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В данном исследовании изучено влияние фактора мощности дозы ионизирующего излучения на
индукцию и эффективность восстановления двунитевых разрывов (ДР) ДНК с дальнейшим про-
гностическим анализом выживания опухолевых клеток человека. Клетки линии А549 подвергали
облучению на рентгеновской установке в дозе 2 Гр при мощностях доз 10 и 400 мГр/мин. По степени
фрагментации ДНК, иммуноцитохимическому окрашиванию на белки γH2AX и RAD51, клоноген-
ному тесту было выявлено, что репарация ДР ДНК при воздействии редкоионизирующего излуче-
ния с мощностью дозы 10 мГр/мин протекает с меньшей скоростью, чем при воздействии с мощно-
стью дозы 400 мГр/мин, при этом гомологичная рекомбинация преобладает как механизм репара-
ции; в клетках, подвергшихся облучению с мощностью дозы 400 мГр/мин, превалируют иные
системы репарации ДР ДНК; способность опухолевых клеток образовывать колонии после воздей-
ствия ионизирующего излучения (ИИ) с мощностями доз 10 и 400 мГр/мин существенно уменьша-
ется в сравнении с необлученными клетками, однако при сравнении репродуктивной гибели облу-
ченных с разными мощностями доз клеток различий не выявлено.
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ВВЕДЕНИЕ

Воздействие ИИ на живые клетки индуцирует
различные внутриклеточные события, включая
ДР ДНК, особенности возникновения и репара-
ции которых достаточно хорошо изучены при
остром воздействии ИИ в различных дозах. Одна-
ко вопрос об изменении кинетики данных про-
цессов при воздействии ИИ в одной дозе, но с
различной ее мощностью, до сих пор остается от-
крытым. Изучение этих механизмов позволит
подбирать наиболее эффективные подходы к
стратегии лучевой терапии при лечении онко-
больных.

При изучении влияния мощности доз редко-
ионизирующего излучения на образование ДР
ДНК в клетках китайского хомячка линии V79
было установлено, что при остром облучении ко-
личество ДР ДНК линейно зависит от дозы облу-
чения [4]. Изменение характера кривой “доза–

эффект” на экспоненциальный наблюдается при
снижении числа ДР как следствие снижения
мощности дозы. Это объясняется тем, что при бо-
лее низкой мощности дозы время воздействия
ИИ на клетки увеличивается и кривая “доза–эф-
фект” демонстрирует образование ДР ДНК и их
репарацию как два одновременно протекающих
процесса. С помощью метода ДНК-комет в пере-
счете на дозу излучения также было выявлено
снижение степени фрагментации ДНК при сни-
жении мощности дозы.

Результаты изучения культуры фибробластов
кожи человека после облучения показали [2], что
максимальное количество ДР ДНК после воздей-
ствия ИИ с высокой мощностью дозы наблюдает-
ся уже через полчаса после облучения, а через 24 ч
после воздействия данный показатель экспонен-
циально снижается, практически достигая кон-
трольных значений. При пролонгированном воз-
действии ИИ максимальное значение отсутству-
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ет, но наблюдается плавное уменьшение числа
ДР ДНК в течение 24 ч, имеющее экспоненциаль-
ный характер.

Репарация ДР ДНК при действии ионизирую-
щего излучения в основном осуществляется дву-
мя системами – негомологичное соединение
концов (НГСК) и гомологичная рекомбинация
(ГР).

НГСК инициируется связыванием белка-гете-
родимера Ku 70/80 (Ku) с концами ДНК, имею-
щей ДР. Процесс довольно стремительный и ре-
зультативный по причине высокой способности
этого протеина связываться с молекулой ДНК
при условии его присутствия в ядре клетки в
большом количестве. Связываясь с молекулой
ДНК, белок Ku предотвращает расщепление ее
концов протеазами. Ku, связанный с ДНК, взаи-
модействует с каталитической субъединицей
протеинкиназы (ПК) и формирует комплекс
ДНК-ПK, который активирует киназную актив-
ность ДНК-зависимых протеинкиназ (ДНК-
ПКкс). Киназная активность этих ферментов
преимущественно регулирует концевой процес-
синг и НГСК посредством аутофосфорилирова-
ния. Обработанные и пригодные для лигирова-
ния концы ковалентно соединяются с помощью
ДНК-лигазы IV [1].

ГР использует в качестве шаблона для репара-
ции разрыва гомологичную хроматиду. Началь-
ным шагом ГР является вырезание участка ДНК в
направлении 5'-3' с образованием одноцепочеч-
ных 3'-OH хвостов ДНК. Затем фактор реплика-
ции А (RPA) связывается с 3'-концом одноцепо-
чечной ДНК, предотвращая образование вторич-
ных структур и поддерживая ее в неспаренном

состоянии. Впоследствии, RPA замещается бел-
ком RAD51.

RAD51 является ДНК-зависимой АТФазой,
образующей с ДНК нуклеопротеидные филамен-
ты и является маркером ГР. Связывание RAD51 с
ДНК способствует внедрению в неповрежденную
ДНК и вытеснению нити, которое вызывает об-
разование D-петли, необходимое для генерации
структуры Холлидея – молекулы гетеродуплекса.
Репарация происходит с использованием непо-
врежденной нити в качестве матрицы с последу-
ющим лигированием концов ДНК. Часто образу-
ется вторичная структура Холлидея. Разрушение
структуры Холлидея завершает процесс, образуя
кроссоверные или некроссоверные продукты в
зависимости от направления вносимого разреза [3].

ГР происходит только в клетках, находящихся
в S или  фазах клеточного цикла, когда стано-
вится возможным использование гомологичных
хроматид, вследствие репликации ДНК, а также
наблюдается при коллапсе репликативной вилки,
в то время как НГСК является основным меха-
низмом репарации ДР ДНК в фазах  и .

После облучения с разными мощностями доз
культуры фибробластов кожи человека оценива-
ли вовлеченность ГР как наиболее точного меха-
низма репарации ДР ДНК [2]. В ходе данного ис-
следования было получено, что увеличение числа
фокусов RAD51 как маркеров ГР происходит при
уменьшении мощности дозы. Был сделан вывод о
более активном протекании процесса репарации
ДР ДНК по механизму ГР при облучении с низ-
кой мощностью дозы, чем при облучении с вы-
сокой.

Целью настоящего исследования было изуче-
ние влияния фактора мощности дозы ионизиру-
ющего излучения на индукцию и эффективность
репарации ДР ДНК с дальнейшим прогностиче-
ским анализом выживания опухолевых клеток
человека.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
КУЛЬТУРА КЛЕТОК И УСЛОВИЯ 

ОБЛУЧЕНИЯ
В работе использовали линию опухолевых кле-

ток человека А549 (карцинома легкого человека)
(рис. 1).

Культивирование проводили в питательной
среде DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific, США),
в которую добавляли 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки (FBS, Thermo Fisher Scientific,
США) и антибиотики пенициллин-стрептоми-
цин в стандартных условиях -инкубатора
(37°C, 5% ). Смену среды проводили раз в три
дня. При достижении 75–80% конфлюэнтности,
клеточную культуру снимали с пластика фермен-
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Рис. 1. Культура клеток линии А549. Объектив ×40.
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тативным путем и высаживали в зависимости от
задачи эксперимента на покровные стекла или в
культуральные флаконы.

Клетки облучали в дозе 2 Гр на рентгеновской
биологической установке РУБ РУСТ-М1 (Рос-
сия) на гранулярной подложке при температуре
37°C с мощностями доз 400 мГр/мин (200 кВ,
2 × 2.4 мА, фильтр 1.5 мм Al) и 10 мГр/мин (50 кВ,
2 × 0.4 мА, фильтр 1.5 мм Al).

Инкубацию облученных клеток осуществляли
в стандартных условиях -инкубатора (37°C,
5 % ) в течение 1–24 ч в зависимости от усло-
вий эксперимента.

ИММУНОЦИТОХИМИЧЕСКОЕ 
ОКРАШИВАНИЕ КЛЕТОК

Оценку особенностей репарации ДР ДНК
проводили при помощи иммуноцитохимическо-
го окрашивания клеток с использованием анти-
тел, специфичных к белкам, которые участвуют в
процессах репарации ДР. При определении нали-
чия ДР ДНК и восстановлении ее структуры об-
разуются динамические микроструктуры, кото-
рые содержат сотни-тысячи копий белков, задей-
ствованных в этих процессах (гамма-Н2АХ, АТМ,
53BP1 и др.). Применение метода иммуноцитохи-
мического окрашивания с использованием спе-
цифичных к определенному белку антител, конъ-
югированных с флуоресцентными красителями,
делает возможным выявление этих структур, ко-
торые видны в микроскоп как ярко флуоресциру-
ющие микрообласти (точки), получившие в лите-
ратуре название фокусы репарации (repair foci).
Распознавание таких фокусов способствует полу-
чению информации о расположении ДР ДНК в
ядре клетки, их количестве и кинетике репара-
ции. В данном исследовании проводили анализ
фокусов белков γH2AX и RAD51.

Для проведения иммуноцитохимического ана-
лиза, клетки пассировали на стерильные покров-
ные стекла в чашках Петри (d = 35 мм. Corning,
США) в объеме клеточной суспензии, равном
3 мл, из расчета 5 × 104 кл/чашку.

Спустя 1, 2, 4 и 24 часа после воздействия ИИ,
клетки фиксировали 20 мин при комнатной тем-
пературе на покровных стеклах с помощью пара-
формальдегида (4% в фосфатно-солевом буфере,
рН 7.4) с последующей двойной промывкой фос-
фатно-солевым буфером (рН 7.4). Затем осу-
ществляли пермеабилизацию 0.3% Тритоном-
X100 в фосфатно-солевом буфере (рН 7.4), кото-
рый содержал 2% сывороточный альбумин быка
для предотвращения неспецифического связыва-
ния первичных и вторичных антител.

Клетки, находящиеся на покровных стеклах,
переносили на предметные стекла, инкубировали
с первичными антителами (кроличьи монокло-
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нальные антитела к белку γН2АХ (Merck-Milli-
pore, США) в разведении 1/200) в фосфатно-со-
левом буфере (рН 7.4), содержащем 1% бычьего
сывороточного альбумина, в течение 1 ч при ком-
натной температуре. Затем стекла промывали
фосфатно-солевым буфером (рН 7.4) и инкубиро-
вали при комнатной температуре в течение 1 ч со
вторичными антителами IgG (H + L), конъюги-
рованными с флуорохромами (антитела козы к
белкам мыши, конъюгированные с Alexa Fluor 488
(Life Technologies, США), в разведении 1/600 и
антитела козы к белкам кролика, конъюгирован-
ные с Rhodamine (Merck-Millipore, США), в раз-
ведении 1/400) в фосфатно-солевом буфере (рН 7.4),
содержащем 1% бычьего сывороточного альбу-
мина.

Окраска ДНК и предотвращение фотовыцве-
тания проводились с помощью заключающей
среды ProLong Gold, содержащей DAPI (Life
Technologies, США).

Визуализация иммунноцитохимических мик-
роизображений осуществлялась на люминес-
центном микроскопе Nikon Eclipse Ni-U (Nikon,
Япония), оснащенным видеокамерой высокого
разрешения ProgRes MFcool (Jenoptik AG, Герма-
ния) с использованием наборов светофильтров
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 воз-
буждение и 600–660 нм эмиссия). На экспери-
ментальную точу проводили анализ не менее
200 клеток.

ОЦЕНКА СТЕПЕНИ ФРАГМЕНТАЦИИ ДНК
Анализ степени фрагментации ДНК клеток

проводили для оценки степени поврежденности
их генома. С этой целью спустя 15 мин после воз-
действия ИИ клетки снимали с культуральных
флаконов трипсинизацией, отмывали и вносили
в агарозный гель с последующей подготовкой
слайдов с иммобилизованными в агарозе клетка-
ми, после чего слайды переносили на 1 час в хо-
лодный (4°C) лизирующий буфер (2.5 моль/л
NaCl, 100 ммоль/л Na2EDTA, 20 ммоль/л Tris HCl,
pH 10.0, 1% Triton X100 и 10% DMSO) и инкуби-
ровали в темноте при 4°C. Для щелочной денату-
рации нитей ДНК слайды с лизированными клет-
ками на 20 мин помещали в холодный (4°C) ще-
лочной раствор (300 ммоль/л NaOH, 2 ммоль/л
EDTANa2, рН >13).

После этого проводили нейтрализацию (трех-
кратная промывка в трис-боратном буфере,
рН 8.2) для обеспечения ренатурации ДНК и про-
мывали слайды в дистиллированой воде и фикси-
ровали 10 мин в 70%-ном этаноле.

Акридиновый оранжевый использовали в ка-
честве флуоресцентного красителя для окраски
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ДНК. В каждой экспериментальной группе ана-
лизировали по 150–200 нуклеоидов. Исходя из
того, насколько ярко выражена степень диффу-
зии фрагментов ДНК, нуклеоиды разделяли на
следующие классы: A –гало отсутствует; B – гало
присутствует, однако изменения размеров и ин-
тенсивности флуоресценции ядерной области не-
значительны; C – гало выражено хорошо; D – га-
ло максимально, фрагментация большей части
ДНК. На рис. 2 показаны микрофотографии че-
тырех вышеуказанных классов нуклеоидов. Ин-
декс ДНК-гало рассчитывали по формуле ИДГ =
= (0 × nA + 1 × nB + 2 × nC + 3 × nD)/Σ, где nA,
nB, nC и nD – число нуклеоидов в классах A, B, C
и D, а Σ – сумма всех подсчитанных нуклеоидов.

КЛОНОГЕННЫЙ ТЕСТ

Анализ репродуктивной гибели клеток без
воздействия ИИ и после воздействия с различной
мощностью дозы проводили с помощью клоно-
генного теста. С этой целью клетки трех получен-
ных экспериментальных групп сразу после воз-
действия ферментативно снимали с культураль-
ных флаконов, производили их подсчет и
высаживали в чашки Петри (d = 60 мм. Corning,

США) в количестве 100 клеток на чашку для кон-
трольной группы и 500 клеток на чашку для облу-
ченных групп клеток. По прошествии двух недель
полученные колонии фиксировали и окрашивали
1% раствором кристаллвиолета. Для каждой экс-
периментальной группы высадку клеток и под-
счет полученных от них колоний производили не
менее, чем в 5 чашках Петри. Подсчет осуществ-
ляли только хорошо видимых колоний, содержа-
щих не менее 50 клеток (рис. 3).

СТАТИСТИЧЕСКАЯ ОБРАБОТКА ДАННЫХ

Обработку полученных данных, построение
графиков и статистическую обработку результа-
тов проводили в программе MS Office “Excel”
2019 и OriginPro 8.5 (OriginLab Corporation, Норт-
гемптон, Массачусетс, США). Для попарного
сравнения групп использовали t-критерий Стью-
дента.

Все результаты исследований показаны в виде
среднего арифметического трех независимых
экспериментов ± ошибка средней. Было проведе-
но от 3 до 5 повторов для каждого эксперимента.

Рис. 2. Различные классы ДНК-гало клеток линии А549: A – отсутствие гало; B – гало присутствует, но при этом раз-
меры и интенсивность флуоресценции ядерной области меняются незначительно; C – хорошо выраженное гало; D –
максимальная выраженность гало, большая часть ДНК фрагментирована.

A B C D

Рис. 3. Колонии, образованные клетками, облученными с разной мощностью дозы. Слева направо: контроль,
10 мГр/мин, 400 мГр/мин.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

ОЦЕНКА СТЕПЕНИ ФРАГМЕНТАЦИИ ДНК 
В КЛЕТКАХ А549 ПОСЛЕ ОБЛУЧЕНИЯ 
С РАЗЛИЧНОЙ МОЩНОСТЬЮ ДОЗЫ

В данном эксперименте проводили сравни-
тельный количественный анализ степени фраг-
ментации ДНК после воздействия редкоионизи-
рующим излучением в дозе 2 Гр с мощностями
доз 10 и 400 мГр/мин. Следует отметить, что дан-
ный метод оценки поврежденности генома учи-
тывает как однонитевые (ОР), так и ДР ДНК.
Анализ проводили спустя 15 мин после облуче-
ния, поэтому наблюдаемые повреждения относи-
ли к первоначальным.

В результате проведенных исследований выяв-
лено увеличение степени фрагментации ДНК с
увеличением мощности дозы ионизирующего из-
лучения (рис. 4).

Было выявлено достоверное увеличение сте-
пени поврежденности ДНК в группах облучен-
ных клеток в сравнении с контрольной группой,
однако между группами клеток, облученными в
дозе 2 Гр с мощностями 10 и 400 мГр/мин, досто-
верных различий выявлено не было.

Подобные закономерности встречаются и в
результатах, полученных в эксперименте по изу-
чению степени фрагментации ДНК в клетках ки-
тайского хомяка линии V79 методом ДНК-комет
при различных мощностях дозы [4], в ходе кото-
рого было установлено, что степень фрагмента-
ции ДНК снижается при снижении мощности
дозы.

Следует отметить, что длительность облучения
была различной: 200 мин для мощности дозы
10 мГр/мин и 5 мин для мощности дозы
400 мГр/мин. Выявлена тенденция к снижению
степени фрагментации ДНК (показатель жизне-
способности клеток) после облучения в течение
200 мин по сравнению с этими показателями в
клетках, облученных в течение 5 мин, однако, как
отмечено выше, достоверных различий не было.
Видимо, это связано с тем, что облучение дли-
тельностью несколько часов (200 мин) ведет на-
ряду с индукцией ДР ДНК к активации процессов
репарации этих повреждений (температура 37°С
поддерживалась постоянно). Кроме того, процес-
сы репарации в асинхронизированных клетках
могут привести к формированию большого коли-
чества разрывов, возникающих вследствие рабо-
ты ферментов репарации, поэтому важно оцени-
вать кинетику репарации ДР ДНК в течение
нескольких часов после радиационного воздей-
ствия.

КИНЕТИКА ИНДУКЦИИ И РЕПАРАЦИИ ДР 
ДНК В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ 

ПОСЛЕ ОБЛУЧЕНИЯ С РАЗЛИЧНОЙ 
МОЩНОСТЬЮ ДОЗЫ

Оценка количества ДР ДНК в клетках прово-
дилась при помощи метода иммуноцитохими-
ческого окрашивания фосфорилированного ги-
стона H2AX (γH2AX), обладающего высокой
чувствительностью. Данный метод позволяет ко-
личественно оценить уровень ДР ДНК. Кроме то-
го, клетки окрашивали иммуноцитохимически на
белок RAD51, который является маркером репа-
рации по пути ГР. Их оценку проводили спустя 1,
2, 4 и 24 часа после радиационного воздействия.
Следует отметить, как уже сказано выше, что вре-
мя облучения составляло 5 мин (400 мГр/мин) и
200 мин (10 мГр/мин).

При длительности облучения в 200 мин (мощ-
ность дозы 10 мГр/мин) в количестве фокусов
γH2AX в клетках линии А549 не установлено су-
щественных изменений вплоть до 4 часов после
радиационного воздействия, количество ДР ДНК
сохранялось практически на одном уровне.

Клетки, облученные с мощностью дозы
400 мГр/мин, имели наибольшее количество фо-
кусов на ядро клетки через час после облучения,
однако в течение 2 и 4 часов после облучения ко-
личество фокусов значительно снижалось. Через
24 часа после облучения отмечали контрольные
значения как в клетках, облученных с мощностью
дозы 10 мГр/мин, так и в клетках, облученных с
мощностью дозы 400 мГр/мин (рис. 5).

Полученные данные соответствуют результа-
там аналогичного эксперимента на фибробластах
кожи человека [2], в котором было установлено,
что максимум числа фокусов γ-H2AX образуется
в течение первого часа после облучения при облу-
чении с высокой мощностью дозы, а при облуче-
нии с низкой мощностью дозы количество фоку-

Рис. 4. Изменение степени фрагментации ДНК в
клетках линии А549 в зависимости от мощности дозы.
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сов плавно уменьшается и достигает контроль-
ных значений в течение 24 ч.

В случае острого облучения репарация ДНК
осуществляется преимущественно по быстрому
механизму НГСК. Во время этого процесса про-
исходит “объедание” концов нитей ДНК до гомо-
логичных последовательностей. В результате
происходит потеря генетической информации с
образованием делеций, достигающих размера в
миллион пар оснований [6]. Поэтому крайне важ-
но проводить оценку не только эффективности
репарации ДНК по легированию ДР, но и оценку
относительного вклада ДР отрепарированных пу-
тем НГСК и ГР. Соотношение НГСК и ГР как ме-
ханизмов репарации ДР ДНК коррелирует с ра-

диочувствительностью клеток, подвергшихся
воздействию ИИ, и является важным прогности-
ческим параметром [5]. Именно поэтому также
была проведена количественная оценка фокусов
RAD51 как маркера ГР.

При анализе изменения числа фокусов RAD51
(маркеры ГР) в клетках линии А549 выявлено, что
при длительности облучения 200 минут (мощ-
ность дозы 10 мГр/мин) в течение первых 4 часов
после облучения количество фокусов меняется
незначительно, а в клетках, облученных в течение
5 мин (мощность дозы 400 мГр/мин), наблюдали
подъем этого показателя с пиком на 4 ч после об-
лучения (рис. 6).

Рис. 5. Изменения количества фокусов γ-H2AX в клетках карциномы легкого человека А549 при облучении с высокой
(400 мГр/мин) и умеренной (10 мГр/мин) мощностью облучения и без облучения (Контроль).
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Рис. 6. Изменения количества фокусов RAD51 в клетках карциномы легкого человека А549 при облучении с высокой
(400 мГр/мин) и умеренной (10 мГр/мин) мощностью облучения и без облучения (Контроль).
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Отметим, что число фокусов в ядрах клеток
экспериментальной группы, облученной при
мощности дозы 400 мГр/мин, по прошествии 4 ч
после воздействия ИИ было выше, чем в группе,
подвергшейся пролонгированному облучению.
Количество фокусов на ядро клетки спустя 24 ча-
са после воздействия достигало контрольных зна-
чений, однако наблюдалась тенденция к сниже-
нию количества RAD51 в клетках, облученных с
мощностью дозы 400 мГр/мин.

Подобный тип зависимости числа фокусов
RAD51 наблюдается в результатах исследования,
проведенного на фибробластах кожи человека [2].
В ходе этого исследования было отмечено посте-
пенное возрастание числа фокусов до максималь-
ных значений с последующим снижением при
остром облучении, высокие значения количества
фокусов при сравнении с контрольной группой
при пролонгированном облучении. Подобные
результаты могут быть объяснены более продол-
жительным воздействием ИИ с малой мощно-
стью дозы на биологический объект. В таком
случае, к моменту завершения облучения проис-
ходит активация процессов репарации по меха-
низму ГР разрывов ДНК, индуцированных на на-
чальных сроках облучения.

В ходе данного исследования уменьшение
мощности дозы привело к неожиданному возрас-
танию количества фокусов RAD51, на основе чего
можно сделать предварительный вывод об актив-
ном включении ГР в процесс репарации в случае
облучения с низкой мощностью дозы по сравне-
нию с облучением с высокой мощностью дозы.

Отличие фокусов RAD51 от фокусов γН2АХ
заключается в том, что они присутствуют преиму-
щественно в тех клетках, которые находятся в S и

 фазах клеточного цикла. Таким образом, уве-
личение среднего количества фокусов RAD51 мо-
жет быть обусловлено не только активацией репа-
рации по пути ГР, но и увеличением доли клеток
в S/  фазах и, как результат, S/ -M задержки
(ареста) клеточного цикла. Увеличение среднего
количества фокусов RAD51 в течение 2–4 ч после
облучения, по всей видимости, обусловлено уве-
личением числа ДР ДНК, репарируемых по меха-
низму ГР. С другой стороны, не исключено, что
активизация ГР может быть ассоциирована с уве-
личением количества вторичных ДР ДНК, воз-
никших в результате коллапса репликативных
вилок.

В настоящее время считается, что ГР представ-
ляет собой механизм, осуществляющий более
точную и корректную репарацию по сравнению с
НГСК, т.к. в процессе него образуется меньшее
количество точечных мутаций и хромосомных
аберраций [7]. Показанная в данной работе акти-

2G

2G 2G

вация ГР при пролонгированном воздействии
ИИ является, по всей видимости, одним из меха-
низмов, обеспечивающих уменьшение негатив-
ных биологических последствий длительного
воздействия ИИ и способствующих адаптации
клеток к стрессовым воздействиям.

Повышенная активность ГР является меха-
низмом выживания в нормальных и опухолевых
клетках. Известно, что в опухолевых клетках от-
мечается гиперэкспрессия RAD51, что способ-
ствует их выживанию после облучения, поэтому
RAD51 рассматривают как одну из важных мише-
ней при разработке радиосенсибилизаторов опу-
холей нового поколения [8].

Исходя из данных по ДР ДНК (γH2AX), где
значения соответствуют контрольным, можно за-
ключить, что репарация остаточных (спустя 24 ч
после облучения) повреждений идет и по другим
механизмам. Остаточные повреждения ДНК яв-
ляются неблагоприятными для дальнейшей судь-
бы клетки. Они могут привести к нестабильности
генома (хромосомные аберрации, формирования
микроядер и т.п.), что влечет за собой и гибель
клетки, поэтому очень важно оценить репродук-
тивную выживаемость облученных клеток.

ОЦЕНКА КОЛОНИЕОБРАЗУЮЩЕЙ 
СПОСОБНОСТИ КЛЕТОК А549 

ПОСЛЕ ОБЛУЧЕНИЯ С РАЗЛИЧНОЙ 
МОЩНОСТЬЮ ДОЗЫ

Тест на колониеобразующую способность кле-
ток (клоногенный тест) является “золотым стан-
дартом” в радиационной биологии. Он позволяет
оценить репродуктивную выживаемость клеток
после радиационного воздействия. Причем
учитываются колонии, состоящие из 50 и более
клеток.

В данном исследовании проводили анализ
способности облученных с разной мощностью
дозы и необлученных клеток линии А549 образо-
вывать колонии. Выявили, что доля выживших
облученных клеток была значительно ниже необ-
лученных (рис. 7). При этом достоверных разли-
чий между группами клеток, облученными с
мощностью дозы 10 мГр/мин и 400 мГр/мин, не
было установлено.

Согласно полученным данным по остаточным
фокусам ДР ДНК (рис. 5) к 24 ч после облучения
нет достоверных различий между облученными и
необлученными клетками. Клоногенный тест
свидетельствует о снижении репродуктивной вы-
живаемости практически в два раза. Видимо, это
является результатом формирования неправиль-
но отрепарированных повреждений ДНК, что, в
итоге, приводит к проявлению нестабильности
генома и гибели клеток. В данном эксперименте
показано, что облучение в дозе 2 Гр как с более
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высокой (400 мГр/мин), так и с низкой (10 мГр/мин)
мощностью дозы вызывает снижение репродук-
тивной выживаемости примерно на 50%, при
этом достоверных отличий между группами облу-
ченных клеток не установлено.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Выявлено, что увеличение мощности дозы об-

лучения клеток ведет к увеличению степени
фрагментации ДНК.

Установлено, что репарация ДР ДНК при об-
лучении с более низкой мощностью дозы
(10 мГр/мин) происходит медленнее, чем при об-
лучении с высокой мощностью дозы (400 мГр/мин).

Репарация ДР ДНК по механизму ГР происхо-
дит активнее в клетках, облученных с более низ-
кой мощностью дозы (10 мГр/мин), что обуслов-
лено длительностью радиационного воздействия
(несколько часов). В клетках, облученных с высо-
кой мощностью дозы (400 мГр/мин) преобладают
другие механизмы репарации ДНК.

Выявлено, что клоногенная способность опу-
холевых клеток после облучения с использован-
ными мощностями доз (10 и 400 мГр/мин) значи-
тельно снижается в сравнении с необлученными
клетками, однако различий между клетками, об-
лученными с разной мощностью дозы, выявлено
не было.
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Рис. 7. Изменение доли выживших клеток линии А549 в зависимости от мощности дозы.
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Abstract—The influence of the dose rate factor of ionizing radiation on the induction and repair efficiency of
double-strand breaks (DSBs) of DNA has been studied with further prognostic analysis of the survival of hu-
man tumor cells. A549 cells have been exposed to X rays at a dose of 2 Gy at dose rates of 10 and
400 mGy/min. The degree of DNA fragmentation, immunocytochemical staining for γH2AX and RAD51
proteins and clonogenic test have been conducted. It has been found that the DNA DSB repair velocity under
irradiation with a lower dose rate (10 mGy/min) is lower than that under irradiation with a high dose rate
(400 mGy/min) and predominantly passes through the mechanism of homologous recombination. Other
DNA DSB repair mechanisms predominate in cells irradiated at a higher dose rate (400 mGy/min). The clo-
nogenic ability of tumor cells after irradiation with the used dose rates (10 and 400 mGy/min) decreases sig-
nificantly compared with non-irradiated cells, but no significant differences have been observed between cells
irradiated with different dose rates.

Keywords: A549, human lung carcinoma, DNA double-strand breaks, dose rate, gH2AX, RAD51, degree of
DNA fragmentation, clonogenic test
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