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РЕФЕРАТ

Цель: Исследовать влияние факторов радиационной и нерадиационной природы на концентрацию фактора транскрипции ТBX21 
в ФГА-стимулированных мононуклеарах периферической крови хронически облученных жителей прибрежных сел реки Течи в 
отдаленные сроки после начала облучения.
Материал и методы: В основную группу вошли 30 чел в возрасте от 67 до 80 лет со средней дозой облучения красного костного 
мозга 867±136 мГр, тимуса и периферических лимфоидных органов – 125±20 мГр. Группу сравнения составили 10 необлученных 
людей в возрасте от 63 до 82 лет. Основная группа и группа сравнения имели сходный половой и этнический состав. Монону-
клеарные клетки периферической крови стимулировали ФГА в течение 24 ч. Перед выполнением иммуноферментного анализа 
клеточные лизаты нормализовали по концентрации общего белка.
Результаты: В основной группе через 24 ч инкубации медиана и межквартильный диапазон внутриклеточной концентрации бел-
ка TBX21 в МНК составили 34,2 (6,6–86,0) пг/мл после стимуляции митогеном и 0 (0–24,9) пг/мл – без стимуляции (р=0,001);  
в группе сравнения – 24,8 (0,2–47,6) пг/мл после стимуляции митогеном и 13,0 (0–19,2) пг/мл – без стимуляции.
Заключение: Внутриклеточная концентрация TBX21 через 24 ч после стимуляции митогеном статистически значимо не разли-
чалась у хронически облученных и необлученных лиц, а также у людей из разных дозовых подгрупп. Статистически значимое 
увеличение концентрации белка TBX21 в лизатах ФГА-стимулированных в течение 24 ч МНК относительно нестимулированных 
митогеном клеток отмечено у хронически облученных людей со средними и высокими дозами облучения ККМ. Не обнаружены 
корреляции между концентрацией TBX21 и дозовыми характеристиками, полом и этнической принадлежностью обследованных 
людей. Результаты предварительные.

Ключевые слова: хроническое радиационное воздействие, население, река Теча, периферическая кровь, фактор транскрип-
ции ТBX21, лизаты мононуклеаров, фитогемагглютинин
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ABSTRACT

Purpose: To evaluate the effect of radiation and non-radiation factors on the intracellular concentration of the ТBX21 transcription factor 
in peripheral blood PHA-stimulated mononuclear cells of chronically exposed residents of the Techa Riverside settlements in the long-term 
period after the start of exposure. 
Material and methods: The main group consisted of 30 people aged 67–80 years with the mean dose to the red bone marrow 867±136 mGy, 
to thymus and peripheral lymphoid organs 125±20 mGy. The comparison group included 10 unexposed people aged 63–82 years. The main 
and the comparison groups had similar sex and ethnic composition. Peripheral blood mononuclear cells were PHA-stimulated for 24 hours. 
Cellular lysates were normalized by total protein concentration prior to being used for ELISA test. 
Results: After 24 hours of incubation the median and interquartile range of the intracellular TBX21 concentration in mononuclear cells 
was 34.2 (6.6–86.0) pg/ml after the mitogen stimulation, and 0 (0–24.9) pg/ml – without mitogen stimulation (р=0.001). In the comparison 
group these values made up 24.8 (0.2–47.6) and 13.0 (0–19.2) pg/ml, respectively
Conclusion: The intracellular TBX21 concentration after 24-hour mitogen stimulation did not differ statistically significantly in chronically 
exposed and unexposed people, as well as in people from different dose groups. Statistically significant increase in TBX21 concentration in 
the lysates of mononuclear cells that were PHA-stimulated for 24 hours relative to non-mitogen stimulated cells was noted in chronically 
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Введение
Изучение патогенетических механизмов канцеро-

генеза в отдаленные сроки после техногенного радиа-
ционного воздействия, обусловленного главным обра-
зом остеотропными радионуклидами, у хронического 
облученного населения Южного Урала представляет 
особый научный интерес. В настоящее время у практи-
чески здоровых облученных людей, входящих в иссле-
дуемую когорту, отмечаются изменения компенсатор-
но-приспособительного характера в обеспечивающих 
постоянство внутренней среды системах организма, 
включая систему гемопоэза и иммунную систему [1]. 
При этом результаты многолетних эпидемиологиче-
ских наблюдений показывают высокие риски возник-
новения радиационно-опосредованных солидных зло-
качественных новообразований (ЗНО) и лейкозов [2]. 
Длительное напряжение адаптационных механизмов 
в организме хронически облученного человека с вы-
сокой долей вероятности приведет к их истощению.  
В этом случае нарушения нормальных функций клеток 
иммунной системы, зрелый и (или) пожилой возраст 
пострадавших людей [3] и ослабление иммунного над-
зора критичны в отношении реализации радиационно-
индуцированного канцерогенеза и других отдаленных 
последствий облучения.

Фактор транскрипции TBX21 или продукт гена 
TBX21 белок T-bet (T-box expressed in T-cells) рассма-
тривается как ключевой компонент дифференцировки 
Т-хелперов (Тх) первого типа [4]. Белок TBX21 иниции-
рует продукцию интерферона-гамма (ИФНγ), ингибиру-
ет синтез интерлейкинов (ИЛ): ИЛ-4, ИЛ-5 [4]. Экспрес-
сия фактора TBX21 коррелирует с экспрессией ИФНγ в 
Tх1 и натуральных киллерах [5].

В наивных T-хелперах ген TBX21 не экспрессиру-
ется конститутивно, но индуцируется при совместной 
активации двух независимых сигнальных путей: ИФНγ-
STAT1 и ИЛ-12-STAT4. Формирование фенотипа Тx1 
сопровождается репрессией регуляторов дифференци-
ровки Tх2 и Tх17. Считается, что передача сигналов от 
ИФНγ и Т-клеточного рецептора (ТКР) инициирует экс-
прессию белкового фактора TBX21 [6]. Как только пере-
дача сигналов TКР прекращается, происходит передача 
сигналов через рецептор ИЛ-12, экспрессия одной из 
субъединиц которого (ИЛ12Rb2) до этого момента бло-
кировалась посредством передачи сигналов ТКР. Сиг-
налы ИЛ-2 усиливают экспрессию рецептора ИЛ-12R. 
Двухуровневая регуляция экспрессии TBX21 необходи-
ма для жесткого контроля дифференцировки Tх1 [6].

Известно, что в основе индуцированного ионизиру-
ющим излучением угнетения иммунитета лежит изме-
нение соотношения Tx1 / Tx2 [7], при этом в доступной 
литературе информация о влиянии ионизирующего из-
лучения на экспрессию фактора транскрипции TВХ21 
в мононуклеарных клетках периферической крови че-
ловека ограничена. Сообщается, что воздействие в дозе 
0,1 Гр вызывает экспрессию белка TВХ21, стимулирует 
выработку ИФНγ в Tx1 и их дифференцировку, а так-
же ингибирует Tx2 [8]. Стимуляция дифференцировки 
Tx1 при облучении в малых дозах происходит посред-

exposed people with medium and high doses to the red bone marrow. No correlation was revealed between the TBX21 concentration and 
dose characteristics, sex, and ethnicity of the studied individuals. The results are preliminary.
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ством активации ИЛ‑12-STAT4-сигнального пути [7, 
9]. Угнетение дифференцировки Tx2 обусловлено сни-
жением экспрессии фактора транскрипции GATA3 [8]. 
Воздействие ионизирующего излучения в высоких до-
зах инициирует продолжительный Tx2-зависимый им-
мунный ответ, опосредованный ИЛ‑4-STAT6, и угнетает  
Tx1-зависимые иммунные ответы у животных в экспе-
рименте и у переживших ядерные взрывы в Хиросиме и 
Нагасаки людей [7, 9].

Вышеизложенное определяет актуальность данного 
исследования. Предполагается, что нарушение экспрес-
сии фактора транскрипции TВХ21 может приводить к 
аномалиям дифференцировки Тх1 и дефектам клеточно-
го иммунного ответа у хронически облученных людей, 
что в отдаленные сроки после начала воздействия радиа-
ционного фактора может спровоцировать канцерогенез.

Целью данной работы являлось исследование влия-
ния факторов радиационной и нерадиационной природы 
на внутриклеточную концентрацию фактора транскрип-
ции TВХ21 в митоген-стимулированных мононуклеарах 
периферической крови хронически облученных жите-
лей прибрежных сел реки Течи в отдаленные сроки по-
сле начала облучения.

Материал и методы
Работа выполнена во УНПЦ РМ ФМБА России. 

Объектом исследования были сельские жители, по-
стоянно проживающие в прибрежной зоне реки Течи, 
подвергшиеся хроническому низкоинтенсивному ра-
диационному воздействию с преимущественным по-
ражением красного костного мозга [10]. Пациенты 
клинического отделения УНПЦ РМ ФМБА России, 
участвующие в исследовании, предварительно под-
писывали добровольное информированное согласие в 
рамках Хельсинкской декларации 2013 г. и проходили 
медицинский осмотр. Доза облучения каждого пациен-
та была оценена с помощью дозиметрической системы 
TRDS-2016 [11].

Условия исключения пациентов из исследования 
были следующими: наличие острых воспалительных за-
болеваний, хронических воспалительных заболеваний в 
стадии обострения, почечной или печеночной недоста-
точности, наличие в течение трех месяцев перед иссле-
дованием приступов острого нарушения мозгового кро-
вообращения или черепно-мозговых травм, диагности-
рованные онкологические (в том числе гемобластозы), 
и (или) аутоиммунные заболевания. Люди, в течение 
шести месяцев до исследования прошедшие курсы гор-
мональной, антибактериальной терапии, химиотерапии 
и (или) лучевой терапии, диагностические процедуры 
с использованием ионизирующих излучений, также не 
принимали участие в исследовании.

Характеристики исследуемых групп представлены в 
табл. 1. 

Группы пациентов, представленные в табл. 1, не име-
ли статистически значимых различий ни по одному из 
показателей, исключая средние дозы облучения, рассчи-
танные на ККМ, а также тимус и периферические лим-
фоидные органы.
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Из отобранных по стандартной технологии [12] об-
разцов гепаринизированной венозной крови пациентов 
на градиенте плотности 1,077 г/л («Биолот», Россия) вы-
деляли фракцию мононуклеарных клеток (МНК) с по-
следующей двухкратной отмывкой фосфатно-солевым 
буфером Дульбекко («Биолот», Россия). МНК инкуби-
ровали в течение 24 ч при температуре (37,0±0,5)  °C 
в среде RPMI-1640 (25  мМ HEPES, 24 мМ NaHCO3) 
(«Панэко», Россия) с витаминами («Панэко», Россия) и 
2  мМ L-глутамина («Панэко», Россия) и 10 % феталь-
ной телячьей сыворотки («Биолот», Россия). Финаль-
ная концентрация митогена – фитогемагглютинина-П 
(ФГА) («Панэко», Россия) в среде составляла 20 мкг/мл. 
Контрольную пробу МНК готовили аналогичным спо-
собом, но без митогена. По окончании инкубации МНК 
осаждали, пробирки с клетками замораживали на изо-
пропаноловой бане и хранили при минус 80 °C. Перед 
количественным анализом суспензию МНК разморажи-
вали при температуре 2–8 °C, лизировали эритроциты 
в холодном растворе хлорида аммония рН 7,2–7,4 [13] 
с отмывкой клеток охлажденным фосфатно-солевым бу-
ферным раствором (рН  7,4) (Sigma-Aldrich, США). На 
счетчике клеток Countess II FL (Thermo Scientific, США) 
измеряли клеточную концентрацию. С целью разруше-
ния клеточных мембран МНК трехкратно заморажива-
ли при минус 20 °С с последующим размораживанием 
при комнатной температуре. Содержание белка в лиза-
тах МНК определяли в реакции с бицинхониновой кис-
лотой (набор реагентов фирмы Merck (Novagen, США) 
на анализаторе Lazurite (Dynex Technologies Inc., США). 

Анализ концентрации фактора транскрипции TBX21 
в пересчете на 1 мкг общего белка в пробе выполняли 
методом иммуноферментного анализа (наборов реаген-
тов фирмы Blue gene, Китай) на анализаторе Lazurite  
(Dynex Technologies Inc., США).

Статистическую обработку данных выполняли в про-
грамме SigmaPlot. Проверка нормальности распределе-
ния показателей проводилась с помощью критерия Кол-
могорова – Смирнова. Распределение частот в выборках 
статистически значимо отличалось от нормального, но 
поскольку для части выборок медиана равнялась нулю, 
результаты описательной статистики представляли в 
виде среднего арифметического значения (M), погреш-
ности среднего (m) и диапазона значений (min–max), 
дополнительно приводили медиану (Ме) и межквар-
тильный диапазон (Q1–Q3). Выборки первичных данных 
сравнивали при помощи U-критерия Уилкоксона – Ман-
на – Уитни. Наличие зависимости между двумя масси-
вами данных оценивали путем расчета коэффициентов 
ранговой корреляции Спирмена и линейной корреляции 
Пирсона. При оценке достоверности результатов срав-
нения и корреляций был принят 95 % уровень довери-
тельной вероятности [14].

Результаты и обсуждение
Результаты количественного определения фактора 

транскрипции TBX21 в лизатах МНК после 24 ч инкуба-
ции с ФГА и без митогена представлены в табл. 2.

Не выявлены статистически значимые различия вну-
триклеточной концентрации TBX21 в лизатах МНК по-

Таблица 1
Характеристика групп обследованных пациентов
Characteristics of the groups of the studied patients

Показатель

Группа сравнения, доза 
облучения ККМ: менее 

0,07 Гр, 
N=10

Основная группа, доза 
облучения ККМ:

(0,07–3,72) Гр,
N=30

Подгруппы основной группы,
доза облучения ККМ:

(0,07–0,49) Гр,
N=10

(0,50–0,84) Гр,
N=10

(0,85–3,72) Гр,
N=10

Возраст, лет
M±SE (min−max)

71,2±2,0 
(63,0–82,0)

72,4±0,5
(67,0–80,0)

71,2±1,2
(67,0–80,0)

72,4±0,6
(70,0–75,0)

73,6±0,6
(70,0–76,0)

Доза облучения ККМ, мГр:
M±SE (min−max)

27±4
(15–49)

867±136
(87–3716)

293±46
(87–477)

669±39
(510–838)

1581±265
(870–3716)

Доза облучения тимуса и 
периферических лимфоидных 
органов, мГр: M±SE (min−max)

12±3
(2–34)

125±20
(28–446)

67±9
(40–107)

118±49
(28–355)

188±35
(99–446)

Половой состав, % (n)
мужчины 10,0 (1) 26,7 (8) 10,0 (1) 30,0 (3) 40,0 (4)
женщины 90,0 (9) 73,3 (22) 90,0 (9) 70,0 (7) 60,0 (6)

Этническая 
принадлежность, % (n)

славяне 30,0 (3) 20,0 (6) 20,0 (2) 30,0 (3) 10,0 (1)
тюркиты 70,0 (7) 80,0 (24) 80,0 (8) 70,0 (7) 90,0 (9)

Примечания: N – количество исследуемых лиц; M±SE (min−max) – среднее арифметическое значение±погрешность среднего значения (мини-
мальное−максимальное значения)

Таблица 2
Концентрации фактора транскрипции TBX21 в лизатах МНК после 24 ч инкубации с ФГА и без митогена

Concentrations of TBX21 transcription factor in lysates of mononuclear cells after 24-hour incubation with PHA and without the mitogen

Концентрация, пг/мл

Группа сравнения, 
доза облучения 

ККМ: менее 
0,07 Гр,

N=10

Основная группа, 
доза облучения ККМ:

(0,07–3,72) Гр,
N=30

Подгруппы основной группы,
доза облучения ККМ:

(0,07–0,49) Гр,
N=10

(0,50–0,84) Гр,
N=10

(0,85–3,72) Гр,
N=10

TBX21,
24 ч инкубации

M±SE 
(min−max) 14,9±4,9 (0−45,7) 14,2±4,1 (0−74,9) 12,8±5,7 (0–51,2) 21,7±9,2 (0–74,9) 6,7±4,4 (0–27,0)

Ме
(Q1–Q3) 13,0 (0–19,2) 0 (0–24,9)

р=0,001 3,5 (0–23,1) 9,2 (0–74,9)
р=0,023

0 (0–13,3)
р=0,016

TBX21,
24 ч инкубации с 
ФГА (PHA)

M±SE 
(min−max) 27,1±8,2 (0−74,90) 67,9±17,5 (0–400,3) 30,6±9,9 (0–95,8) 69,9±18,7 (0–208,5) 103,4±47,0 (0–400,3)

Ме
(Q1–Q3) 24,8 (0,2–47,6) 34,2 (6,6–86,0) 28,2 (0–52,2) 62,3 (33,3–208,5) 26,0 (6,5–203,7)

Примечание: M±SE (min−max) – среднее арифметическое значение±погрешность среднего значения (минимальное−максимальное значения); Ме 
(Q1–Q3) – медиана (25–75 квартили); р – доверительная вероятность различий между стимулированными и нестимулированными митогеном МНК 
(U-критерий Мана – Уитни) в пределах одной дозовой подгруппы
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сле 24 ч инкубации с митогеном и без него у людей из 
основной группы и группы сравнения.

В группе сравнения медианная концентрация факто-
ра транскрипции TBX21, нормализованная по содержа-
нию общего белка в лизатах, статистически не различа-
лась в лизатах стимулированных и не стимулированных 
митогеном МНК.

У обследованных людей из основной группы внутри-
клеточная концентрация TBX21 в митоген-стимулиро-
ванных МНК (медиана – 34,2 пг/мл, среднее значение – 
67,9 пг/мл) статистически значимо (р=0,001) превышала 
аналогичный показатель в клетках, инкубированных без 
ФГА (медиана – 0 пг/мл, среднее значение –14,2 пг/мл).

У людей из основной группы с малыми дозами об-
лучения ККМ не выявлено различий показателя между 
стимулированными и нестимулированными клетками, 
у лиц со средними и высокими дозами облучения ККМ 
внутриклеточная концентрация белка TBX21 в митоген-
стимулированных мононуклеарах была статистически 
значимо выше, чем в нестимулированных клетках.

Не выявлено статистически значимых различий ана-
лизируемого показателя в лизатах МНК после 24 часов 
инкубации с митогенной стимуляцией и без таковой 
между облученными людьми из разных дозовых групп 
и пациентами из группы сравнения.

У хронически облученных людей из основной груп-
пы наблюдается бÓльшая, чем у лиц из группы сравне-
ния, индивидуальная вариабельность внутриклеточных 
концентраций фактора транскрипции TBX21 после 
24-часовой стимуляции ФГА.

Корреляционный анализ дозовых зависимостей по 
Спирмену и Пирсону не показал статистически зна-
чимых взаимосвязей между концентрациями фактора 
транскрипции TBX21 в лизатах стимулированных и не 
стимулированных митогеном МНК и дозами облучения, 
рассчитанными на ККМ, тимус и периферические лим-
фоидные органы.

При анализе по критериям Спирмена и Пирсона вли-
яния факторов нерадиационной природы на концентра-
цию белка TBX21 в МНК, стимулированных и не стиму-
лированных митогеном, не обнаружено статистически 
значимых связей между исследуемыми показателями и 
возрастом, полом, этнической принадлежностью обсле-
дованных пациентов.

С точки зрения реализации отдаленных эффектов об-
лучения интересен тот факт, что белок TBX21 контро-
лирует транскрипцию многих генов провоспалительных 
цитокинов, включая лимфотоксин-α, фактор некроза 
опухоли и ИФНγ, который является отличительным 
признаком Тх1 опосредованного иммунного ответа [15]. 
Фитогемагглютинин преимущественно стимулирует 
Т-лимфоциты, при этом статистически значимые разли-

чия внутриклеточной концентраций фактора транскрип-
ции TBX21 между стимулированными и нестимулиро-
ванными МНК регистрируются в отдаленном периоде у 
практически здоровых хронически облученных людей 
со средними и высокими дозами. Данный факт согласу-
ется с литературными данными о напряжении адапта-
ционных механизмов в иммунной системе хронически 
облученного человека (преимущественно в Т-клеточном 
звене) [1] и предполагает возможность использования 
данного показателя в качестве одного из перспективных 
потенциальных маркеров индивидуальной радиочув-
ствительности и (или) радиационно-индуцированного 
канцерогенеза в отдаленном периоде после хроническо-
го низкоинтенсивного воздействия ИИ.

Заключение
У практически здоровых облученных людей в отда-

ленные сроки после начала хронического низкоинтен-
сивного радиационного воздействия внутриклеточная 
концентрации фактора транскрипции TBX21 в МНК пе-
риферической крови после стимуляции ФГА статисти-
чески значимо не различается во всех дозовых группах 
относительно лиц из группы сравнения.

У хронически облученных людей, в отличие от лиц 
из группы сравнения, митогенная стимуляция МНК че-
рез 24 ч приводит к статистически значимому увеличе-
нию внутриклеточной концентрации белка TBX21. Ста-
тистически значимое увеличение концентрации белка 
TBX21 в лизатах ФГА-стимулированных МНК отмечено 
у хронически облученных людей со средними и высо-
кими дозами облучения ККМ.

Статистически значимых взаимосвязей между вну-
триклеточными концентрациями фактора транскрипции 
TBX21 через 24 ч в стимулированных и нестимулиро-
ванных митогеном МНК и дозами облучения, рассчи-
танными на ККМ, тимус и периферические лимфоид-
ные органы, не обнаружено.

Не выявлено статистически значимых корреляций 
исследуемых показателей с возрастом, полом, этниче-
ской принадлежностью обследованных людей из основ-
ной группы и группы сравнения.

Исследование внутриклеточной концентрации 
TBX21 в МНК периферической крови у хронически об-
лученных жителей прибрежных сел реки Течи в отда-
ленные сроки после начала хронического радиационно-
го воздействия продолжается.
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