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Цель: Сравнительный анализ дозовых зависимостей и кинетики пострадиационных изменений количества фокусов белков γH2AX 
и pATM в мезенхимальных стволовых клетках человека (МСК), подвергшихся воздействию нейтронов с энергией 14,1 МэВ и 
гамма-излучения кобальта-60. 
Материал и методы: В работе использовали первичную культуру МСК человека, полученную из коллекции ООО «БиолоТ» (Рос-
сия). Облучение клеток проводили на нейтронном генераторе НГ-14 (ФГУП «ВНИИА», Россия), обеспечившим потоки нейтронов 
с энергией 14,1 МэВ, и гамма-терапевтическом аппарате «РОКУС-АМ» (АО «Равенство», Россия; кобальт-60, мощность дозы 
0,5 Гр/мин) в дозах 0,1, 0,25 и 0,5 Гр. Для количественной оценки фокусов γН2АХ и pAТМ использовали иммуноцитохимическое 
окрашивание с использованием антител к γН2АХ и pAТМ соответственно. Статистическую значимость оценивали с использова-
нием дисперсионного анализа (ANOVA). 
Результаты: Показано, что кинетика пострадиационных изменений количества фокусов γH2AX в клетках, облученных нейтрона-
ми, является более медленной, чем после облучения гамма-излучением. Через 24 ч после облучения нейтронами регистрировалось 
~ 62 % фокусов γH2AX и ~ 52 % фокусов pATM от их количества через 0,5 ч после облучения. Эти значения были статистически 
значимо (р<0,001) выше долей остаточных фокусов, рассчитанных после воздействия гамма-излучения: ~ 16 % и 6 % соответ-
ственно. Полученные результаты свидетельствуют о том, что доля сложных, трудных для репарации повреждений ДНК в клетках, 
облученных нейтронами, значительно выше, чем при облучении гамма-излучением. 
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Purpose: Comparative analysis of dose-response dependences and kinetics of post-radiation changes in the number of γH2AX and pATM 
protein foci in human mesenchymal stem cells (MSCs) exposed to 14.1 MeV neutrons and cobalt-60 gamma-radiation.
Material and methods: The study used a primary culture of human MSCs obtained from the collection of BioloT LLC (Russia). The cells 
were irradiated using a neutron generator NG-14 (VNIIA, Russia), which provided neutron fluxes with an energy of 14.1 MeV, and a 
gamma-therapeutic device ROKUS-AM (JSC Ravenstvo, Russia; cobalt-60, dose rate 0.5 Gy/min) at doses of 0.1, 0.25 and 0.5 Gy. For 
quantitative assessment of γH2AX and pATM foci, immunocytochemical staining was done using antibodies to γH2AX and pATM, respec-
tively. Statistical significance was assessed using analysis of variance (ANOVA).
Results: It was shown that the kinetics of post-radiation changes in the number of γH2AX foci in cells irradiated with neutrons is slower 
than after gamma irradiation. 24 h after irradiation with neutrons, ~ 62 % of γH2AX foci and ~ 52 % of pATM foci were recorded from their 
number 0.5 h after irradiation. These values were statistically significantly (p < 0.001) higher than the proportions of residual foci calculated 
after exposure to gamma-radiation: ~ 16 % and 6 %, respectively. The results obtained indicate that the proportion of complex, difficult-to-
repair DNA damage in cells irradiated with neutrons is significantly higher than with gamma-radiation.
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Оценка биологических эффектов нейтронного из-
лучения крайне важна для космической радиобиологии, 
лучевой терапии и радиационной защиты. Нейтроны, 
взаимодействуя с атомами клеток и межклеточной сре-
ды, индуцируют каскады вторичных частиц (протонов, 
альфа-частиц и т.д.), которые формируют сложные по-
вреждения клеточных структур, в том числе и ДНК. 
Среди радиационно-индуцированных повреждений 
ДНК различных типов, наиболее опасными являются 
двунитевые разрывы (ДР) ДНК [1–3]. Точность и эффек-
тивность процесса репарации этих повреждений фак-
тически определяют дальнейшую судьбу облучённых 
клеток: обновление или ограничение пролиферации, 
старение и гибель [4]. В клетках, которые продолжают 
делиться, несмотря на ошибки репарации ДНК, увели-
чивается вероятность онкологической трансформации 
[5]. Считается, что одной из основных причин неста-
бильности генома, канцерогенеза и старения является 
накопление генетических нарушений вследствие некор-
ректной репарации ДНК от ДР [6–8].

Иммуноцитохимический анализ белков, участвую-
щих в отклике клеток на повреждение ДНК (aнгл. DNA 
damage response – DDR), позволяет получать уникаль-
ную информацию о пострадиационных изменениях ко-
личества сайтов репарации ДНК и их распределении по 
объему ядра каждой клетки [9]. Сотни и тысячи копий 
этих белков образуют динамические фокальные микро-
структуры, локализованные в областях репарации ДНК 
от ДР. Изначально такие скопления белков называли 
фокусами, индуцированными ионизирующим излуче-
нием (aнгл. ionizing radiation induced foci – IRIF), но в 
последнее время чаще используются такие названия как 
фокусы повреждения ДНК [10, 11] или фокусы белков 
репарации ДНК [12, 13]. Среди белков, образующих 
фокусы, наиболее изученными являются H2AX, фосфо-
рилированный по серину 139 (γH2AX) [14–16], 53BP1 
(p53-связывающий белок 1 – p53-binding protein 1) [17, 
18] и ATM (мутантный белок при атаксии телеангиэкта-
зии – ataxia-telangiectasia mutated (ATM) protein), фосфо-
рилированный по серину 1981 (pATM) [19, 20].

Вариант корового гистона Н2А – H2AX в ответ на 
образование повреждения ДНК фосфорилируется ки-
назами семейства фосфатидилинозитол-3-киназ: ATM, 
DNA-PK (ДНК-зависимая протеинкиназа – DNA-
dependent protein kinase) и ATR (атаксия телеангиэкта-
зия и Rad3-родственный белок – ataxia telangiectasia and 
Rad3-related protein), что приводит к локальному ремо-
делированию хроматина, амплификации и привлечению 
белков репарации [21]. ATM является одной из ключе-
вых киназ-трансдукторов, координирующих DDR путём 
активации репарации ДНК и различных сигнальных пу-
тей. ДР ДНК являются основным триггером активации 
ATM путём диссоциации от димерной формы посред-
ством аутофосфорилирования по серину 1981 [22].

Целью работы является сравнительный анализ дозо-
вых зависимостей и кинетики пострадиационных изме-
нений количества фокусов белков γH2AX и pATM в ме-
зенхимальных стволовых клетках человека (МСК), под-
вергшихся воздействию нейтронов с энергией 14,1 МэВ 
и гамма-излучения кобальта-60. 
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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.

Облучение
Облучение клеток проводили в МРНЦ им. 

А.Ф. Цыба – филиале ФГБУ НМИЦ радиологии Мин- 
здрава России на нейтронном генераторе НГ-14 (ФГУП 
ВНИИА, Россия), обеспечившим потоки нейтронов с 
энергией 14,1 МэВ, и гамма-терапевтическом аппарате 
«РОКУС-АМ» (АО «Равенство», Россия; кобальт-60, 
мощность дозы 0,5 Гр/мин) в дозах 0,1, 0,25 и 0,5 Гр. До-
зиметрия нейтронного поля осуществлялась с помощью 
радиометра быстрых нейтронов РБН (Частное учреж-
дение «ИТЭР-Центр», Россия). Дозиметрия гамма-об-
лучения выполнялась согласно методике TRS-398 rev.1 
при помощи Unidos Webline и ионизационной камерой 
типа Farmer TM30013 (PTW, Германия) Погрешность 
дозиметрии нейтронного излучения не превышала 5 %. 
Погрешность дозиметрии гамма-излучения – 2 %. 

После облучения клетки инкубировали в стандарт-
ных условиях СO2 инкубатора (37 °C, 5 % CO2) в течение 
0,5 (дозовые зависимости) или 0,5–24 ч (кинетика по-
страдиационных изменений количества фокусов).

Иммуноцитохимический анализ
Для фиксации клеток использовали 4 % раствор па-

раформальдегида в фосфатно-солевом буфере (PBS) (рН 
7,4). Фиксацию проводили в течение 15 мин при комнат-
ной температуре. Затем препараты дважды промывали 
PBS с последующей инкубацией в течение 1 ч в 0,3 % 
растворе TritonX100 в PBS с добавлением 5 % сыворот-
ки козы для пермеабилизации и блокирования неспец-
ифического связывания антител. После этого препараты 
инкубировали в течение ночи при 4 °C с первичными 
антителами к тем или иным белкам, разведенными в 
PBS с 1 % бычьим сывороточным альбумином (BSA). 
Использовали следующие первичные антитела: моно-
клональные антитела кролика к γH2AX (phospho S139) 
(разведение 1:800, клон EP854(2)Y, Abcam, США); мо-
ноклональные антитела мыши к pATM (phospho S1981) 
(разведение 1:400, клон 10H11.E12, Abcam, США). За-
тем препараты трижды промывали PBS и инкубировали 
в течение 1 ч со вторичными антителами IgG (H + L) 
козы к белкам мыши (Alexa Fluor 488 конъюгированный, 
1:1600; Abcam, США) и IgG H&L козы к белкам кролика 
(Alexa Fluor ® 555, 1:1600; Abcam, Уолтем, Массачусетс, 
США) разведенными в PBS, содержащим 1 % BSA. Для 
предотвращения фотовыцветания и окрашивания ДНК 
клеток использовали монтирующую среду ProLong 
Gold Medium, содержащую флуоресцентный краситель 
ДНК – DAPI (Life Technologies, США) в концентрации 
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1 мкг/мл. Визуализацию иммуноцитохимически-окра-
шенных клеток проводили с помощью люминесцентно-
го исследовательского микроскопа Nikon Eclipse Ni-U 
(Nikon, Токио, Япония) с использованием наборов све-
тофильтров UV-2E/C (340–380 нм возбуждение и 435–
485 нм эмиссия) B-2E/C (465–495 нм возбуждение и 
515–555 нм эмиссия) и Y-2E/C (540–580 нм возбуждение 
и 600–660 нм эмиссия). Для документирования микро-
изображений использовали камеру высокого разреше-
ния для люминесцентной микроскопии ProgRes MFcool 
(Jenoptik AG, Йена, Германия). Случайным образом ана-
лизировали не менее 200 клеток на точку. Для подсчета 
количества фокусов использовали программное обеспе-
чение DARFI (http://github.com/varnivey/darfi; доступ по-
лучен 19 сентября 2016 г.).

Статистический анализ
Статистический и математический анализ данных 

проводили с использованием программного обеспече-
ния GraphPad Prism 9.0.2.161 (GraphPad Software). Ре-
зультаты представлены как среднее арифметическое ре-
зультатов ± стандартная погрешность среднего (SEM). 
Статистическую значимость проверяли с использовани-
ем дисперсионного анализа (ANOVA). 

результаты и обсуждение
На первом этапе работы были изучены зависимости 

между дозой излучения и количеством радиационно-ин-
дуцированных фокусов через 0,5 ч после облучения кле-
ток в дозах от 0,1–0,5 Гр. Выбор этой временной точки 
был обусловлен тем, что для фокусов γH2AX и pATM 
0,5 ч после облучения МСК является точкой максимума 
[23].

Результаты исследования представлены на рис. 1 и 2. 
Было показано, что после облучения МСК нейтронным 
или гамма-излучением в дозах от 0,1 до 0,5 Гр отмеча-
ется дозозависимое увеличение количества фокусов 
γH2AX и pATM.

Зависимости доза–эффект для фокусов γH2AX ап-
проксимируются уравнениями линейной регрессии: 

у = 15,7 x + 3,0 (R2 = 0,97) – нейтронное излучение; 
у = 18,0 x + 3,2 (R2 = 0,97) – гамма-излучение,

где у – среднее количество фокусов в клеточном ядре, х – 
доза облучения в Гр. В пересчете на единицу поглощен-
ной дозы количественный выход фокусов исследован-
ных белков в МСК через 0,5 ч после облучения 14,1 МэВ 
нейтронами составляет 15,7 ± 1,9, а после облучения 
гамма-излучением – 18,0 ± 2,2 фокуса на клетку/Гр.

Зависимости доза–эффект для фокусов pАТМ описы-
ваются уравнениями линейной регрессии: 

у = 10,5 x + 1,5 (R2 = 0,98) – нейтронное излучение;
у = 11,5 x + 1,2 (R2 = 0,99) – гамма-излучение,

где у – среднее количество фокусов в клеточном ядре, 
х – доза облучения в Гр. В пересчете на единицу погло-
щенной дозы количественный выход фокусов исследо-
ванных белков в МСК через 0,5 ч после облучения ней-
тронами составляет 10,5 ± 0,3, а после облучения гамма-
излучением 11,5 ± 0,1 фокуса на клетку/Гр.

В целом полученные результаты свидетельствуют о 
том, что после облучении нейтронами количественный 
выход фокусов γН2АХ и pATM в МСК несколько ниже, 
чем после облучения гамма-излучением. Однако важ-
но не только количество повреждений, но и сложность. 

Известно, что репарация ДНК от простых повреждений 
происходит намного быстрее, чем от сложных [24]. По-
этому нами были проведены исследования кинетики по-
страдиационных изменений количества фокусов γH2AX 
и pATM в клетках облученных нейтронами или гамма-
излучением. Результаты представлены на рис. 3 и 4 соот-
ветственно. Обращает на себя более медленная кинетика 
элиминации фокусов в клетках, облученных нейтронами 
по сравнению с клетками, облученными гамма-излу-
чением. Через 24 ч после облучения нейтронами реги-
стрировалось ~ 62 % фокусов γH2AX и ~ 52 % фокусов 
pATM от их количества через 0,5 ч после облучения. Эти 
значения были статистически значимо (р<0,001) выше 
долей остаточных фокусов, рассчитанных после воздей-
ствия гамма-излучения: ~ 16 % и 6 % соответственно. 
Полученные результаты свидетельствуют о том, что доля 
сложных повреждений ДНК в клетках, облученных ней-
тронами 14,1 МэВ, значительно выше, чем при облуче-
нии гамма-излучением.

заключение
Проведен сравнительный анализ дозовых зависи-

мостей кинетики пострадиационных изменений коли-

 

 

 

 

 

 

Рис. 1. Зависимости изменений количества фокусов γН2АХ от 
поглощенной дозы 14,1 МэВ нейтронного излучения или гамма-

излучения кобальта-60 в мезенхимальных стволовых клетках 
человека 30 мин после облучения

Fig. 1. Dependences of changes in the number of γH2AX foci on the 
absorbed dose of 14,1 MeV neutron radiation or gamma radiation of 
cobalt-60 in human mesenchymal stem cells 30 min after irradiation

Рис. 2. Зависимости изменений количества фокусов рATM от 
поглощенной дозы 14,1 МэВ нейтронного излучения или гамма-

излучения кобальта-60 в мезенхимальных стволовых клетках человека 
30 мин после облучения

Fig. 2. Dependences of changes in the number of pATM foci on the 
absorbed dose of 14,1 MeV neutron radiation or gamma radiation of 
cobalt-60 in human mesenchymal stem cells 30 min after irradiation
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Рис. 4. Кинетика пострадиационных изменений количества фокусов 
рATM в мезенхимальных стволовых клетках человека, облученных в 
дозе 0,5 Гр нейтронами 14,1 МэВ или гамма-излучением кобальта-60
Fig. 4. Kinetics of post-radiation changes in the number of pATM foci in 
human mesenchymal stem cells irradiated at a dose of 0.5 Gy with 14.1 

MeV neutrons or cobalt-60 gamma radiation

 

 

 

Рис. 3. Кинетика пострадиационных изменений количества фокусов 
γН2AХ в мезенхимальных стволовых клетках человека, облученных в 
дозе 0,5 Гр нейтронами 14,1 МэВ или гамма-излучением кобальта-60
Fig. 3. Kinetics of post-radiation changes in the number of γH2AX foci in 
human mesenchymal stem cells irradiated at a dose of 0.5 Gy with 14.1 

MeV neutrons or gamma radiation of cobalt-60

 

чества фокусов белка репарации ДНК γH2AX и pATM в 
мезенхимальных стволовых клетках человека, подверг-
шихся воздействию нейтронов 14,1 МэВ и гамма-из-
лучения кобальта-60. Показано, что кинетика постра-
диационных изменений количества фокусов γH2AX 
в клетках, облученных нейтронами является более 
медленной, чем после облучения гамма-излучением. 
Полученные результаты свидетельствуют о том, что 

доля сложных, трудных для репарации повреждений 
ДНК в клетках, облученных нейтронами значительно 
выше, чем при облучении гамма-излучением. В целом, 
иммуноцитохимический анализ фокусов белков репа-
рации ДНК представляется весьма перспективным для 
изучения механизмов ДНК повреждающего действия 
ионизирующего излучения с различной ОБЭ и микро-
дозиметрии. 
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