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РЕФЕРАТ

Цель: Получить клетки немелкоклеточного рака легкого (НМРЛ) человека, выжившие и давшие устойчивый рост после фракцио-
нированного воздействия рентгеновского излучения в суммарной дозе 20 Гр, и провести оценку их чувствительности к дополни-
тельному облучению и воздействию цисплатина.
Материал и методы: В работе использовали клеточную линию НМРЛ – A549, которую облучали в режиме фракционирования  
(5 фракций по 4 Гр) для получения сублинии выживших клеток – A549IR. Клетки A549 и A549IR подвергали тестирующему воздей-
ствию рентгеновского излучения или цисплатина. После чего проводили анализ пролиферативной активности, 2D-миграционной 
способности и эффективности репарации двунитевых разрывов ДНК (ДР) с помощью количественной оценки остаточных фоку-
сов белков γH2AX и 53BP1. 
Результаты: Были получены клетки НМРЛ, которые выжили и дали устойчивый рост после фракционированного облучения рент-
геновским излучением в суммарной дозе 20 Гр. Полученные клетки A549IR обладали измененной морфологией, пониженной про-
лиферативной активностью и повышенной миграционной способностью. Анализ остаточных фокусов 53BP1 после тестирующего 
облучения этих клеток в дозе 6 Гр свидетельствует о повышенной эффективности репарации радиационно-индуцированных ДР 
ДНК. Также было обнаружено, что клетки A549IR более устойчивы к воздействию цисплатина. 
Заключение: В целом результаты исследования показывают, что комбинированную химиолучевую терапию для лечения НМРЛ 
следует назначать с осторожностью, если исследования на модели животных поддержат полученные выводы. Клетки НМРЛ, пере-
жившие воздействие ИИ, могут приобретать резистентность к цисплатину. Для выбора подходящей терапии важно оценить как 
уже существующую радио- и химорезистентность опухолевых клеток, так и их резистентность к терапевтическим воздействиям, 
развившуюся во время лечения. 
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ABSTRACT

Objective: To obtain human non-small cell lung cancer (NSCLC) cells that survived and showed stable growth after fractionated exposure 
to X-rays at a total dose of 20 Gy and to evaluate their sensitivity to additional irradiation and cisplatin.
Material and methods: The NSCLC cell line A549 was used in the study, and it was irradiated in the fractionated mode (5 fractions of 4 Gy) 
to obtain a subline of surviving cells – A549IR. A549 and A549IR cells were subjected to testing exposure to X-rays or cisplatin. Then, 
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Введение
Химио-, лучевая и химиолучевая терапия (ХЛТ) в 

настоящее время являются одними из основных мето-
дов лечения злокачественных новообразований (ЗНО). 
Однако наличие радио- и химиорезистентных клеток 
может приводить к неудаче противоопухолевой тера-
пии, которая обычно показывает достаточно хорошие 
результаты при лечении большинства типов ЗНО. ХЛТ 
может проводиться одновременно или последовательно 
до (неоадъювантно) или после (адъювантно) первич-
ного лечения (хирургия или лучевая терапия) [1]. При 
последовательной ХЛТ неудача может быть обусловле-
на перекрестной резистентностью опухолевых клеток. 
Радиорезистентность и химиорезистентность – два раз-
ных фенотипа, и их взаимодействие очень сложное: в 
одних случаях они обеспечивают защитные эффекты 
при последующей химиотерапии или облучении, а в 
других – усиливают повреждающие эффекты. Исследо-
вания показывают, что радиорезистентные опухолевые 
клетки могут демонстрировать устойчивость к воздей-
ствию химиопрепаратов [2–5]. Так, показано, что дли-
тельная фракционированная лучевая терапия клеток 
аденокарциномы легких человека привела к снижению 
регуляции фолатного рецептора альфа, что снизило 
поглощение препарата во время последующего воз-
действия пеметрекседа [6]. Механизмы формирования 
резистентности к противоопухолевой терапии включа-
ют эффективную способность к восстановлению, от-
мену остановки клеточного цикла, уклонение от апоп-
тоза, гетерогенность опухоли, активацию опухолевых 
стволовых клеток (ОСК), мутации и микроокружение 
опухоли [7]. Микроокружение опухоли способствует 
резистентности за счет ремоделирования внеклеточно-
го матрикса, гипоксии, активности ОСК, набора стро-
мальных клеток, таких как опухоль-ассоциированные 
фибробласты и макрофаги M2, и посредничества па-
ракринной коммуникации [7, 8]. В ответ на противо-
опухолевую терапию опухолевые клетки выделяют 
различные паракринные факторы, включая цитокины, 
интерлейкины, мРНК, некодируемую РНК, такую как 
миРНК и днкРНК, и другие, которые являются специ- 
фичными для состояния терапевтической реакции и 
опосредуют межклеточную коммуникацию, помогая 
им адаптироваться [8]. Для оптимизации схем лечения 
онкологических заболеваний очень важно понимать ме-
ханизмы формирования радио- и химиорезистентности 
опухолевых клеток. 

Двунитевые разрывы (ДР) являются критическими 
повреждениями ДНК клеток, а неэффективная репа-
рация приводит к их гибели, мутации или онкотранс-
формации [9]. Эффективность репарации двунитевых 
разрывов ДНК (ДР) изучалась путем количественного 

proliferative activity, 2D migration capacity and the efficiency of DNA double-strand break (DSB) repair were analyzed using a quantitative 
assessment of residual foci of the γH2AX and 53BP1 proteins.
Results: The study yielded NSCLC cells that survived and showed stable growth after fractionated X-ray irradiation with a total dose of 
20 Gy. The resulting A549IR cells had altered morphology, decreased proliferative activity, and increased migration capacity. Analysis of 
residual 53BP1 foci after test irradiation with a dose of 6 Gy indicates increased efficiency of repair of radiation-induced DNA DSBs. It was 
also found that A549IR cells are more resistant to cisplatin.
Conclusion: Overall, the study results show that combination CRT for the treatment of NSCLC should be prescribed with caution if studies 
based on the animal model support current conclusions. NSCLC cells that have survived IR exposure may acquire resistance to cisplatin. 
To select the appropriate therapy, it is important to assess both the existing radio- and chemo-resistance of tumor cells and their resistance 
to therapeutic effects that developed during treatment.
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анализа выхода остаточных фокусов γH2AX и 53BP1 
через 24 ч после облучения рентгеновским излучени-
ем в дозах 2, 4 и 6 Гр или через 24 ч после 24-часо-
вого воздействия цисплатина в дозах 2, 4 и 6 мкг/мл. 
Фосфорилированный гистон H2AX (γH2AX) и p53-
связывающий белок 1 (53BP1) образуются на фланки-
рующих ДР участках хроматина в процессе репарации 
и могут быть визуализированы с помощью иммуно-
цитохимического окрашивания [10]. Количество фо-
кусов этих белков в ядре клетки отражает количество 
сайтов репарации ДНК, а также кинетику репарации. 
Максимальное количество фокусов обычно наблю-
дается в течение 15–60 мин после облучения, а затем 
их количество уменьшается по экспоненте [11–13]. 
Фокусы, присутствующие через 24 ч и большее время 
после облучения, называются остаточными [14]. По-
лагают, что они являются сайтами репарации слож-
ных, потенциально летальных повреждений ДНК  
[14, 15]. Фосфорилирование H2AX может осущест-
вляться киназами ATR и ATM, которая активируется в 
ответ на появление одноцепочечных участков ДНК, об-
разующихся в результате эксцизионной репарации ну-
клеотидов, поэтому анализ количества фокусов γH2AX 
не всегда специфичен для ДР, однако 53BP1 является 
консервативным белком контрольной точки со свой-
ствами сенсора ДР ДНК [16, 17]. Поэтому оценка соло-
кализации фокусов γH2AX и 53BP1 более специфична 
для изучения эффективности репарации ДР ДНК.

Целью настоящей работы было получение клеток 
немелкоклеточного рака легкого (НМРЛ) человека, вы-
живших и давших устойчивый рост после фракцио-
нированного воздействия рентгеновского излучения в 
суммарной дозе 20 Гр, и оценка их чувствительности к 
дополнительному облучению и воздействию цисплати-
на. Для этого была проанализирована эффективность ре-
парации ДР ДНК, пролиферативная активность и гибель 
клеток после воздействия ионизирующего излучения 
(ИИ) и цисплатина.

Материал и методы

Культура клеток
В работе использовали клеточную линию НМРЛ 

А549 (ATCC CRM-CCL-185). Клетки культивировали 
в питательной среде DMEM с высоким содержанием 
глюкозы (4,5 г/л) (ПанЭко, Россия) с аланил-глутами-
нином, 25000 ед/фл пенициллина, 50 мг/фл стрепто-
мицина (Биолот, Россия) и 10 % фетальной сыворотки 
крупного рогатого скота (HyClone Cytiva, США). Куль-
тивирование клеток проводили в стандартных услови-
ях СО2-инкубатора (37 °С, 5 % СО2, насыщенная влаж-
ность). 
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Облучение
Облучение клеток проводили на рентгеновской уста-

новке РУСТ-М1 (ООО «Диагностика-М», Москва, Рос-
сия), оснащенной двумя рентгеновскими излучателями, 
при мощности дозы 0,85 Гр/мин (напряжение 200 кВ, 
анодный ток 2×5 мА, алюминиевый фильтр 1,5 мм). 

Получение клеток, выживших после воздействия 
ИИ
Чтобы получить клетки A549, выжившие после ИИ, 

родительские клетки облучали дозой 4 Гр один раз в 
день в течение 5 последовательных дней для имитации 
гипофракционирования. Обычные клинические режи-
мы гипофракционирования включают фракционные 
дозы 6–10 Гр [18], однако при таком режиме было не-
возможно получить активно делящиеся клетки A549, 
поэтому фракционную дозу уменьшили до 4 Гр. После 
последнего облучения клетки инкубировали до появ-
ления активно делящихся клеток, получивших кодовое 
название A549IR. Для анализа радиочувствительности 
клетки подвергали дополнительному облучению в дозах  
2, 4 и 6 Гр. 

Инкубация с цисплатином
Для сравнительной оценки чувствительности к воз-

действию цисплатина исходные клетки A549 и А549IR 
подвергали воздействию 2, 4, 6 и 8 мкг/мл цисплатина 
(Тева, Россия) в течение 24 ч.

Иммуноцитохимия
Клетки фиксировали на покровных стеклах в 4  % 

параформальдегиде в течение 15 мин при комнатной 
температуре, затем дважды промывали в фосфатно-со-
левом буфере (pH 7,4) и проводили пермеабилизацию в 
блокирующем буфере (0,3 % Triton-X100 в фосфатно-
солевом буфере, pH 7,4) с добавлением 5 % сыворотки 
козы для блокирования неспецифического связывания 
антител в течение 40 мин. Затем клетки инкубирова-
ли в течение 1 ч с первичными кроличьими монокло-
нальными антителами против γH2AX (фосфо S139) 
(разведение 1:800, клон EP854(2)Y, Abcam, Waltham, 
MA, USA) или с первичными мышиными монокло-
нальными антителами против 53BP1 (разведение 1:400, 
клон BP13, Merck-Millipore, Burlington, VA, USA). По-
сле нескольких промывок в фосфатно-солевом буфе-
ре клетки инкубировали в течение 1 ч со вторичными 
антителами козы против мыши IgG (H+L) (конъюги-
рованными Alexa Fluor 488, 1:1600; Abcam, Уолтем, 
Массачусетс, США) или козы против кролика IgG H&L 
(Alexa Fluor® 555, разбавление 1:1600; Abcam, Уолтем, 
Массачусетс, США). Затем покровные стекла трижды 
промывали в фосфатно-солевом буфере и монтирова-
ли на предметные стекла с нанесением капли ProLong 
Gold (Life Technologies, Карлсбад, Калифорния, США) 
с DAPI для контрастного окрашивания ДНК. Клетки 
просматривали и получали изображения с помощью 
микроскопа Nikon Eclipse Ni-U (Nikon, Токио, Япония), 
оснащенного камерой высокого разрешения ProgRes 
MFcool (Jenoptik AG, Йена, Германия). Использовались 
следующие наборы фильтров: UV-2E/C (возбужде-
ние 340–380 нм и эмиссия 435–485 нм), B-2E/C (воз-
буждение 465–495 нм и эмиссия 515–555 нм) и Y-2E/C 
(возбуждение 540–555 нм и эмиссия 600–660 нм). Для 
каждой точки данных было получено изображение в 
общей сложности 100 клеток. Фокусы подсчитывались 
вручную и с использованием программного обеспе-
чения DARFI (http://github.com/varnivey/darfi; доступ  
19 сентября 2016 г.).

Проточная цитометрия
Количественную оценку доли клеток на стадии ран-

него апоптоза и мертвых клеток проводили методом 
проточной цитометрии с использованием коммерче-
ского набора красителей Vybrant Apoptosis Assay Kit #4 
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Уолтем, Массачу-
сетс, США; каталожный номер: V13243) с YO-PRO-1, 
селективно окрашивающим апоптотические клетки, 
и йодистым пропидием (PI), окрашивающим мертвые 
клетки. К каждому 0,5 мл, содержащему 5×105 кле-
ток, добавляли 0,5 мкл исходного раствора YO-PRO-1 
и 0,5  мкл исходного раствора PI. Окрашенные клетки 
инкубировали в темноте в течение 20–30 мин, после 
чего измеряли на проточном цитометре Guava EasyCyte 
(EMD Millipore Corporation, Биллерика, Массачусетс, 
США) количество апоптотических и мертвых клеток с 
возбуждением 488 нм с зеленой флуоресцентной эмис-
сией для YO-PRO-1 (т. е. полоса пропускания 525/30) и 
красной флуоресцентной эмиссии для PI (полоса про-
пускания 695/50). Для каждого образца было получено 
5000 событий; полученные результаты анализирова-
ли с помощью программного обеспечения FlowJo V10 
(Becton Dickinson, Сан-Хосе, Калифорния, США).

Анализ миграционной активности с помощью 
скретч-теста
Клетки культивировали в 96-луночном планшете до 

достижения монослоя, после чего наносили «царапину» 
(англ. scratch) в середине монослоя с помощью стериль-
ного наконечника микропипетки на 200 мкл. С помощью 
микроскопа Nikon Eclipse Ni-U (Nikon, Япония) с уве-
личением ×4, получали изображения начальных «цара-
пин» в нулевой момент времени (t = 0 ч) и через 24 ч  
(t = Δ ч). Миграционную активность клеток оценивали с 
использованием программы ImageJ. Миграционная ак-
тивность клеток была представлена как площадь зарас-
тания поверхности «царапины» % от исходной площади 
«царапины».

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-критерий Стьюдента 
(p<0.05). Результаты исследований представлены как 
среднее арифметическое результатов трех независимых 
экспериментов ± стандартная погрешность среднего 
(M±SEM). 

Результаты
После завершения воздействия на родительские клет-

ки A549, выжившие клетки вошли в фазу полиплоидных 
гигантских опухолевых клеток и оставались в состоянии 
покоя в течение 2 недель. Полиплоидные гигантские 
опухолевые клетки демонстрируют смешанный старею-
щий и покоящийся фенотип, и с наступлением благопри-
ятных условий покоящиеся клетки дают начало актив-
но пролиферирующим клеткам. Площадь поверхности 
полиплоидных гигантских опухолевых клеток была в 8 
раз больше, чем у контрольных клеток. Через 2 недели 
появились активно делящиеся клетки (A549IR) и их ис-
пользовали для дальнейших экспериментов.

Наличие характеристик резистентности в получен-
ных клетках A549IR оценивали с помощью анализа 
клеточной гибели методом проточной цитометрии. По-
сле тестового воздействия ИИ в дозе 6 Гр доля мертвых 
клеток A549IR была ниже, чем у родительских клеток 
A549, однако эта разница была статистически незначима 
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(рис. 1). Морфология клеток A549IR свидетельствовала 
о признаках эпителиально-мезенхимального перехода 
(ЭМП). Это изменение направляет переход клеток из 
эпителиального в мезенхимальный тип, что может быть 
связано с прогрессированием опухоли и приобретением 
инвазивных характеристик злокачественных новооб-
разований. Визуально клетки показывают увеличенные 
размеры, приобретают более веретенообразную кле-
точную границу с большим количеством цитоплазмы, с 
контактом между клетками через фокальные точки, а не 
скопления клеток. 

Для определения повышенной инвазивности в лини-
ях A549IR на основе наблюдения за признаками ЭМП 
морфологии клеток 2-D миграция клеток была оценена с 
помощью скретч-теста. Данные показали повышенную 
миграционную способность клеток A549IR по сравне-
нию с исходными клетками A549, что свидетельствует о 
приобретении характеристик инвазивности (рис. 2).

Пролиферативная активность клеток A549IR была 
ниже (48 ч), чем в исходной клеточной линии (24 ч). До-
полнительное воздействие ИИ в дозах 2, 4 и 6 Гр приво-
дило к более выраженному ее замедлению по сравнению 
с исходными клетками A549 (рис. 3). 

На рис. 4 представлены результаты иммуноцитохи-
мического анализа остаточных фокусов γH2AX, 53BP1 
и их солокализации через 24 ч после облучения клеток 
А549 и A549IR в дозах 2, 4 и 6 Гр. Статистически значи-
мое снижение количества остаточных фокусов в клетках 
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Рис. 1. Доля мертвых клеток (PI+), оцененная методом проточной 
цитометрии через 24 ч после облучения в дозах 2–6 Гр (n=3)

Fig. 1. The percent of dead cells (PI+) as assessed by flow cytometry 24 
hours after exposure to different doses of IR (n=3)
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Рис. 2. 2D миграция клеток A549IR и А549 за 24 ч (n=3)
Fig. 2. 2D migration of A549IR and Control cells after 24 hours (n=3)

Рис. 3. Изменения количества клеток A549 и A549IR через 48 ч после 
облучения (n=3)

Fig. 3. Changes in the number of cells of the parent A549 and A549IR 48 
hours after exposure to different doses of IR (n=3)

Рис. 4. Количество остаточных фокусов γH2AX (A), 53BP1 (Б) и их 
солокализация (В) в клетках A549IR и A549 через 24 ч облучения (n=3)

Fig. 4. Number of residual γH2AX (A), 53BP1 (Б) and colocalized (В) 
foci in previously irradiated A549IR and parental A549 cells 24 hours after 

X-ray irradiation with doses of 2, 4 and 6 Gy (n=3)
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Рис. 7. Количество остаточных фокусов γH2AX (A), 53BP1 (Б) и 
их солокализация (В) в контрольных и ранее облученных (A549IR) 

клетках через 24 ч после воздействия цисплатина различных 
концентраций (n=3)

Fig. 7. Amount of residual γH2AX (A), 53BP1 (Б) and colocalized (В) 
foci in control and previously irradiated (A549IR) cells 24 hours after a 

24-hour incubation in cisplatin at a concentration of 2, 4 and 6 μg/ml (n=3)

A549IR по сравнению с клетками А549 было показано 
только для фокусов 53BP1 после облучения дозе 6 Гр. 

Также была проведена оценка перекрестной рези-
стентности клеток А549 и A549IR к цисплатину. Резуль-
таты анализа клеточной гибели с помощью проточной 
цитометрии показывают, что после воздействия на клет-
ки A549IR 8 мкг/мл цисплатина процент клеток PI+ был 
значительно ниже, чем в исходной клеточной линии 
A549 (рис. 5). Это свидетельствует об их повышенной 
резистентности к воздействию цисплатина, возможно за 
счет механизма уклонения от гибели.

Не было отмечено различий в пролиферативной ак-
тивности клеток A549IR и А549 после воздействия ци-
сплатина в концентрации 2 и 4 мкг/мл (рис. 6). 

Результаты анализа количества остаточных фокусов 
γH2AX, 53BP1 и их солокализации через 24 ч после воз-
действия цисплатина в дозах 2, 4 и 6 мкг/мл на клетки 
A549IR и А549 представлены на рис. 7. При концен-
трации цисплатина 2 мкг/мл наблюдалось значительно 
меньшее количество остаточных фокусов 53BP1 в клет-
ках A549IR по сравнению с клетками А549. Для всех 
других точек сравнения статистически значимых разли-
чий не было обнаружено. 

Обсуждение
В ходе работы были получены клетки НМРЛ, кото-

рые выжили и дали устойчивый рост после фракциони-

Рис. 5. Доля мертвых клеток (PI+), оцененная методом проточной 
цитометрии через 24 ч после воздействия цисплатина различных 

концентраций (n=3)
Fig. 5. The percent of dead cells (PI+) as assessed by flow cytometry 
24 hours after exposure of A549IR cells to different concentrations of 

cisplatin (B) (n=3)

Рис. 6. Изменение количества клеток A549 и A549IR через 48 ч после 
воздействия цисплатина различных концентраций (n=3)

Fig. 6. Changes in the number of cells of the parent A549 and A549IR 48 
hours after exposure to different doses of cisplatin (n=3)

рованного облучения рентгеновским излучением в сум-
марной дозе 20 Гр (клетки A549IR). Полученные клетки 
обладали измененной морфологией, пониженной про-
лиферативной активностью и повышенной миграцион-
ной способностью. Анализ остаточных фокусов 53BP1 
после тестирующего облучения этих клеток в дозе 6 Гр 
свидетельствует о повышенной эффективности репа-
рации радиационно-индуцированных ДР ДНК. Также 
было обнаружено, что клетки A549IR более устойчивы 
к воздействию цисплатина. 
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Заключение
В целом результаты исследования показывают, что 

комбинированную ХЛТ для лечения НМРЛ следует на-
значать с осторожностью. Клетки НМРЛ, пережившие 
воздействие ИИ, могут приобретать резистентность к 
цисплатину. Для выбора подходящей терапии важно 
оценить как уже существующую радио- и химорези-
стентность опухолевых клеток, так и их резистентность 

к терапевтическим воздействиям, развившуюся во вре-
мя лечения. Разработка диагностической панели для 
определения резистентности опухоли поможет в выборе 
эффективной онкологической терапии, поскольку уже 
существуют перспективные маркеры радио- и химио-
резистентности, например специфические микроРНК, 
обнаруживаемые как внутриклеточно, так и в плазме  
крови [8].
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