, количество активированных онкогенов превалировало над количеством инактивированных. 
Заключение: Таким образом, действие малых доз радиации приводило к активации противоопухолевого иммунитета у мышей, что 
проявлялось в замедлении роста опухоли у животных и отражалось в индукции онкосупрессоров и ингибировании экспрессии 
онкогенов. 
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ABSTRACT

Background: The effects of ionizing radiation (IR) involve a highly orchestrated series of events in cells, including DNA damage and repair, 
cell death, and changes in the level of proliferation associated with the stage of the cell cycle. A large number of existing studies in litera-
ture have examined the activity of genes and their regulators in mammalian cells in response to high doses of ionizing radiation. Although 
there are many studies, the research in effect of low doses of ionizing radiation remains limited. Though much progress has been made in 
understanding the basic principles of effects of low doses radiation on individual components of biological systems, less is known about how 
low doses affect target molecules and regulate the cellular networks (e.g., activation of the immune system, genes and their regulators in the 
phenomenon of hormesis, the formation of an adaptive response). These observations determined the purpose of the work: to investigate 
the activity of genes and non-coding RNAs (long non-coding RNAs and microRNAs) in various organs of mice with transplanted Lewis 
carcinoma after low doses radiation.
Material and methods: 24 female mice C57Bl/6 were transplanted subcutaneously with Lewis carcinoma cells (105 cells in 0.2 ml of 
Hanks’ solution). Total 4-fold X-ray irradiation with an interval of 4 days at a dose of 0.075 Gy (0.85 Gy/min) was performed on the RUST 
M1 from 6 days after transplantation; the tumor size was measured daily. The mice were divided into the following groups: biocontrol, 
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Введение
Действие ионизирующего излучения на человека мо-

жет быть связано с природными (космическая и солнеч-
ная энергия, источники радона) и техногенными (меди-
цинские исследования, ядерная энергетика, инциденты 
на АЭС) источниками. 

В современной радиобиологии проблема оценки био-
логических эффектов при воздействии малых доз радиа-
ции (МДР) является одной из центральных и очень важ-
ных для медико-экологического мониторинга и оценки 
риска, прежде всего, канцерогенного. 

Было показано, что МДР (до 0,1 Гр) оказывают по-
ложительное профилактическое и терапевтическое дей-
ствие при ряде патологий человека, к которым относят-
ся воспалительные процессы, включая пневмонию, вы-
званную COVID-19 [1], и такие заболевания как болезнь 
Альцгеймера [2].

Эффективность МДР связана в первую очередь с 
активацией иммунной системы, а также с изменением 
экспрессии генов, вовлеченных в ответ на действие 
радиации [3,4]. Рядом авторов были показаны различия 
в чувствительности к хроническому облучению 
в малой дозе мышей линий СВА/CA и С57Bl/6. 
Если число дифференциально экспрессирующихся 
генов у мышей линии СВА/CA составляло 444, то у 
С57Bl/6 – 813 при тотальном облучении всего тела 
(суммарная доза 3 Гр), т.е. мыши С57Bl/6 были более 
чувствительными по критерию ответа на действие 
излучения.

Целью данного исследования являлась оценка ак-
тивности генов и некодирующих РНК у мышей линии 
С57Bl/6, которым трансплантировали опухолевые клет-
ки Льюиса, а также определение связи роста опухоли 
с экспрессией молекулярных показателей. Была прове-
дена оценка соотношения числа онкосупрессоров и он-
когенов в различных органах мышей на 19 день после 
инокуляции опухолевых клеток. Тотальное 4-кратное 
облучение мышей с интервалом в 4 дня осуществляли 
в дозе 0,075 Гр.

Материал и методы
Объекты исследования. Объектом исследования 

служили 24 мыши – самки линии С57Bl/6 массой 20-22 г. 
Распределение мышей осуществляли по следующим 
группам: «биоконтроль» – интактные мыши (без опу-
холи и облучения); «биоконтроль+облучение» – мыши, 
облученные в МДР; «опухоль» – мыши с транспланти-
рованной опухолью; «опухоль+облучение» – мыши с 
трансплантированной опухолью, подвергшиеся 4-крат-
ному облучению в МДР. 

Исследование выполнено в соответствии с этически-
ми нормами обращения с животными, принятыми Евро-
пейской конвенцией по защите позвоночных животных, 

biocontrol+irradiation, tumor and tumor+irradiation. On the 19th day from the beginning of the experiment, the mice were euthanized. The 
expression profiles of mRNA genes, long non-coding RNAs and microRNAs controlling the response to radiation were determined in the 
bone marrow, thymus, spleen and tumor of mice.
Results: Fractionated low doses irradiation of mice with transplanted Lewis carcinoma caused a growth decrease of implanted tumour 
cells compared to the similar group without irradiation. At the same time, there was an activation of oncosuppressors, and a decrease in the 
activity of oncogenes in the thymus and spleen of mice with tumor and irradiation. In the tumor group, without irradiation, the number of 
activated oncogenes prevailed over the number of inactivated ones.
Conclusion: Thus, the low doses radiation exposure led to the activation of antitumor immunity in mice, which emerged in slowing tumor 
growth in animals and was represented in the induction of oncosuppressors and inhibition of oncogenes expression.

Keywords: low doses of radiation, Lewis carcinoma, non-coding RNA, oncogenes, oncosuppressors, mice
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используемых для исследовательских и иных научных 
целей.

Трансплантация опухолевой ткани. Навеску опу-
холи (4 г) от мыши-донора измельчали палочкой в ступ-
ке в растворе Хенкса (24 мл) и отфильтровывали через 
сито. Полученную 14 %-ную суспензию диспергирован-
ной опухолевой ткани в объеме 0,2 мл вводили подкож-
но в правую заднюю лапу мышей (105 клеток в 0,2 мл 
р-ра Хенкса/ животное). Измерение опухоли у каждого 
животного производили ежедневно за исключением вы-
ходных, начиная с 10-ых сут после введения клеток, ког-
да объем опухоли был достаточно выражен.

Облучение животных. Тотальное 4-кратное облу-
чение мышей в дозе 0,075 Гр производили на аппарате 
РУСТ М1 (мощность дозы 0,85 Гр/мин) на 6, 10, 14,  
18-е сут. после трансплантации опухолевых клеток. Эв-
таназию мышей путем декапитации осуществляли на 
19-е сут. 

Костный мозг выделяли из бедренной кости в  
0,8 мл среды RPMI-1640 (Sigma Aldrich), с глутамином 
без фенола красного, рН=7,2–7,4. Полученная суспензия 
костного мозга содержала 0,5-2106 клеток в 0,1 мкл и 
хранилась при –70°С до использования. Также извлека-
ли селезенку, тимус и опухоль, которые замораживали и 
хранили на –70°С.

В тканях нами было исследованы 20 показателей (ге-
нов и некодирующих РНК), характерных для ответа на 
действие радиации, которые по своим функциональным 
особенностям были разделены на онкосупрессоры (Р53, 
PTEN, P38, PINT, DINO, lncp21) и онкогены (NFkB (p50), 
NFkB (p65), IAP-1, IAP-2, G-CSF, TNFα, IkBa, iNOS, 
Cyclin E2, CTCF, TAL1, NEAT1, MALAT1, miR-21). В ка-
честве референсного гена использовался ген домашнего 
хозяйства GAPDH.

Подробная схема пробоподготовки, методики выде-
ления РНК, проведение реакции обратной транскрип-
ции и ПЦР-РВ, а также последовательности праймеров 
и программы амплификации были подробно описаны 
ранее [5].

Изученные генетические показатели группировались 
по изменению экспрессии по отношению к контрольно-
му гену, как активирующиеся (>1) и ингибирующиеся 
(<1) под воздействием ионизирующего излучения в ис-
следуемых группах. 

Статистическая обработка результатов проводилась 
с использованием пакета статистических программ 
STATISTICA 7.0 и включала в себя определение медиа-
ны и 25 и 75 % квартилей. Для оценки значимости раз-
личий применяли непараметрический критерий Манна–
Уитни. Значения медианы в группе «биоконтроль» были 
приняты за единицу, а значения медианы в исследуемых 
группах показывали, во сколько раз уровень экспрессии 
показателя выше или ниже по отношению к контроль-
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ной группе. Различия признавали статистически зна-
чимыми при р<0,05, где р – показатель статистической 
значимости данных.

Результаты 
Рост опухоли наблюдали в обеих группах мышей, од-

нако скорость роста в группе, облученной в малой дозе 
(кривая 2), была ниже, чем в аналогичной группе без об-
лучения (кривая 1) (рис. 1). 

Рис.1. Изменения объема перевиваемой опухоли у мышей (1) без 
воздействия излучения в малой дозе («Опухоль») и (2) с облучением 

в МДР («Опухоль+облучение»)
Fig.1. Changes in the volume of the transplanted tumor in mice (1) 
without LDR («Tumor») and (2) with LDR («Tumor + irradiation»)

Профиль изученных генов и некодирующих РНК по-
казал, что в группе «опухоль» отмечается преобладание 
в активации онкогенов во всех исследуемых органах 
мышей (64, 57 и 57 % соответственно в костном мозге, 
селезенке и тимусе) (рис. 2). Экспрессия некоторых по-
казателей оставалась неизменной (поэтому суммарное 
количество онкогенов или онкосупрессоров в пределах 
одного органа не везде составляет 100 %). 

Рис.2. Процент активированных онкогенов и онкосупрессоров в 
тканях мышей в группе «Опухоль» без воздействия облучения

Fig.2. Percentage of activated oncogenes and oncosuppressors in the 
tissues of mice in the «Tumor» group without radiation exposure 

В то же время в группе «Биоконтроль+облучение» 
отмечается преобладание в активации онкогенов в кост-
ном мозге (57 %) и клетках тимуса (86 %) (рис. 3А). 

Иная ситуация отмечается в группе «Опу- 
холь+облучение», где количество инактивированных он-
когенов превышало количество активированных в про-
центном соотношении (71/50 в костном мозге, 64/36 в 
селезенке, 64/36 в тимусе и 57/36 в опухоли). Кроме того, 
отмечается увеличение экспрессии онкосупрессоров в 

костном мозге (33 %), тимусе (83 %) и селезенке (67 %). 
В опухолевой ткани наблюдали активацию всех иссле-
дуемых онкосупрессоров (100 %) при воздействии ио-
низирующего излучения (рис. 3Б). Из полученных дан-
ных следует, что у мышей с инокулированной опухолью 
наиболее чувствительными органами к действию МДР 
по активации онкосупрессоров является тимус (83 %),  
а по ингибированию онкогенов – костный мозг (71 %).

Рис.3. Процент онкогенов и онкосупрессоров активированных 
или ингибированных в тканях мышей в группе «Биоконтроль+ 

облучение» (А) и «Опухоль+облучение» (Б)
Fig.3. Percentage of oncogenes and oncosuppressors activated or 

inhibited in mouse tissues in the group «Biocontrol+ irradiation» (A) and 
«Tumor+irradiation» (Б)

Таким образом, если в группе «Опухоль» активиро-
вались преимущественно онкогены, то в группе мышей 
«Опухоль+облучение» преобладало подавление актив-
ности онкогенов и активация экспрессии онкосупрессо-
ров в тимусе и опухоли. 

Обсуждение
Было показано, что МДР стимулируют врожденный 

и адаптивный иммунитет и репрограммируют опухоле-
вую микросреду, активируя лимфатическую систему и, 
соответственно, выход Т-клеток, направленных на эра-
дикацию опухоли [6].

В клетках рака легкого линии A549 было выявлено, 
что облучение в МДР повышает экспрессию иммунных 
checkpoint-молекул CD47 и PD-L1, связанных с актив-
ностью JAK2/STAT3 пути. Применение комбинации 
ингибиторов CD47 и PD-L1 и излучения в малой дозе 
снижало уровень экспрессии checkpoint–молекул, а 
также блокировало JAK2/STAT3 патологический путь 
в тканях опухоли, что приводило к увеличению CD8+ 

0% 0% 
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T-лимфоцитов и значительно ингибировало опухолевый 
рост [7]. 

В эксперименте по облучению мышей в дозе 0,075 
Гр было отмечено повышение чувствительности опу-
холевых клеток к высоким дозам радиации. Эту схему 
облучения авторы считают потенциально новым путем 
для радиотерапии, поскольку снижается радиорези-
стентность опухолевых клеток. Представленные дан-
ные показали, что реакция злокачественных клеток на 
комбинированное облучение связана с более быстрым и 
эффективным ответом в виде индукции гибели клеток и 
остановки клеточного цикла в стадии G1 [8].

Другими авторами было доказано, что облучение 
мышей в МДР индуцировало стабилизацию здоровых 
клеток к последующему облучению высокими дозами, 
которые применяются при радиотерапии [9].

В проведенном нами эксперименте показано, что об-
лучение мышей в дозе 0,075 Гр с трансплантированной 
карциномой Льюиса приводило к замедлению роста 
опухоли, что сопровождалось активацией онкосупрессо-
ров и ингибированием экспрессии онкогенов (рис. 3Б). 
В группе «опухоль» без облучения такой тенденции от-
мечено не было (рис. 2).

В то же время, рост опухоли у мышей, не подвергав-
шихся воздействию ионизирующего излучения в малой 
дозе, был более интенсивным, что отражалось в увели-
ченном объеме опухоли у мышей (кривая 1) к 18 сут. 
от начала эксперимента (рис. 1). Эта закономерность 
сопровождалась повышенной активностью онкогенов, 
стимулирующих развитие злокачественных новообразо-
ваний [10].

Полученные результаты показывают роль молеку-
лярно-генетических структур (генов и некодирующих 
РНК) в реакциях, модулируемых ионизирующим из-
лучением в малых дозах [11, 12]. Регуляция клеточно-
го цикла связана с множеством важных биологических 
процессов, метаболических путей, ответов на стресс, 
ДНК-повреждений, репарации и множеством других 
функций. 

Было продемонстрировано, что воздействие МДР 
блокирует переход нормальных клеток из G1-стадии с 
запуском механизмов синтеза ДНК для последующей 
клеточной пролиферации. Это обеспечивается активаци-
ей множества сигнальных путей. Тем самым МДР могут 
обеспечивать защиту нормальных клеток, что является 
одним из проявлений адаптивного ответа [13].

Благодаря сложной связи между повреждением ДНК 
и ответом контрольных точек клеточного цикла, под воз-
действием МДР формируется адаптивный ответ, что за-
щищает нормальные клетки от повреждений. Для опу-
холевых клеток характерно лишь повышение радиочув-
ствительности при действии МДР. 

Дифференциальная регуляция механизмов клеточ-
ного цикла в ответ на действие МДР и высоких доз 
радиации может помочь в определении эффекта МДР. 
Индуцируемая регуляция клеточного цикла и изменение 
радиорезистентности стволовых клеток в ответ на дей-
ствие МДР являются следующими перспективными на-
правлениями, которые могут привести к достижениям в 
регенеративной медицине и тканевой инженерии.
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