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Реферат

Цель работы: Сравнительный анализ изменений количества фокусов γН2AX, 53BP1 и pATM в мезенхимальных стволовых/стро-
мальных клетках (МСК) человека после облучения во время однократной и пятикратной последовательной компьютерной томо-
графии (КТ). Дополнительно, в качестве позитивного контроля, исследовали изменения этих показателей после облучения клеток 
на рентгеновской установке в дозе 2000 мГр.
Материал и методы: В работе использовали первичную культуру МСК человека, полученную из коллекции ООО «БиолоТ» (Рос-
сия). Для облучения клеток использовали компьютерный томограф TOSHIBA AQUILION 64 (Япония). Дозиметрическое сопрово-
ждение осуществлялось термолюминесцентным методом с использованием алюмофосфатных дозиметров и дозиметров на основе 
бората магния. Для сравнительных исследований и получения позитивного контроля использовали рентгеновскую биологическую 
установку РУСТ-М1 (Россия), оснащенную двумя рентгеновскими излучателями (поглощенная доза 2000 мГр, мощность дозы 
0.85 Гр/мин). Для количественной оценки фокусов γН2АХ, 53BP1 и pATM использовали иммуноцитохимическое окрашивание 
с использованием антител к γН2АХ, 53BP1 и pATM. Статистическую значимость оценивали с использованием дисперсионного 
анализа (ANOVA).
Результаты: Проведенные исследования показали, что облучение МСК во время КТ (поглощенные дозы в случае однократной 
КТ приблизительно 88 мГр) вызывает статистически значимое увеличение количества фокусов белков γН2AX, 53BP1 и pATM, 
регистрируемых через 0,5 ч после облучения. Однако уже через 24 ч после облучения не было отмечено статистически значимого 
повышенного количества остаточных фокусов γН2AX, 53BP1 и pATM по сравнению с контрольными значениями. В целом, ком-
плексную оценку количества фокусов белков γН2AX, 53BP1 и pATM можно рекомендовать для ранней биодозиметрии облучения 
во время КТ.
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Abstract

Purpose: Comparative analysis of changes in the number of γH2AX, 53BP1 and pATM foci in human mesenchymal stem/stromal cells 
(MSCs) after irradiation during single and five-time sequential computed tomography (CT). Additionally, as a positive control, changes in 
these parameters were studied after irradiation of cells using an X-ray machine at a dose of 2000 mGy.
Material and methods: A primary culture of human MSCs was obtained from the collection of BioloT LLC (Russia). A TOSHIBA AQUI-
LION 64 computed tomograph (Japan) was used for cell irradiation. Dosimetric monitoring was carried out using the thermoluminescent 
method with aluminophosphate dosimeters and magnesium borate-based dosimeters. For comparative studies and obtaining a positive 
control, a RUST-M1 X-ray biological unit (Russia) equipped with two X-ray emitters (dose 2000 mGy, dose rate 0.85 Gy/min) was used. 
Immunocytochemical staining using antibodies to γH2AX, 53BP1 and pATM was used for quantitative assessment of γH2AX, 53BP1 and 
pATM foci. Statistical significance was assessed using analysis of variance (ANOVA).
Results: The studies showed that irradiation of MSCs during CT (absorbed doses during single CT approximetly 88 mGy) causes a statisti-
cally significant increase in the number of foci of the proteins γH2AX, 53BP1 and pATM, recorded 0.5 h after irradiation. However, no 
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В настоящее время стремительно развивается реге-
неративная медицина, в которой часто применяется кле-
точная терапия с использованием стволовых клеток че-
ловека, в частности мультипотентных мезенхимальных 
стволовых/стромальных клеток (MCК). Несмотря на по-
ложительные стороны использования МСК, существует 
ряд малоизученных аспектов, требующих проведения 
серьезных фундаментальных исследований. Одними из 
наиболее важных вопросов являются возможные нега-
тивные эффекты воздействия ионизирующего излуче-
ния в малых дозах при проведении, часто сопутствую-
щих клеточной терапии, диагностических радиологиче-
ских процедур, в частности, компьютерной томографии 
(КТ). Существует большое количество эпидемиологиче-
ских работ, свидетельствующих об увеличении рисков 
возникновения злокачественных новообразований у де-
тей и подростков после проведения КТ [1, 2]. С другой 
стороны, опубликовано много данных, напротив, свиде-
тельствующих о положительных эффектах КТ, таких как 
уменьшение смертности от рака легкого у людей [3, 4]. 
Таким образом, изучение особенностей формирования 
радиобиологических эффектов в МСК после проведе-
ния КТ представляет актуальную научную проблему.

Иммуноцитохимический анализ фокусов (динамиче-
ских микроскоплений, состоящих из сотен и тысяч ко-
пий белка) белков репарации ДНК позволяет проводить 
исследования отклика на облучение каждой клетки в 
асинхронных/гетерогенных клеточных популяциях. Ме-
тод обладает крайне высокой чувствительностью, по-
зволяющей детектировать эффекты облучения в малых 
дозах. Наиболее часто исследуются фокусы корового 
гистона Н2AX (вариант гистона Н2A) фосфорилирован-
ного по серину-139 (γН2AX) [5–7], белка 53BP1 [8, 9] 
и активной (фосфорилированной) киназы AТМ (pATM) 
[10–12]. Гистон γН2AX играет крайне важную функцию 
в клеточном отклике на повреждение ДНК, локальном 
ремоделировании структуры хроматина и привлечении 
белков репарации ДНК [13–15]. Белок-супрессор опухо-
лей 53BP1 является ключевым регулятором репарации 
ДНК от двунитевых разрывов (ДР) и активации кон-
трольных точек клеточного цикла [16–18]. Киназа ATM 
является одной из ключевых киназ-трансдукторов, коор-
динирующих отклик клетки на повреждение ДНК путём 
активации репарации ДНК и различных сигнальных пу-
тей [19–21]. Такие критические повреждения ДНК как 
ДР являются основным триггером активации ATM путём 
диссоциации от димерной формы посредством аутофос-
форилирования по серину 1981 [19]. Ранее нами было 
показано, что количество остаточных фокусов γН2AX, 
53BP1 и pATM, наблюдаемых через 24–72 ч после об-
лучения, отражает количество потенциально летальных 
повреждений ДНК и может служить предиктивным мар-
кером репродуктивной клеточной гибели [22].

Цель работы: сравнительный анализ изменений ко-
личества фокусов γН2AX, 53BP1 и pATM в МСК после 
облучения во время однократной и пятикратной после-
довательной КТ. Дополнительно, в качестве позитивно-
го контроля, исследовали изменения этих показателей 

statistically significant increase in the number of residual γH2AX, 53BP1 and pATM foci was observed 24 h after irradiation compared to 
the control values. In general, a comprehensive assessment of the number of γH2AX, 53BP1 and pATM protein foci can be recommended 
for early biodosimetry of irradiation during CT.
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после облучения клеток на рентгеновской установке в 
дозе 2000 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.

Облучение
Клетки облучали в фазе экспоненциального роста 

(плотность клеточной популяции ~ 60–70 %).
Для облучения клеток использовали компьютерный 

томограф TOSHIBA AQUILION 64 (Япония). Были ис-
пользованы параметры сканирования, которые модели-
руют условия проведения КТ головы человека (анодное 
напряжение 120 кВ, анодный ток 350 мА, ширина детек-
торного элемента 0,5 мм, питч 0,641). Проводили одно- 
и пятикратное последовательное облучение. Дозиме-
трическое сопровождение осуществлялось термолюми-
несцентным методом с использованием  дозиметров на 
основе алюмофосфатных стёкол (измерение производи-
ли на дозиметрическом комплексе ИКС-А (ИБФ, СССР, 
зав. № 425)) [23] и дозиметров на основе бората магния 
(измерение производили на дозиметрическом комплексе 
Доза-ТЛД (НПП «Доза», Россия)) [24].

Для сравнительных исследований и получения по-
зитивного контроля использовали рентгеновскую био-
логическую установку РУСТ-М1 (Россия), оснащенную 
двумя рентгеновскими излучателями. Характеристики 
и условия облучения: поглощенная доза – 2000  мГр, 
мощность поглощенной дозы – 0,85 Гр/мин, анодное на-
пряжение 200 кВ, анодный ток на каждой трубке 5 мА, 
фильтр 1,5 мм Al). Дозиметрический контроль погло-
щенной дозы осуществлялся клиническим дозиметром 
рентгеновского излучения ДРК-1М (НПП «Доза», Рос-
сия). Суммарная погрешность отпускаемой поглощен-
ной дозы не превышала 15 %.

После облучения клетки инкубировали в стандарт-
ных условиях СO2 инкубатора (37 °C, 5 % CO2) в течение 
0,5–24 ч.

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 ком-
натной температуре. Затем препараты дважды промы-
вали PBS с последующей инкубацией в течение 40 мин 
в 0,3 % растворе TritonX100 в PBS с добавлением 5 % 
сыворотки козы для пермеабилизации и блокирования 
неспецифического связывания антител. Далее препара-
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ты инкубировали в течение 1 ч с первичными антите-
лами к тем или иным белкам, разведенным в PBS с 1 % 
бычьим сывороточным альбумином (BSA). Использо-
вали следующие первичные антитела: моноклональные 
антитела кролика к γH2AX (phospho S139) (разведение 
1:800, клон EP854(2)Y, Abcam, Великобритания); моно-
клональные антитела мыши к 53BP1 (разведение 1:400, 
клон BP13, Merck-Millipore, США); моноклональные 
антитела мыши к pATM (phospho S1981) (разведение 
1:200, клон 10H11.E12, Abcam, Великобритания). Затем 
препараты трижды промывали PBS и инкубировали в 
течение 1 ч в темноте со вторичными антителами IgG 
(H + L) козы к белкам мыши (Alexa Fluor 488 конъю-
гированный, 1:1600; Abcam, Великобритания) и IgG 
H&L козы к белкам кролика (Alexa Fluor ® 555, 1:1600; 
Abcam, Великобритания), разведенными в PBS, содер-
жащим 1 % BSA. Для предотвращения фотовыцветания 
и окрашивания ДНК клеток использовали монтирую-
щую среду ProLong Gold Medium, содержащую флуо-
ресцентный краситель ДНК – DAPI (Life Technologies, 
США) в концентрации 1 мкг/мл. Визуализацию имму-
ноцитохимически-окрашенных клеток проводили на 
люминесцентном исследовательском микроскопе Nikon 
Eclipse Ni-U (Nikon, Токио, Япония) с использованием 
наборов светофильтров UV-2E/C (340–380 нм возбужде-
ние и 435–485 нм эмиссия) B-2E/C (465–495 нм возбуж-
дение и 515–555 нм эмиссия) и Y-2E/C (540–580 нм воз-
буждение и 600–660 нм эмиссия). Для документирова-
ния микроизображений использовали камеру высокого 
разрешения для люминесцентной микроскопии ProgRes 
MFcool (Jenoptik AG, Йена, Германия). Случайным об-
разом анализировали не менее 200 клеток на точку. Для 
подсчета количества фокусов использовали программ-
ное обеспечение DARFI (http://github.com/varnivey/darfi; 
доступ получен 19 сентября 2016 г.).

Статистический анализ
Статистический анализ данных проводили с исполь-

зованием программного обеспечения GraphPad Prism 
9.0.2.161 (GraphPad Software). Результаты представлены 
как среднее арифметическое результатов ± стандартная 
погрешность среднего (SEM). Статистическую значи-
мость проверяли с использованием дисперсионного ана-
лиза (ANOVA).

Результаты и обсуждение
При выбранных параметрах сканирования на ком-

пьютерном томографе CTDI (компьютерно-томографи-
ческий индекс дозы, определяемый как поглощенная 
доза за один оборот рентгеновской трубки, нормали-
зованная к ширине рентгеновского пучка) составил 86 
мГр, а DLP (произведение поглощенной дозы на длину 
сканирования в см) – 3673 мГр×см. При пересчете на 
фантом диаметром 16 см эффективная доза на голо-
ву человека составила 5,1 мЗв. В случае облучения на 
компьютерном томографе нестандартных объектов, не-
обходимо принимать во внимание характеристики облу-
чаемого объекта (размер, масса, плотность). Облучение 
МСК проводилось в чашках Петри (d=35 мм) с объемом 
культуральной среды 2 мл. При таком размере и массе 
облучаемого объекта поглощенная доза должна быть 
близка к CTDI, что было подтверждено сопровождаю-
щими дозиметрическими исследованиями с использова-
нием термолюминесцентных дозиметров. Поглощенная 
доза на чашку Петри за время одного сеанса КТ соста-
вила 88±15 мГр с учетом пространственной неоднород-
ности поля излучения и расширенной неопределенности 
измерения детекторов.

На рис. 1 представлены результаты анализа измене-
ний количества фокусов белков γН2AX, 53BP1 и pATM 
в МСК через 0,5, 4 и 24 ч после проведения 1 сеанса 
КТ, 5 последовательных сеансов КТ и облучения рент-
геновским излучением в поглощенной дозе 2000 мГр в 
качестве позитивного контроля. Выбор временных точек 
для анализа количества фокусов был обусловлен тем, 
что, согласно раннее проведенным исследованиям для 
фокусов белков γН2AX и pATM в МСК, 0,5 ч после об-
лучения является точкой максимума [25]. К 4–6 ч закан-
чивается быстрая фаза репарации ДНК от двунитевых 
разрывов (ДР), а ~ к 24 ч и медленная фаза [26].

Рис. 1. Изменения количества фокусов белков γН2AX (панель А), 
53BP1(панель Б) и pATM (панель B) в МСК  после проведения 1 

сеанса КТ (1 КТ), 5 последовательных сеансов КТ (5 КТ) и облучения 
рентгеновским излучением в поглощенной дозе 2000 мГр. * –  

p < 0,05, ** – p < 0,01, *** – p < 0,001 – значимость различий от 
контрольных значений

Fig. 1. Changes in the number of γH2AX (panel A), 53BP1 (panel Б) and 
pATM (panel В) protein foci in MSCs after 1 CT session (1 CT),  

5 consecutive CT sessions (5 CT) and X-ray irradiation at an absorbed 
dose of 2000 mGy. * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001 – 

significance of differences from control values
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Изменения количества фокусов исследуемых белков 
после облучения МСК в дозе 2000 мГр в целом были 
сходны с изменениями количества фокусов этих белков 
в фибробластах человека, облученных рентгеновским 
излучением в той же дозе [10]. Через 0,5 ч после облуче-
ния количество радиационно-индуцированных фокусов 
за вычетом контрольных значений составляло 53,3±4,0, 
46,8±3,7 и 36,6±3,5 фокуса/клеточное ядро для белков 
γН2AX, 53BP1 и pATM соответственно. Через 4 ч после 
облучения количество фокусов γН2AX снижалось до 
~32 %, а количество фокусов 53BP1 и pATM до ~35 % от 
значений через 0,5 ч. Через 24 ч после облучения оста-
валось 4–5 % фокусов от значений 0,5 ч. Необходимо от-
метить, что через 24 ч после облучения в дозе 2000 мГр 
количество остаточных фокусов белков γН2AX, 53BP1 
и pATM в МСК было статистически значимо (р<0,05) 
выше контрольных значений (рис. 1).

Облучение МСК в дозе 88±15 мГр во время 1 сеанса 
КТ вызывало статистически значимое (р<0,01) увеличе-
ние количества фокусов белков γН2AX, 53BP1 и pATM, 
регистрируемых через 0,5 ч после облучения (рис. 1). 
Количество фокусов за вычетом контрольных значений 
5,0±0,9, 5,2±1,1 и 4,2±0,4 фокуса/клеточное ядро для 
белков γН2AX, 53BP1 и pATM соответственно. Обра-
щает на себя внимание, что количество γН2AX и pATM 
близко к количеству фокусов этих белков через 0,5 ч по-
сле облучения МСК рентгеновским излучением в дозе 
80 мГр [25, 27]. Облучение МСК во время 5 последо-

вательных сеансов КТ (~440 мГр) вызывало увеличение 
количества фокусов белков γН2AX, 53BP1 и pATM, ре-
гистрируемых через 0,5 ч после облучения до 21,1±1,8, 
21,5±3,3 и 9,3±0,9 фокуса/клеточное ядро (рис. 1). Учи-
тывая тот факт, что такой режим облучения занимал 
много времени, в течение которого часть повреждений 
ДНК могла быть элиминирована, а также увеличивалась 
неопределенность оценки дозовых нагрузок, результаты 
оценки количества фокусов исследуемых белков пока-
зали хорошие результаты. Важно, что через 24 ч после 
облучения как во время 1 сеанса КТ, так и во время 5 
последовательных сеансов КТ не было отмечено стати-
стически значимого повышенного количества остаточ-
ных фокусов γН2AX, 53BP1 и pATM по сравнению с 
контрольными значениями (см. рис. 1).

Заключение
Проведенные исследования показали, что облучение 

МСК во время КТ вызывает статистически значимое 
увеличение количества фокусов белков γН2AX, 53BP1 
и pATM, регистрируемых через 0,5 ч после облучения. 
Однако уже через 24 ч после облучения не было отме-
чено статистически значимого повышенного количества 
остаточных фокусов γН2AX, 53BP1 и pATM по сравне-
нию с контрольными значениями. В целом, комплекс-
ную оценку количества фокусов белков γН2AX, 53BP1 и 
pATM можно рекомендовать для ранней биодозиметрии 
облучения во время КТ.
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