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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы. Немелкоклеточный рак легких (НМРЛ) составляет 

85% случаев рака легких [1], из них около 40% случаев являются 

неоперабельными [2], а 5-летняя общая выживаемость составляет всего около 

15% [1]. Глиобластома (ГБМ) является наиболее распространенной первичной 

опухолью центральной нервной системы у взрослых, на которую приходится 

около 50% всех глиом и 15% первичных опухолей головного мозга [3]. 

Прогноз у пациентов с ГБМ неблагоприятный в онкологии, а средняя общая 

продолжительность жизни составляет около 15 - 17 месяцев [4]. Лучевая 

терапия (ЛТ) является одним из основных методов лечения пациентов с НМРЛ 

[5] и ГБМ [6]. Однако, устойчивость НМРЛ и ГБМ к воздействию 

ионизирующего излучения (ИИ) остается существенным фактором, 

ограничивающим успешный терапевтический результат [7, 8].  

Полагают, что одной из основных причин терапевтических неудач 

является присутствие в гетерогенной опухоли особых клеток, называемых 

опухолевыми стволовыми клетками (ОСК) из-за схожих молекулярно-

клеточных характеристик с нормальными стволовыми клетками человека [9]. 

Они обладают способностью к бесконечному самообновлению [10, 11], 

гипоксическим типом метаболизма, высокой эффективностью процессов 

репарации ДНК [10, 12] и подвергаться эпителиально-мезенхимальному 

переходу (ЭМП).  

В последнее время появились данные о том, что вступление опухолевых 

клеток в вызванное радиацией стресс-индуцированное преждевременное 

старение (stress-induced premature senescence или SIPS) может являться 

переходным механизмом, позволяющим клеткам переживать 

неблагоприятные условия. Присутствие крупных атипических клеток, 

определяемых как полиплоидные гигантские опухолевые клетки (ПГОК) и 
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многоядерные гигантские опухолевые клетки (МГОК), часто характеризуются 

высокой активностью ассоциированной со старением бета-галактозидазы и 

является одной из гистопатологических особенностей солидных опухолей 

[13], а появление ПГОК/МГОК в составе опухоли ассоциировано с высокой 

агрессивностью заболевания и плохим прогнозом [14]. Эти клетки позитивны 

в отношении маркеров ОСК, а их дочерние клетки характеризуются 

повышенной экспрессией мезенхимальных маркеров и транскрипционных 

факторов, регулирующих активность генов, ответственных за ЭМП [15].  

Понимание клеточных и молекулярных событий, лежащих в основе 

радиорезистентности и рецидива НМРЛ и ГБМ, затруднено из-за 

ограниченного доступа к резистентным клеткам от пациентов, подвергшихся 

ЛТ. В связи с этим проблема выбора оптимальных режимов облучения и 

поиска прогностических маркеров (факторов) развития радиорезистентности 

клеток НМРЛ и ГБМ является актуальной и остаётся в настоящее время 

предметом активного научного поиска.  

Цель и задачи исследования. Целью диссертационной работы является 

выявление и характеристика клеточно-молекулярных особенностей  

формирования адаптационного ответа на стресс, индуцированный ИИ, в 

клеточных линиях НМРЛ и ГБМ, имеющих различную радиационную 

устойчивость и наличие/отсутствие функционально активных генов-

онкосупрессоров.  

Для достижения данной цели были поставлены следующие задачи: 

1. Получить и охарактеризовать фенотип сублиний клеток НМРЛ А549 

(р53 дикого типа) и Н1299 (р53 дефицитные), выживших и поддерживающих 

устойчивый рост после фракционированного облучения в суммарной дозе 60 

Гр; 
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2. Охарактеризовать клеточно-молекулярные особенности 

адаптационного ответа полученных сублиний НМРЛ на стресс, 

индуцированный дополнительным облучением;  

3. Провести сравнительный анализ молекулярных маркеров ЭМП в 

родительских и полученных изогенных сублиниях клеток НМРЛ; 

4. Провести сравнительный анализ полиплоидии и уровней экспрессии 

cвязанного с FOS антигена-1 (FRA1) - белка транскрипционного комплекса 

АР-1, и транскрипционных факторов р63/р73 - белков семейства р53, в тех же 

клеточных линиях; 

5. Изучить клеточно-молекулярные эффекты, индуцируемые однократным 

облучением в дозах 2, 4 и 6 Гр в клетках ГБМ, имеющих наиболее 

распространенный набор мутаций в генах онко-супрессорах ТР53 и PTEN, а 

именно, клеточных линиях U87 (TАp53wt /PTENmut), LN229 (TАp53mut 

/PTENwt), U251 (GOF p53mut /PTENmut). 

Научная новизна. В выживших после фракционированного облучения 

клетках НМРЛ впервые показана существенная взаимосвязь экспрессии 

маркеров ЭМП, полиплоидии и пролиферативной активности не только с 

режимом фракционированного облучения, но и с экспрессией р63 и р73, 

транскрипционных факторов семейства р53. Впервые продемонстрировано, 

что облучение клеток ГБМ терапевтическими дозами ИИ изменяет 

экспрессию p63 и p73 в соотвествии с наличием/отсутствием мутаций в генах 

TАр53/PTEN этих клеток. Продемонстрировано, что формирование 

сенесцентных ПГОК/МГОК может быть путем выживания клеток НМРЛ и 

ГБМ после ЛТ. Впервые показано, что режим фракционирования влияет на 

образование ПГОК преимущественно в клетках ТАp53wt НМРЛ, в то время как 

в отсутствии гена ТАp53 увеличение доли ПГОК мало зависит от режима 

облучения. Полученные данные свидетельствуют о важности наличия дикого 
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типа основного гена-онкосупрессора ТАр53wt и инактивирующих мутаций в 

другом основном гене-онкосупрессоре PTENmut для поддержания 

значительного количества сенесцентных ПГОК/МГОК в адаптационном 

ответе клеточных линий  ГБМ на однократное воздействие рентгеновского 

излучения в терапевтических дозах. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Полученные и охарактеризованные сублинии клеток НМРЛ А549 и 

Н1299, выжившие и поддерживающие устойчивый рост после 

фракционированного облучения в суммарной дозе 60 Гр, являются 

приемлимой моделью для изучения механизмов радиорезистентности. 

2. Адаптационный ответ полученных сублиний НМРЛ на стресс, 

индуцированный дополнительным облучением, демонстрирует существенную 

взаимосвязь экспрессии маркеров ЭМП, полиплоидии и пролиферативной 

активности не только с режимом использованного фракционированного 

облучения, но и с экспрессией р63 и р73, транскрипционных факторов 

семейства р53. 

3. Наличие ТР53wt и инактивирующих мутаций в другом основном гене-

онкосупрессоре PTENmut ассоциировано с поддержанием значительного 

количества сенесцентных МГОК в адаптационном ответе клеток различных 

линий ГБМ на однократное воздействие рентгеновского излучения в 

терапевтических дозах. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Полученные 

данные указывают на возможную необходимость определения наличия 

мутаций в генах белков семейства p53 и PTEN в опухолевых клетках для 

правильного выбора наиболее эффективного режима облучения. Работа имеет 

фундаментальное значение для понимания роли клеточно-молекулярных 

механизмов и динамики формирования и функционирования ПГОК/МГОК, а 
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также молекулярных мишеней для терапевтического воздействия на 

ПГОК/МГОК и их дочерние клетки. Результаты работы открывают 

возможность увеличения эффективности радиотерапии путем разработки 

новых разновидностей адъювантной химиотерапии на основе ингибиторов 

SIPS (т.н. «сенолитиков»), протеасом и/или BET ингибиторов, нацеленных на 

обнаруженные нами сигнальные пути. 

Методология и методы исследования. Теоретической и 

методологической основой диссертационной работы являются разработки 

отечественных и зарубежных ученых в области радиобиологии, молекулярной 

и клеточной биологии и биофизики. Информационную базу составляют статьи 

в периодических рецензируемых изданиях, материалы научных конференций, 

объекты интеллектуальной собственности, публикации в научных сборниках 

по исследуемой проблеме. 

При проведении исследований были использованы: методы 

культивирования НМРЛ и ГБМ человека; рентгеновская установка для 

облучения культур клеток; метод проточной цитометрии для анализа 

клеточной полиплоидии и уровня экспрессии FRA1; анализ роста колоний в 

мягком агаре «Soft Agar Colony Formation Assay» для оценки способности 

клеток к репопуляции после облучения; метод включения EdU для оценки 

пролиферации клеток в S-фазе клеточного цикла; метод MTT для оценки 

активности оксидоредуктаз в клетках; «scratch-тест» для изучения 

миграционных свойств опухолевых клеток после облучения; 

иммунофлуоресцентный анализ экспрессии Ki67 и экспрессии N-кадгерина; 

вестерн-блоттинг для детекции белков, участвующих в ЭМП; «AlamarBlue 

тест» в мягком агаре для оценки митохондриальной метаболической 

активности клеток в колониях ГБМ; анализ активности β- галактозидазы для 
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оценки количества стресс-индуцированных преждевременно сенесцентных 

(SIPS) клеток; статистические методы обработки полученных данных. 

Достоверность результатов работы обеспечивается проведением 

большого количества экспериментов с достаточной воспроизводимостью; 

корректной статистической обработкой полученных данных и необходимым 

количеством повторных исследований; сопоставлением результатов, 

полученных разными методами, а также сравнением с аналогичными 

результатами, полученными другими авторами. Положения и выводы, 

сформулированные в диссертации, прошли апробацию на международных и 

российских научных конференциях и семинарах. Достоверность также 

подтверждается публикациями результатов исследования в 4 рецензируемых 

международных научных изданиях, входящих в первый квартиль (Q1) Web of 

Science и Scopus. 

Апробация работы. Основные положения и полученные результаты 

диссертационной работы были доложены на следующих научно- 

конференциях: 

1. XVI Курчатовская междисциплинарная молодёжная научная школа, 

Москва, 2019 г.; 

2. XXV ежегодная научная конференция ФИЦ ХФ РАН. Москва, 2020 г.; 

3. V Всероссийский молодежный научный форум «Наука будущего - наука 

молодых», Москва, 2020 г.; 

4. VIII конференция по радиационным исследованиям, г. Москва, 2021 г.; 

5. Ninth International Conference on Radiation in Various Fields of Research.  

Herceg Novi. Montenegro, 2021 г.; 

6. 64-я Всероссийская научная конференция МФТИ, Москва, 2021 г. 
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Участие в конкурсах по теме диссертации 

1. V Всероссийский молодежный научный конкурс «Наука будущего - 

наука молодых», 30.11.2020 по 03.12.2020, Москва;  

2. Конкурс «Лучший доклад секций» в рамках 64-ой Всероссийской 

научной конференции МФТИ. 29.11.2021 по 03.12. 2021, Москва. 

Список опубликованных по теме диссертации печатных работ. По теме 

диссертации опубликовано 13 печатных работ, в том  числе 4 статьи в 

международных рецензируемых журналах первого квартиля (Q1) Web of 

Science и Scopus: 

1. Lina Alhaddad, Margarita Pustovalova, Taisia Blokhina, Roman Chuprov-
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Лучевая терапия немелкоклеточного рака легких (НМРЛ) человека  

НМРЛ является наиболее часто диагностируемым раком легкого [16], 

составляя почти 90% всех случаев рака легких. НМРЛ включает 3 основных 

гистологических типа: аденокарциному (30 - 45%), плоскоклеточный (25 - 

40%) и крупноклеточный (5%) рак. У более половины пациентов с НМРЛ в 

основном диагностируется стадия III развития заболевания (опухоль до 6 см, 

находящаяся в границах сегмента легкого или бронха с единичными 

метастазами в отдельных лимфоузлах, ограниченных грудной клеткой на 

стороне поражения) и стадия IV (когда опухоль метастазирует в другие 

органы). Прогноз для больных НМРЛ часто является неблагоприятным, при 

общей 5-летней выживаемости от 2 до 15% [17]. ЛТ используется для лечения 

НМРЛ в качестве основного метода лечения местнораспространенных 

неоперабельных опухолей или назначается одновременно с химиотерапией. 

Целенаправленная ЛТ в основном показана для пациентов, у которых 

диагностирована I-III стадия развития НМРЛ [18]. Согласно современным 

оценкам, доля пациентов с НМРЛ, которым показана ЛТ, колеблется от 46% 

до 68% для впервые диагностированных пациентов и от 64% до 75% для всей 

когорты пациентов с НМРЛ. Фактическое использование ЛТ во всем мире 

ниже - в диапазоне от 28% до 53%, с наиболее существенными различиями 

между фактическим и предполагаемым использованием ЛТ для пациентов с 

III стадией НМРЛ [19]. Тем не менее, радиорезистентность опухолевых клеток 

и риск рецидива заболевания являются основными препятствиями для 

долгосрочного благоприятного прогноза выживаемости пациентов, 

перенесших ЛТ [19].  
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Стандартным подходом к лечению локально диссеминированной формы 

НМРЛ является традиционная мультифракционная лучевая терапия (МФЛТ) 

(2D) в дозе за фракцию 1,8 - 2,0 Гр/день в течение пяти дней в неделю до 

достижения суммарной дозы ~ 60 - 66 Гр (стандарт, установленный группой 

радиационной онкотерапии RTOG7301) в сочетании с одновременной 

химиотерапией препаратами на основе платины [20-22]. 

ЛТ вызывает гибель относительно радиочувствительных популяций 

опухолевых клеток, оставляя ОСК живыми, способствуя тем самым 

адаптационной радиорезистентности путем избирательной репопуляции 

опухолевых клеток из выживших ОСК [23]. 

Облучение опухолевых клеток в режимах МФЛТ может привести к 

селективному отбору субпопуляций опухолевых клеток с измененными 

характеристиками в ответ на последующее облучение и повлиять на 

возможность контроля развития опухоли [24]. Подобный процесс 

селективного отбора широко используется в качестве экспериментального 

инструмента для получения радиорезистентных субпопуляций опухолевых 

клеток. Получение таких радиорезистентных клеток позволяет исследовать их 

реакции на молекулярном уровне и подсказать правильное направление 

улучшения стандартной ЛТ [25].  

Стереотаксическая лучевая терапия (СЛТ) (3D) является потенциально 

более эффективной технологией для купирования ранней стадии НМРЛ у 

неоперабельных пациентов и часто используется для пациентов с рецидивом 

заболевания после проведенной ранее обычной радиотерапии [26]. СЛТ 

позволяет врачам проводить облучение в высоких дозах за фракцию (обычно 

используемые режимы составляют 4 – 5 фракций по 10 - 12 Гр) для 

обеспечения большой точности и эффективности контроля роста опухоли [27]. 
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Тем не менее, как локальные, так и отдаленные рецидивы опухолей все еще 

имеют место в клинической практике после применения СЛТ [28].  

Развитие отдаленных метастазов первичной опухоли является 

преобладающим типом рецидивов после лечения с использованием СЛТ, в то 

время как местные рецидивы наблюдаются примерно у 10 – 15% пациентов 

[29, 30].  

В ряде исследований показаны различия в чувствительности клеток 

НМРЛ к радио- и химиотерапии в зависимости от их активности p53 [31-34]. 

Однако роль p53 в обеспечении устойчивости НМРЛ к фракционированному 

облучению еще до конца не выяснена.  

1.2 Лучевая терапия мультиформной глиобластомы (ГБМ) человека 

ГБМ является одной из наиболее агрессивных и распространенных 

первичных опухолей головного мозга у взрослых [35, 36]. Она составляет 

около 25% всех злокачественных опухолей нервной системы [37] и в 1,5 раза 

чаще встречается у мужчин [38]. ГБМ характеризуется неконтролируемой 

клеточной пролиферацией, высокой устойчивостью к гибели клеток и 

диффузной инфильтрацией [39]. Подавляющее большинство ГБМ (> 90%) – 

первичные, развиваются быстро у пациентов зрелого возраста (от 55 до 74 лет) 

и не имеют промежуточных менее злокачественных стадий. В этих возрастных 

группах больных ежегодная заболеваемость составляет около 4 на 100 000 

населения [40]. Две трети пациентов с таким диагнозом имеют историю 

болезни менее 3 месяцев [41].  

Недавние исследования показали, что амплификация и сверхэкспрессия 

являются отличительной чертой первичных ГБМ. В 2008 г. многие известные 

молекулярные особенности ГБМ, включая гомолог фосфатазы и тензина 

(PTEN), TP53, рецептор эпидермального фактора роста (EGFR), 
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ретинобластому 1 (Rb1), нейрофибромин 1 (NF1), ERBB2, регуляторную 

субъединицу 1 фосфоинозитид-3-киназы (PIK3R1), регуляторную 

субъединицу альфа фосфоинозитид-3-киназы (PIK3CA) [42], p16 и фактор 

роста тромбоцитов альфа (PDGFRA) были отобраны и описаны проектом 

«Атлас Ракового Генома, TCGA» [43, 44]. Частота амплификации гена 

рецептора II типа фактора роста эндотелия сосудов )  VEGFR2( при ГБМ 

составляет около 40%. Также высоко экспрессируются EGFRvIII [37]. 

Для ГБМ высокой степени злокачественности ЛТ является обязательным 

компонентом комплексного лечения. Высокая смертность больных связана с 

устойчивостью ГБМ к терапии, в большинстве случаев даже после 

хирургического удаления опухоли и последующего лечения сохраняется 

высокая вероятность рецидива заболевания [45]. Поэтому, понимание 

механизма, отвечающего за рецидив ГБМ, имеет большое клиническое 

значение [45]. У пациентов с ГБМ рецидивы возникают через относительно 

короткий период (медиана выживаемости без прогрессирования составляет от 

5,5 до 13 месяцев), и примерно 90% рецидивов возникают в области высоких 

доз облучения [46]. Было показано, что ИИ может способствовать 

инвазивному поведению клеток ГБМ [47]. 

В настоящее время прогрессирование и рецидивы ГБМ связывают с ОСК 

[45]. Широкое распространение получила иерархическая модель структурной 

организации опухоли, при которой вся опухоль развивается из одной клетки 

[45, 48-51].  

ЛТ, которую необходимо начать в течение 6 недель после операции, 

обязательна практически для всех пациентов с ГБМ [37]. Дальнейший анализ 

взаимосвязи между выживаемостью и дозой облучения выявил взаимосвязь 

доза-эффект, при этом дозы 60 Гр обеспечивают лучшую выживаемость 

пациентов по сравнению с более низкими дозами [52]. С современным 
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компьютерным обеспечением доза 60 Гр доставляется за 30 фракций в течение 

6 недель в объеме, определяемым как кольцо ткани диаметром 2 - 3 см, 

окружающее периметр контрастирующего очага в предоперационных 

КТ/МРТ. Эскалация дозы более 60 Гр не представляется оправданной из-за 

отсутствия повышенного эффекта и высокого риска поздней 

инвалидизирующей нейротоксичности по типу С. Сокращенное общее время 

лечения, достигаемое за счет более высоких доз за фракцию и более низкой 

кумулятивной дозы (до 30 - 45 Гр), подходит для индивидуального 

клинического применения на основе типа R в случаях с короткой ожидаемой 

продолжительностью жизни [53]. Рандомизированное исследование, 

проведенное на 77 пациентах с ГБМ старше 70 лет, продемонстрировало 

преимущество ЛТ (50 Гр, 1,8 Гр за фракцию) в выживаемости  пациентов по 

сравнению с поддерживающей терапией (29,1 недели против 16,9 недели, HR 

0,47) без снижения качества жизни [54]. У пациентов с ГБМ в возрасте ≥ 60 

лет рандомизированное исследование не выявило различий в выживаемости 

пациентов между режимами ЛТ 40 Гр/15 фракций и 60 Гр/30 фракций [55].  

СЛТ (или радиохирургия) включает использование многоплоскостных 

фильтров для рентгеновских лучей, производимых линейным ускорителем 

или источниками кобальта (гамма-нож), чтобы доставить большую и 

высокосфокусированную дозу к опухоли с незначительным распределением 

дозы на окружающие нормальные ткани [56]. Для пациентов со 

злокачественной ГБМ, имеются доказательства, того что использование 

бустерной радиохирургии с последующей дистанционной ЛТ и 

химиотерапией (1,3-бис(2-хлорэтил)-1-нитрозомочевина) не дает 

преимуществ с точки зрения общей выживаемости, локального контроля 

головного мозга или качества жизни по сравнению с дистанционной ЛТ и 

химиотерапией. Использование бустерной радиохирургии связывают с 
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повышенной токсичностью [56]. Введение радиосенсибилизатора RSR13 (30 

минут до сеанса облучения) с одновременной ингаляцией кислорода снижает 

токсичность [57].  

1.3 Гетерогенность и пластичность опухолевых клеток  

Все больше литературных данных подтверждает гипотезу о том, что 

опухоли представляют собой сложные гетерогенные органоподобные системы 

с иерархической клеточной организацией, а не просто скопления гомогенных 

опухолевых клеток [58]. НМРЛ [59] и ГБМ [60] характеризуются гетерогенной 

клеточной популяцией с различными биологическими свойствами и 

генетическими изменениями. ЛТ может привести к избирательному росту 

злокачественных клеток внутри опухоли, которые претерпевают сложную 

Дарвиновскую эволюцию и приобретают химио- и радиорезистентность [61]. 

Поскольку гетерогенность опухолевых клеток по морфологическим и 

функциональным признакам, в том числе по чувствительности к 

радиационным и химическим воздействиям, является фундаментальным 

свойством злокачественных опухолей, она во многом определяет 

эффективность лечения онкологических больных [9]. Более того, описана 

гетерогенность опухолевых клеток по составу клеточных мембран; их 

антигенов; спектру маркеров клеточной поверхности, включая рецепторы 

ростовых факторов; по активности сигнальных путей, регулирующих 

пролиферацию, клеточный цикл, репарацию ДНК, апоптоз, функциональный 

ответ клеток на изменения условий внешней (внеклеточной) среды [62-64]. 

Гетерогенность опухоли является основной преградой на пути к диагностике 

опухолей, успешному прогнозу и разработке противоопухолевых методов 

лечения [65].  
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Различают следующие формы гетерогенности опухолей: межопухолевая - 

разные (первично множественные) опухоли в одном органе могут иметь 

различный фенотип; внутриопухолевая — каждая отдельная опухоль состоит 

из фенотипически и функционально гетерогенных опухолевых клеток с 

неодинаковым поведением [66]. Благодаря внутриопухолевой гетерогенности, 

разные клетки опухолевой ткани обладают разным уровнем чувствительности 

к применяемому лечению [67]. Внутриопухолевая гетерогенность 

стимулирует развитие опухоли и способствует резистентности к терапии и 

рецидиву опухоли [67]. Для объяснения этого явления, были предложены две 

модели - модель клональной эволюции и модель ОСК. Модель клональной 

эволюции предполагает, что опухолевые клетки накапливают генетические 

изменения благодаря нестабильности генома. Эти изменения позволяют 

клеткам приобретать полезные характеристики в ходе отбора в дарвиновском 

эволюционном процессе [68]. Модель ОСК предполагает, что внутри опухоли 

небольшая субпопуляция клеток проявляет свойства самообновления и 

пластичности, а также способности восстанавливать гетерогенную популяцию 

опухолевых клеток [69].  

В последнее время, теория ОСК предложила потенциальное объяснение 

рецидивирующим и устойчивым к терапии типам многих опухолей [70]. 

Гетерогенность клеток опухоли по пролиферативному потенциалу также 

указывает на аналогию с нормальными стволовыми клетками, ведь известно, 

что стволовые клетки асимметрично делятся, давая начало новой стволовой 

клетке и более дифференцированному предшественнику, у которого 

пролиферативный потенциал гораздо ниже [71, 72]. 
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1.4 Опухолевые стволовые клетки (ОСК) и их возможная роль в 

возникновении и прогрессировании опухолей  

Некоторые исследователи придерживаются мнения, что опухоль — это 

своеобразная иерархическая система, на вершине которой находятся ОСК 

[72]; в различных литературных источниках их называют также называемые 

опухоль-инициирующими (tumor initiating cells) или стволовоподобными 

(stem-like cells) клетками [9]. 

Концепция ОСК сформировалась еще в 1970-х гг. [73]. ОСК составляют 

малую долю общей популяции опухолевых клеток, обладают наиболее 

высокой пролиферативной и миграционной активностью среди клеток 

опухоли [74], селективно поддерживают способность к онкогенезу, а также 

пополняют гетероморфную массу более дифференцированных опухолевых 

клеток [75]. Они сходны со стволовыми клетками нормальных тканей по ряду 

молекулярно-биологических и структурно функциональных особенностей 

(профиль генной экспрессии, набор белковых маркеров на поверхности 

клеток, интенсивное выведение лекарственных препаратов и липофильных 

красителей (например, АВС-транспортеров) [76, 77] 

 В гипотезе ОСК, ОСК претерпевает симметричное или асимметричное 

деление с образованием двух новых ОСК  или дифференцированной дочерней 

клетки и «самообновленной» ОСК. Основываясь на модели ОСК, способность 

инициировать онкогенез и генерировать гетерогенность в первичных 

опухолях полностью приписывается популяции ОСК. Только тогда, когда 

ОСК будут полностью погибнут в ходе ЛТ, опухоль может быть окончательно 

элиминирована. Более того, неэффективная ЛТ может «пробудить» 

покоящиеся ОСК для вступления в клеточный цикл, способствуя рецидиву и 
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трансформации опухоли в метастатический фенотип, что в конечном итоге 

может привести к метастазированию опухоли [78] (Рис. 1.1). 

 

  

Рисунок 1.1. Реакция ОСК на ЛТ. 

 

Существование ОСК связывают как с наличием внутренних 

(эффективность репарации ДНК, генерация активных форм кислорода (АФК), 

фаза клеточного цикла, уровни аутофагии и апоптоза, особенности регуляции 

сигнальных путей отвечающих за выживаемость клеток), так и внешних 

факторов-детерминант (например, влияние гипоксического микроокружения 

опухоли (МО) [79]. Примечательно, что клетки с фенотипом ОСК в солидных 

опухолях концентрируются в зоне инвазии [80]. Много исследований 

поддерживают идею о том, что ОСК могут обладать механизмами 

устойчивости к гибели, вызванной радио - и химиотерапией, что позволяет им 

выжить и вызвать рецидив опухоли. К настоящему времени ОСК описаны при 
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лейкозах, раке молочной железы (РМЖ), легкого, предстательной железы, 

кишечника, желудка, поджелудочной железы, головы и шеи, эндометроза 

яичников, остеосаркоме, опухолях мозга и других солидных опухолях. 

 Исследователи по определению ОСК часто следовали общему принципу: 

разделение всех клеток опухоли на отдельные субпопуляции на основании 

экспрессии определенных молекул (маркеров) с последующим 

подтверждением наличия свойств ОСК у одних и отсутствия или малой 

степени выраженности таковых у других, т.е. выявление ОСК было 

неразрывно связано с определением их маркеров. В качестве последних 

используются разнообразные по функциям молекулы (поверхностные 

антигены, ферменты, рецепторы, элементы сигнальных путей, необходимых 

для поддержания стволовости) [81]. При этом следует подчеркнуть, что 

понятия ОСК и «клетка, экспрессирующая маркеры ОСК», не идентичны, так 

как первое отражает преимущественно функциональные свойства клеток, а 

второе — морфологические, и наличие свойств ОСК у клеток, 

экспрессирующих маркеры ОСК, требует доказательства [81].  

Экспрессия маркеров ОСК позволяет прогнозировать ответ на терапию и 

выделять субпопуляции клеток с различной чувствительностью к ней. ОСК 

изолируют из солидных опухолей с использованием различных маркеров CK, 

включая CD34 [82, 83], CD133 , CD24, CD44 [84], CD29 [85] и  CD31 (PECAM) 

[71, 83-86]. Опухолевые клетки, несущие маркеры CD133+, CD44+, CD166+, 

ALDH+ и молекулу адгезии эпителиальных клеток (EpCAM+) демонстрируют 

100-кратное увеличение способности инициировать опухоль [74]. ОСК в раке 

легкого идентифицируют как субпопуляцию клеток, которые экструдируют 

краситель Hoechst 33342 (побочная популяция, SP) [87], а также как CD133 + 

клетки [71] или ALDH+ клетки [88, 89]. Помимо CD133 на поверхности ОСК 

ГБМ экспрессируют другие маркеры, такие как CD15, A2B5, молекулы 
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адгезии L1CAM [90], нестин, подопланин (PDPN) и интегрин альфа 6 (CD49f) 

[91]. 

Известно, что аутокринные/паракринные сигнальные каскады, такие как 

Wnt, Notch, Hedgehog (Hh), трансформирующий фактор роста бета (TGF-β) и 

рецепторные тирозинкиназы (например, c-МЕТ, ЕGF, PDGF), играют важную 

роль в поддержании популяции ОСК и активации механизмов 

дедифференцировки в трансформированных клетках [92-97].  

ОСК демонстрируют повышенную регуляцию ответа на повреждение ДНК 

(DDR), включая усиление передачи сигналов контрольных точек и 

рекрутирование белков репарации ДНК [98].  

Установление феномена «слияния» ОСК глиом человека с непораженными 

клетками мозга мыши в определенной степени объясняет высокую скорость 

роста опухолевых узлов вследствие вовлечения в процесс малигнизации и 

пролиферации непораженных клеток хозяина. Было высказано 

предположение о том, что после слияния ОСК с непораженными клетками 

химерные гибридные новые клетки сохраняют частично свои гистологические 

свойства, поэтому образуются различные типы опухолей. Способность ОСК к 

слиянию с интактными клетками считают признаком их высокой 

злокачественности, а возникающие гибридные клетки должны быть еще более 

злокачественными, в частности, обладать большей способностью к 

инфильтративному росту.  

Было показано, что ОСК создают новую сосудистую сеть с малым 

количеством эндотелиальных клеток в микрососудe мозга мышей [49, 77, 99]. 

Пластичность ОСК, процесс, сильно зависящий от ЭМП и связанный с 

дедифференцировкой клеток, ответственен за метастазы, рецидивы, 

неэффективность ЛТ и неблагоприятный прогноз у онкологических больных 

[100]. Таким образом, ОСК имеют ряд особенностей, понимание которых 



26 

 
 

может иметь большое значение для совершенствования подходов при 

создании инновационных технологий противоопухолевой терапии 

злокачественных глиом [101]. 

Важно отметить, что при разработке препаратов, направленных против 

ОСК, нужно учитывать влияние проводимой терапии на нормальные СК [101].  

1.5 Перекрестные взаимодействия между ОСК и их нишами 

Необходимо отметить, что ОСК располагаются в нишах, которые 

представляют собой анатомически различные области в МО (Рис.1.2).  

 

Рисунок 1.2. Молекулярная и клеточная основа перекрестных 

взаимодействий между ОСК и их нишами [104]. 

Эти ниши с характерным МО и васкуляризацией поддерживают основные 

свойства ОСК: пластичность фенотипа, адгезию, выживание и резистентность 
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к стандартному противоопухолевому лечению [101]. Клетки в нише ОСК 

продуцируют факторы, которые стимулируют самообновление ОСК, 

индуцируют ангиогенез и рекрутируют иммунные и другие стромальные 

клетки, которые секретируют дополнительные факторы, способствующие 

инвазивности и метастазированию опухолевых клеток, как описано Oskarsson 

с соавт.[102] и Ye с соавт.[103]. Секретируя CXCL12, IL6 и IL8, 

мезенхимальные стволовые клетки (МСК) способствуют стволовости 

опухолевых клеток за счет активизации ядерного фактора «каппа-би» (NF-κB), 

тогда как ОСК секретируют IL6 для привлечения большего количества МСК. 

МСК также продуцируют антагониста, гремлина 1, для поддержания 

недифференцированного состояния. Окружающие опухолевые клетки 

продуцируют IL4 для накопления клеток T хелперов 2 (TH2), которые 

продуцируют фактор некроза опухоли альфа (TNFα) для усиления сигнального 

пути NF-κB, способствуя созданию проопухолевого МО. В таком МО, 

опухолевые клетки продуцируют M-CSF, GM-CSF и G-CSF, вызывая 

экспансию опухоль-ассоциированных макрофагов (TАМ), cупрессорных 

клеток миелоидного происхождения (MDSC), опухоль-ассоциированных 

нейтрофилов (TAN) и дендритных клеток (ДК). TAM продуцируют TNFα и 

TGF-β для стимуляции TGF-β- или NF-κB-зависимого ЭМП и, таким образом, 

повышает пластичность ОСК. TGF-β также может напрямую 

взаимодействовать с сигнальными путями NF-κB для дальнейшего повышения 

стволовости опухолевых клеток. Кроме того, TGF-β, продуцируемый TAM, 

накапливает регуляторные Т-клетки (Treg). ТАМ, Treg и гипоксическая среда 

ингибируют иммунный надзор, подавляя цитотоксическую активность CD8+ 

T клеток и естественных киллеров клеток (ЕК), а также фагоцитоз макрофагов. 

В первичной опухоли, гипоксия развивается за счет нарушения 

васкуляризации. Кроме того, гипоксия увеличивает продукцию АФК и 
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индуцирует ЭМП через сигнальный путь TGF-β. Как гипоксия, так и АФК 

индуцируют экспрессию HIF-1α ОСК, непосредственно стимулируя ЭМП, и 

усиливают стрессорные сигнальные пути ОСК, повышая выживаемость 

опухолевых клеток и поддерживая их стволовость. Более того, гипоксия 

ингибирует пролиферацию клеток путем подавления экспрессии c-Myc. HIF-

1α обеспечивает поддержание СК в недифференцированном состоянии через 

TGF-β и Wnt cигнальные пути. ОСК и опухоль-ассоциированные фибробласты 

(ОАФ) продуцируют CXCL12 для стимуляции ангиогенеза, а гипоксия 

заставляет как ОСК, так и эндотелиальные клетки продуцировать VEGF, 

который интенсивно индуцирует ангиогенез. Эндотелиальные клетки 

способствуют самообновлению ОСК путем прямого межклеточного контакта 

или продукции оксида азота (NO) через сигнальный путь Notch. ОАФ 

продуцируют Тенаскины -C (TNC) и HGF для усиления передачи сигналов 

Wnt и Notch и поддержания ОСК. ОАФ также продуцируют MMP2, 3 и 9. 

Наряду с MMP10, продуцируемым ОСК, эти MMP способствуют деградации 

и ремоделированию внеклеточного матрикса (ВКМ), усиливая ЭМП и 

состояние ОСК. МСК и ОСК продуцируют ангиогенные факторы для 

стимуляции ангиогенеза. В первичной опухоли секретируются различные 

хемокины и цитокины для рекрутирования MDSC, TAM и TAN. Эти 

проонкогенные и прометастатические клетки подавляют цитотоксические 

функции ЕK-клеток и CD8+ Т-клеток и ингибируют иммунный надзор. Treg-

клетки накапливаются ТАМ для дальнейшего снижения цитотоксичности Т-

клеток. ТАМ, ОАФ, новообразованные кровеносные сосуды и другие 

стромальные клетки накапливаются на инвазивном фронте, где ОАФ 

секретируют M-CSF для включения проангиогенного переключателя ТАМ. 

ТАМ подавляют экспрессию антиангиогенного фактора и секретируют VEGF-

A и WANT для стимуляции ангиогенеза. CXCL12, секретируемый ОАФ, 
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запускает петлю EGF-M-CSF, в которой опухолевые клетки стимулируют 

ТАМ к продукции EGF путем секреции M-CSF, тогда как активированный 

клеточный рецептор EGF в ОСК увеличивает их инвазивность. При 

физическом контакте с тромбоцитами ОСК подвергаются ЭМП и становятся 

метастатическими стволовыми клетками (МетСК). Также на инвазивном 

фронте Wnt, Notch, TNF-α, TGF-β и другие цитокины, секретируемые стромой 

опухоли, поддерживают выживание MetСК. Тем временем ТАМ и ОСК 

высвобождают экзосомы и факторы, чтобы установить преметастатические 

ниши для выживания прибывающих опухолевых клеток. Экзосомы также 

способствуют устойчивости опухолевых клеток к лекарственным препаратам. 

Кровеносные сосуды, тромбоциты окружают и предотвращают гибель MetCK 

в суровой и чужеродной среде. ОСК могут захватывать нормальные ниши СК, 

установленные МСК. Ниша нормальных СК имеет различные факторы, такие 

как TGF-β и различные клетки, которые поддерживают стволовость ОСК и 

поддерживают их выживаемость. В нише ОСК могут усиливать пути ЭMП в 

окружающих неопухолевых клетках и трансформировать их в ОСК для 

колонизации новой ниши. Первичная опухоль выделяет VEGF-A, TGF-β, TNF-

α и LOX, индуцирующие экспрессию хемотаксического белка S100A и 

ремоделирование ВКМ в местах метастазирования, что способствует 

созданию предметастатической ниши. Новообразованные кровеносные 

сосуды экспрессируют фибронектин и VCAM для привлечения 

воспалительных моноцитов моноциты IMs для секреции MMPs для 

метастатического роста. Интегрины и NET облегчают миграцию ОСК, что 

поддерживается активацией периостина и TNC. Между тем, LOX и S100A 

активно задействуют MDSC, чтобы способствовать метастатическому росту. 

ОСК инициируют свой метастатический рост вокруг кровеносных 

капилляров, созданных периваскулярными нишами, обогащенными 
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ангиокринными факторами, такими как VEGF-A. Когда ниша установлена, 

ОСК привлекают TAM, ОАФ и другие стромальные клетки для создания 

паракринных петель для снабжения ОСК TNF-α, TGF-β и IL для поддержания 

ОСК. В то же время окружающие стромальные клетки секретируют ММР и 

катепсины для дальнейшего разрушения ВКМ, что, в свою очередь, 

высвобождает TGF-β и различные факторы роста, такие как VEGF-A, что 

способствует росту опухоли [104]. Было показано, что измененные 

сигнальные пути (Notch, Hh-Gli, Wnt/β-катенин, TGF-β/ SMAD, 

PI3K/Akt/mTOR) и экспрессия молекулярных маркеров (CD49f, SDF1, VEGF, 

CD44, CD34) направлены на поддержание существования ниш ОСК ГБМ 

[101]. 

1.6 Процесс эптителиально-мезенхимального перехода (ЭМП)  

ЭМП является ключевым процессом, при котором поляризованные 

эпителиальные клетки теряют свои плотные межклеточные контакты, что 

приводит к повышению их миграционной способности, усилению инвазивных 

свойств и приобретению мезенхимного фенотипа [105, 106]. Ключевым 

событием в процессе ЭМП является так называемое переключение кадгеринов 

(cadherin switch) — снижением экспрессии центральной молекулы 

межклеточных адгезионных контактов E-кадгерин и повышение уровня 

мезенхимальных маркеров, таких как N-кадгерин, Виментин и фибронектин, а 

также высвобождение β-катенина, его ядерная транслокация, что, собственно, 

способствует эпителиально-мезенхимальной трансформации [105, 107-110]. 

Кроме этого, опухолевые клетки секретируют повышенное количество 

матрикс деградирующих протеаз для разрушения внеклеточного матрикса и 

облегчения миграции клеток [111]. Более того, при утрате E-кадгерина β-

катенин транспортируется в ядро, где он может активировать некоторые 
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звенья Wnt сигнального каскада, который играет важную роль в поддержание 

фенотипа ОСК ряда злокачественных опухолей [112]. Известен ряд факторов, 

которые могут индуцировать ЭМП, например, транскрипционные факторы 

Slug, Twist, Snail, Zeb1, Sip-1 [113], а также цитокины VEGF и TGF-β [114-116].  

При ЭМП клетки приобретают веретеновидную форму, способность к 

миграции, что сближает их с мезенхимальными [117]. Накапливается все 

больше доказательств того, что приобретение фенотипа стволовых клеток 

тесно связано с изменениями, происходящими при ЭМП [118-120]. 

Действительно, было показано, что доля ОСК увеличивается в популяции 

трансформированных клеток с экспериментально-индуцированным ЭМП 

[121]. Также показано, что клетки, прошедшие ЭМП, имеют повышенную 

устойчивость к ЛТ, а профиль экспрессии генов в таких клетках частично 

сходен с таковым в «стволовом» состоянии [113, 122]. В 2008 г. Вайнберг с 

соавт. пришли к выводу, что как СК, так и ОСК рака молочной железы 

человека экспрессируют высокие уровни молекулярных маркеров, 

традиционно связанных с ЭМП, таких как N-кадгерин и FOXC2. В 

соответствии с этим наблюдением индукция перехода эпителия к мезенхиме в 

клетках рака молочной железы приводит к повышенной регуляции маркеров, 

связанных с состоянием стволовых клеток [106]. 

 В настоящее время ясно, что ЭМП не только запускается из программы 

внутри опухолевой клетки, но также зависит от сигналов МО – внеклеточного 

матрикса, сосудистой системы, воспалительных клеток и фибробластов, так 

как специфические виды рака, несомненно, предпочитают конкретные сайты 

для метастазирования [105].  

Недавние исследования продемонстрировали ключевую роль FRA1 (FOS-

родственный антиген-1) в процессе ЭМП и метастазировании опухолей [123-

126]. Повышение уровня экспрессии FRA1 происходит при многих видах 
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опухолей, включая опухоли молочной железы, мочевого пузыря, толстой 

кишки, пищевода, а также опухоли головы и шеи (ОГШ) [123-129]. Было 

подтверждено, что сверхэкспрессия FRA1 в ткани опухоли легкого 

коррелирует с нарушением регуляции сигнального пути р53 [130].  

Было обнаружено, что выжившие после облучения клетки НМРЛ A549 and 

H460 экспрессируют значительно более высокие уровни маркеров ОСК (CD24 

и CD44), ядерного β-катенина и маркеров ЭМП (Snail1, Виментин и N-

кадгерин) по сравнению с необлученными клетками [131]. Экспрессия E-

кадгерина почти отсутствует в нервных тканях, где его экспрессия ограничена 

клетками ОСК ГБМ и субпопуляцией высокоагрессивных клеток ГБM, тогда 

как N-кадгерен в высокой степени экспрессируется в астроцитах, где он 

способствует регулированию клеточной полярности и миграции, а также в 

клетках ГБМ, которые демонстрируют более быстрое и менее направленное 

движение по отношению к астроцитам [132]. 

1.7 Основные механизмы репарации двунитевых разрывов ДНК и их роль в 

судьбе клетки  

Восстановление структуры ДНК необходимо для поддержания 

целостности генома [133]. ИИ вызывает остановку репликационных вилок, 

появление повреждений ДНК и активацию ответа на повреждение ДНК (DDR) 

[134, 135]. Двунитевые разрывы (ДР) ДНК считаются наиболее критическими 

первичными радиационными повреждениями структуры ДНК, поскольку 

мутантные клетки млекопитающих, дефектные по репарации ДР, особенно 

чувствительны к воздействию ИИ [136]. В клетке в ходе ответа на действие 

ИИ наблюдается образование так называемых радиационно-индуцированных 

фокусов белков репарации ДНК (от англ. foci) [137]. 

В клетках высших эукариот ДР быстро инициируют фосфорилирование 

корового гистона Н2АХ по серину-139 с образованием γH2AX. 
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Фосфорилированная форма гистона γH2AX является одними из наиболее 

распространенных маркеров ДР для всех разрывов, тогда как белок Rad51 

является специфическим маркером тех ДР, репарация которых 

осуществляется по пути гомологичной рекомбинации [138]. 

Фосфорилирование Н2АХ происходит уже в первую минуту после облучения 

[139] и осуществляется киназами, относящимися к семейству 

фосфатидилинозитол-3-киназ: ataxia telangiectasia mutated (АТМ), ataxia 

telangiectasia and Rad3-related (ATR) и DNA-dependent protein kinase catalytic 

subunit (DNA-PKcs) [140, 141]. Количество фокусов γH2AX отражает 

количество ДР, принято считать, что фокусы γH2AX локализуются в местах 

репарации одиночных или множественных ДР ДНК [137]. 

Нерепарированные или неправильно репарированные ДР ДНК могут 

приводить к образованию хромосомных аберраций и гибели клеток, 

соответственно [142, 143].  

В клетках млекопитающих репарация ДНК от ДР осуществляется с 

помощью двух канонических механизмов: негомологичное соединение 

концов (NHEJ) и гомологичная рекомбинация (НRR) и несколько 

альтернативных путей [144]. В отличие от нормальных клеток, для которых 

важна точность репарации ДНК, опухолевым клеткам необходима 

эффективность репарации, но не ее точность [145].  

NHEJ и НRR имеют значительно различающуюся кинетику. Наибольший 

вклад в репарацию вносит процесс NHEJ, ответственный за процессинг более 

чем 80 % всех ДР, образованных в результате действия ИИ [146]. NHEJ может 

быть безошибочным или подверженным ошибкам процессом, способным 

соединить концы двухцепочечной ДНК без гомологичных 

последовательностей или с небольшой гомологией [147]. Как HRR, так и NHEJ 

регулируются PIKK (phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase) [147]. В 
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клетках человека, ATM участвует как в HRR, так и в NHEJ через процессы 

контроля клеточного цикла и  хроматин-ассоциированные процессы [148]. 

Более того, NHEJ напрямую координируется DNA-PK, холофермента, 

состоящий из регуляторного гетеродимера KU, KU70 и KU80, и большой 

каталитической субъединицы DNA-PKcs [147]. DNA-PK связывается с 

поврежденной ДНК напрямую и функционируют как молекулярная структура 

защищающая концы ДНКи как киназа для рекрутирования других факторов 

NHEJ к месту повреждения [149]. Образование комплекса активной киназы 

вызывает фосфорилирование других белков, участвующих в пути репарации, 

таких как RPA2, WRN, XLF/Cernunnos, DNA Ligазы IV (LigIV) и XRCC4 (X-

ray repair cross-complementing protein 4), PAXX (паралог XRCC4 и XLF), а 

также автофосфорилирование DNA-PKcs [150, 151]. DNA-PKcs также 

связывается с эндонуклеазой Artemis и регулирует ее активность, возможно, 

участвующую в предварительном лигировании процессинга концов ДНК, 

особенно если они содержат сложные повреждения [152]. Этот путь 

называется «классическим» или «каноническим» D-NHEJ (DNA-PK dependent 

non-homologous end joining). NHEJ является независимым от клеточного цикла 

и быстрым процессом [153]. Скорость, с которой этот путь завершает довольно 

сложный набор последовательных реакций - 50% ДР за 15 - 30 минут. 

Животные, дефектные по р53 и компонентам D-NHEJ обладают повышенным 

риском возникновения опухолей [154]. 

Подробное изучение альтернативных путей NHEJ в клетках 

млекопитающих было проведено Лопесом и сотрудниками [155]. 

Aльтернативный путь соединения концов B-NHEJ активно работает с более 

медленной кинетикой и в основном в качестве резерва D-NHEJ [156]. 

Множество подходов, используемых для документирования функции этой 

«новой» формы NHEJ, также привело к множеству терминов, используемых 
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для её описания. К ним относятся альтернативные NHEJ (A-NHEJ или alt-

NHEJ), опосредованное микрогомологией соединение концов (MMEJ), KU-

независимое соединение концов, LigIV-независимый NHEJ [157-161]. 

Генетические и биохимические эксперименты указывают на функциональную 

важность ДНК-лигазы III (LigIII) для пути B-NHEJ [162]. LigIII 

функционирует в комплексе с XRCC1 и регулируется PARP1 [163]. Также, 

комплекс LigIII/XRCC1/ PARP1 участвует в других процессах репарации 

ДНК, таких как однонитевые разрывы и модифицированные основания ДНК 

[163]. Идентификация PARP1 как предполагаемого компонента B-NHEJ и 

связывание этого фермента с концами ДНК позволяют предположить 

возможную конкуренцию с KU.  

KU, в дополнение к его функции по рекрутированию DNA-PKcs, также 

помогает выровнять концы ДНК  перед лигированием и уменьшает 

подвижность концов ДНК [164, 165]. Имеются доказательства того, что гистон 

H1 вносит вклад в B-NHEJ, возможно, выполняя сходные функции 

выравнивания. Ряд работ указывает на причастность комплекса MRN, 

состоящего из белков MRE11, Rad50 и NВS1 для пути B-NHEJ [166]. 

Поскольку в клетках с дефектами DNA-PKcs и других компонентов D-NHEJ 

резко увеличивается частота хромосомных аберраций после воздействия ИИ, 

можно сделать вывод, что B-NHEJ приводит к ошибкам [167]. 

Для HRR необходима сестринская хроматида, которая используется в 

качестве матрицы для репарации поврежденной хроматиды, содержащей ДР. 

Поэтому репарация по пути HRR активна преимущественно в S и G2 фазах 

клеточного цикла [168]. HRR является причиной активации контрольной 

точки G2 при облучении в клинически значимых дозах ИИ [169]. Было 

показано, что в клетках, облученных в G2-фазе в относительно низких дозах 

(< 1 Гр) по пути HRR репарируется около 50% ДР, но с увеличением дозы (>8 
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Гр) вклад НRR уменьшается и становится незначительным [170]. 

Эффективность HRR зависит от многочисленных белков и белковых 

комплексов, например, BRCA2 (ген рака молочной железы 2) и Rad54. BRCA2 

является супрессором опухолей и одним из важнейших белков, регулирующих 

HRR; он способствует связыванию Rad51 с одноцепочечной ДНК во время 

процессинга повреждений ДНК [171, 172]. 

Rad54 индуцирует синтез ДНК и способствует диссоциации Rad51 от цепи 

ДНК, обеспечивая отжиг синтезированной ДНК с концами поврежденной 

цепи ДНК. В этом контексте 53BP1 (p53-связывающий белок 1) 

функционирует как сенсор повреждения ДНК и регулятор выбора пути 

репарации ДНК, способствуя NHEJ [172]. 

 Вовлечение ATM и ATR в регуляцию контрольных точек при облучении 

в относительно низких дозах ИИ (∼1 Гр) требует наличия функционального 

HRR [169]. Клетки с дефицитом HRR активируют слабую, но легко 

обнаруживаемую  ATM/ATR-зависимую контрольную точку G2 при 

облучении в более высоких дозах (более 4 Гр)  [169]. Мутанты HRR 

показывают отсутствие обнаруживаемого дефекта в элиминации ДР в 

широком диапазоне доз ИИ при анализе с помощью PFGE или другого 

физического метода обнаружения [173].  

1.8 Радиационно-индуцированное преждевременное старение 

(сенесценция) опухолевых клеток  

Клеточное старение — это состояние остановки клеточного цикла, при 

котором пролиферирующие клетки становятся устойчивыми к факторам, 

стимулирующим рост [174, 175]. Однако, «стареющие клетки» остаются 

долгое время метаболически активными [175]. Важный этап исследования 

клеточного старения датируется началом 1970-х годов, когда независимо друг 

от друга Olovnikov and Watson описали проблему концевой недорепликации 
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ДНК [176, 177]. Согласно этой гипотезе, при каждом клеточном делении 

происходит укорочение 5’-концевой дочерней цепи ДНК, что в конечном 

итоге приводит к достижению лимита Хейфлика. Как следствие, была 

сформулирована теломерная теория, согласно которой именно укорочение 

теломер опосредует репликативное старение клеток [177]. Примерно в это же 

время стали появляться работы, свидетельствующие о существовании другого 

типа старения, независимого от длины теломер [178, 179]. Этот тип старения 

носит название стресс-индуцированного преждевременного старения (SIPS), 

так как признаки старения проявляются в клетках на ранних пассажах задолго 

до наступления репликативного старения клеток под воздействием 

разнообразных стрессорных факторов, а также сверхэкспрессии онкогенов 

[180-182].  

Интересно, что репликативное старение клеток и SIPS являются схожими 

по морфологическим признакам и молекулярно-клеточным биомаркерам 

старения. Однако разница между репликативным старением клеток и SIPS, по-

видимому, связана со временем проявления этих признаков. При этом, 

репликативное старение клеток программируется в определенное время, когда 

обнажаются концы теломерной ДНК, в то время как SIPS не программируется, 

а является реакцией на данный стресс [183, 184].  

Как облученнная, так и старая клетки теряют способность удваивать ДНК 

и блокируются в G1/S фазе клеточного цикла [185]. Несмотря на снижение 

пролиферативного потенциала, стареющие клетки проявляют высокую 

метаболическую активность. Было показано, что в стареющих клетках 

превалирует гликолитическое состояние даже в присутствии высоких уровней 

кислорода [186].  

Стареющие клетки приобретают старение ассоциированный секреторный 

фенотип (SASP) [187-189]. Термин SASP впервые использовали в 2008 г. для 
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обозначения факторов, секретируемых стареющими клетками, включая 

цитокины, хемокины и факторы роста, вызывающие изменения в 

микроокружение клеток (например, изменения в составе внеклеточного 

матрикса и иммунном микроокружении) [187-189]. По молекулярным 

механизмам факторы SASP можно разделить на следующие группы [190].  

1- Факторы, связывающиеся с рецептором. В состав данной группы 

входят растворимые сигнальные молекулы, к которым относятся 

цитокины, хемокины и ростовые факторы. Эти факторы могут влиять на 

клетки микроокружения, взаимодействуя с соответствующими 

поверхностными рецепторами на их мембранах и таким образом 

запуская разные внутриклеточные сигнальные каскады [191, 192]. 

Наиболее известными представителями этой группы являются 

интерлейкины IL-6, IL-8, IL-1a, хемокины GROα, GROβ, CCL-2, CCL-5, 

CCL-16, CCL-26, CCL-20 и факторы роста FGF, HGF, TGFβ, GM-CSF. 

2- Факторы, действующие напрямую. Эта группа включает матриксные 

металлопротеиназы  ММР-1, ММР-10, ММР-3 и сериновые протеазы: 

тканевый активатор плазминогена (tPA) и урокиназный активатор 

плазминогена (uPA). В эту группу можно отнести и маленькие 

небелковые компоненты, к которым относятся АФК и азота, 

повреждающие соседние клетки [193]. 

3- Регуляторные факторы. В эту группу входят тканевые ингибиторы 

металлопротеиназы (TIMP), ингибитор активатора плазминогена (PAI) 

и белки, связывающие инсулиноподобный фактор роста (IGFBP). Эти 

факторы не имеют собственной ферментативной активности, однако, 

связываясь с факторами, входящими в первую и вторую группы, 

регулируют их функционирование [194]. 
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Стареющие клетки, как известно, участвуют в различных стадиях развития 

опухоли [195]. Считается, что первая фаза секреции начинается сразу после 

повреждения ДНК и продолжается в течение первых 36 часов. SIPS 

индуцирует клеточный ответ на DDR [196], что приводит к выходу клеток из 

клеточного цикла [197]. Показано, что эти факторы SASP тесно связаны с МО 

и прогрессированием опухоли. SASP вызывает ангиогенез [198], ЭМП, а также 

хронический окислительный стресс и воспаление, стимулирующие 

пролиферацию, миграцию и инвазию опухолевых клеток [199]. Например, 

известно, что IL6 и IL8, секретируемые стареющими клетками, могут 

стимулировать инвазию предопухолевых клеток, что приводит к вторичной 

опухоли [189, 200]. Более того, было показано, что CCL2, также известный как 

MCP1 важен для рекрутирования моноцитов, которые способствуют 

метастазировании рака молочной железы и коррелируют с неблагоприятным 

прогнозом [201]. GRO1 способствует миграции клеток рака [201]. Показано, 

что нокдауны таких участников DDR, как ATM, Chk2, NBS1, H2AX, снижают 

экспрессию и соответственно секрецию ряда факторов SASР, включая IL-6 и 

IL-8 [202, 203]. В то же время, было показано участие транскрипционного 

фактора GATA4 в DDR-зависимом механизме регуляции SASP [179]. 

Накопление GATA4 в стареющих клетках способствует инициации и 

поддержанию активности NF-kB [179]. Было показано, что mTOR может 

контролировать трансляцию IL-1α и таким образом регулировать SASP [204]. 

mTOR также контролирует трансляцию киназы MK-2, которая фосфорилирует 

специфический РНК-связывающий белок ZFP36L1, препятствуя деградации 

транскриптов различных компонентов факторов SASP [205]. Еще один 

возможный вариант участия mTOR в регуляции SASP связывают с 

присутствием на транс-стороне аппарата Гольджи особого компартмента 
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(TOR-autophagy spatial coupling compartment, TASCC), в котором 

накапливаются аутолизосомы и mTOR во время старения [206].  

Фенотип клеточного старения несёт выраженные морфологические, а 

также характерные изменения экспрессии генов. Так, показано, что стареющие 

клетки имеют увеличенную, уплощенную и неправильную форму (например, 

при гиперэкспрессии Виментина) с повышенной зернистостью и цитоплазмой 

богатой вакуолями [207]. Кроме того, эти клетки имеют морфологически 

измененные митохондрии [208, 209]. Одним из механизмов, лежащих в основе 

увеличения клеточного объема клеток, связанного со старением, является 

клеточная гипертрофия за счёт накопления белков [210]. В связи с этим также 

было предположено, что накопление белков в стареющих клетках может быть 

связано со снижением активности протеасомных пептидаз в сочетании с 

повышенным уровнем окисленных или убиквитинированных белков [211].  

Общей характеристикой старения является накопление ингибиторов 

циклин-зависимых  киназ p21 и р16 [212]. Кроме того индуцированная 

активность в ответ на воздействие ИИ подавляет экспрессию, отсрочивающего 

старение клетки [213]. 

Как известно также, что пероксид водорода (H2O2), одна из АФК, 

индуцирует p21 и активирует путь PI-3K/TOR/S6K, способствуя увеличению 

клеточного объема и старению клеток [214-216]. 

Стареющие клетки теряют целостность монослоя за счёт подавления 

межклеточных контактов [217, 218]. Более того, в стареющих клетках 

наблюдается накопление различных специфических аномалий, включая 

продукты окисления азотистых оснований ДНК (например, 8-оксо-2′-

дезоксигуанозин) [219] и ассоциированные со старением гетерохроматиновые 

фокусы (SAHF) [207]. Изменения ДНК, связанные со старением, также 

происходят и на эпигенетическом уровне [220].  
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Стареющие клетки показывают повышенную цитоплазматическую 

активность лизосомальной β-галактозидазы (SA-β-Gal), биохимического 

маркера старения [207]. Стоит подчеркнуть, что в настоящее время, список 

маркеров старения выходит далеко за рамки SA-β-Gal, включая высокий 

уровень экспрессии ингибитора циклинзависимой киназы (CDK), p16INK4A и 

p21Cip1 [221], секреторный фенотип SASP [222], липофусцин[223], фокусы 

гистона γ-H2A.X и SAHF [197]. Белки-супрессоры опухолей, такие как PTEN, 

p53 или гипофосфорилированный Rb, могут быть также использованы для 

обнаружения клеточного старения. Более того, можно использовать 

отсутствие некоторых маркеров для обнаружения клеточного старения, 

включая отсутствие белка-маркера пролиферации (Ki67) или отсутствие 

включения бромдезоксиуридина (BrdU) [174].  

При воздействии ИИ (повреждения ДНК) киназа АТМ фосфорилирует 

киназу Chk2, которая в свою очередь индуцирует функцию 

транскрипционного фактора P53, BRCA1 или представителей семейства 

CDC25 фосфатаз [224]. Облучение, как и старение сопровождаются 

фосфорилированием p38MAPK опосредующей сигналинг ведущей  к 

старению клеток [225].  

Является ли старение обратимым или необратимым явлением, это зависит 

от наличия белков р53 и р16 [226-229]. Leong с соавт. [230] 

продемонстрировали, что p53 подавляет p16 посредством Id1-независимых 

механизмов [231]. Кроме того, было высказано предположение того, что после 

облучения остановка клеточного цикла и старение зависят от p53/p21 каскада 

в клетках рака толстой кишки человека HCT116 [232]. Было сообщено, что р16 

репрессируется р53-зависимым образом. Например, Hernandez Vargas с соавт. 

[233] сообщили, что р53 активирует белок-регулятор транскрипции Id1, 

который является репрессором p16INK4A [234, 235]. 
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В течении двух последних десятилетий появилось все больше 

доказательств того, что стареющие клетки причинно-вовлечены в 

прогрессировании опухоли. Эксперименты на животных показали, что 

стареющие клетки стимулируют образование опухоли молочной железы [236], 

колоректального рака [237], рака поджелудочной железы [238] и яичников 

[239] намного эффективнее по сравнению со своими молодыми аналогами 

(Рис.1.3). Их вклад включает формирование иммунодепрессивного тканевого 

микроокружения, например, посредством IL-6-зависимой стимуляции 

супрессивных миелоидных клетки и их способности ограничивать 

противоопухолевые Т-клеточные реакции [240]. Необходимо отметить, что 

SASP регулируется как на транскрипционном, так и на посттранскрипционном 

уровнях. Ключевая роль в регуляции экспрессии компонентов SASP, включая 

IL-6, IL-8, CXCL1, CXCR2, отводится ядерному фактору NF-kB [207, 241, 242]. 

Было показано что, воздействие умеренных доз генотоксических агентов 

(например, ИИ, UV, химиотерапевтические препараты, окислители) 

способствует высокой степени SIPS, а не только маргинальному апоптозу 

[231]. Эффекты ИИ в некоторой степени аналогичны процессам, 

наблюдаемым при наследственных прогероидных синдромах [184].  
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Рисунок 1.3. Гипотетический цикл модуляции опухоли за счет 

взаимодействия нормальных стромальных клеток с опухолевыми клетками, 

подвергающимися старению, индуцированному терапией.  

 

Следует подчеркнуть, что облученные клетки в ответ на образование 

повреждений ДНК активируют точки контроля клеточного цикла по 

ATM/ATR-сигнальному пути, обусловливая задержку или остановку 

клеточного цикла в определенных фазах клеточного цикла. Активированные 

формы ATM/ATR регулируют активацию чекпойнтов клеточного цикла, 

ассоциированных со старением, главным образом через p53, Chk1 и Chk2 с 

участием p21, p16 и Rb [243]. Однако стоит отметить, что за повреждением 
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ДНК и замедлением (остановкой) клеточного цикла не обязательно следует 

клеточное старение [243], так как не исключаются полная репарация или 

апоптоз [244]. Реакции клеток на воздействие ИИ, особенно при низких дозах, 

включают также «немишенные» эффекты, такие как «радиационно-

индуцированный эффект свидетеля, РИЭС» [245]. 

 Показано, что ИИ вызывает временную остановку роста клеток НМРЛ, 

характеризующуюся старением, с последующим восстановлением 

пролиферативной активности этих клеток [246]. В 2013 г. Luo с соавт. 

показали, что доза 6 Гр не вызывает значительного апоптоза в клетках А549 и 

Н460, а, наоборот, радиационно-индуцированное старение  [247]. Кроме того, 

накоплено множество данных, показывающих, что радиационно-

индуцированное старение   проявляется в различных типах опухолевых клеток 

в зависимости от величины дозы ИИ. Таким образом, было обнаружено, что 

облучение клеток НМРЛ A549 в дозе 2 Гр вызывает радиационно-

индуцированное старение (~ 20% SA-β- Gal+ клеток), в то время как доза 10 

Гр вызывает радиационно-индуцированное старение в более выраженной 

степени (80% SA-β-Gal+ клеток). Однако, радиационно-индуцированное 

старение также зависит от типа опухоли, например, облучение клеток НМРЛ 

Н460 в тех же дозах (2 - 10 Гр) приводит к более высокой степени 

радиационно-индуцированное старение   по сравнению с клетками A549 [248]. 

Кроме того, было подтверждено, что радиационно-индуцированное старение 

возникает в других клетках (р53wt), включая клетки колоректального рака 

HCT116, клетки ГБМ А172 и нейробластомы SKNSH [249]. Показано, что 

некоторые линии клеток карциномы легких (p53null) также демонстрируют 

высокий уровень радиационно-индуцированного старения, который, по-

видимому, опосредуется p16INK4A [182, 250] и miR-34a [251].  

Продемонстрировано, что радиационно-индуцированное старение в клетках 



45 

 
 

НМРЛ H460 (p53wt) индуцируется в более высокой степени по сравнению с 

клетками H460 (p53null) [252]. Эти данные свидетельствуют о том, что  

наличие р53 играет важную роль в индукции радиационно-индуцированного 

старения  в опухоли в ответ на повреждения, связанные с радиацией [246, 252]. 

Недавно было обнаружено, что регуляция выбора между апоптозом и 

радиационно-индуцированным стареним, может быть определяется 

активностью секурина, многофункционального белка, участвующего в 

репликации, репарации ДНК [253] и онкогенезе [254]. Было показано, что 

экспрессия генов CCL2, GRO1, IL6, IL8, IL1α и IL1β значительно 

увеличивается в облученных клетках ГБМ [35]. Более того, было 

подтверждено, что облучение индуцирует экспрессию мРНК SASP 

секреторного фенотипа и транскрипционную активность NFκB в клетках ГБМ 

[35], и, таким образом, проводит к пролиферации, инвазии, ангиогенезу и 

воспалению этих клеток [35]. Следует отметить, что радиационно-

индуцированное старение, может способствовать прогрессированию и 

инвазии опухолей в условиях in vivo и in vitro [35]. Было обнаружено, что ИИ 

приводит к старению клеток ГБМ in vitro, а облученные клетки ГБМ 

способствуют прогрессированию необлученных клеток ГБМ при опухолевом 

ксенотрансплантата in vivo [35]. Апоптоз и старение в клетках ГБМ 

определяются PTEN. Так, дефицит PTEN способствует радиационно-

индуцированному старению в клетках ГБМ, в то время как PTENwt направляет 

клетки ГБМ на путь апоптоза [255]. До сих пор неизвестно, могут ли 

стареющие опухолевые клетки способствовать индукции старения в 

нормальных клетках, например, через SASP [197]. 
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1.9 Роль полиплоидных/многоядерных гигантских опухолевых клеток 

(ПГОК/МГОК) в метастазировании и рецидиве после противоопухолевого 

лечения 

Существует большое количество доказательств того, что ответом, 

вызванным терапевтическими дозами противоопухолевых агентов, может 

являться длительная остановка пролиферации (состояние покоя), а не апоптоз 

[256, 257]. Эта остановка пролиферации часто сопровождается заметным 

увеличением размера клеток, что может отражать SIPS и/или развитие 

полиплоидных «гигантских» клеток либо с сильно увеличенным ядром, либо 

с множественными ядрами [258], с увеличенным геномным содержанием по 

сравнению с другими опухолевыми клетками в той же опухоли [259]. С этой 

точки зрения крупные опухолевые ядерные клетки или многоядерные 

гигантские опухолевые клетки (МГОК), обозначаемые как полиплоидные 

гигантские опухолевые клетки (ПГОК), вносят значительный вклад в 

формирование и состав опухолевых геномов и эволюцию опухоли, что делает 

их важными терапевтическими мишенями для борьбы с резистентностью 

многих видов опухолей к терапии [260]. За последнее десятилетие накоплено 

достаточно данных о том, что ПГОК/МГОК вносят вклад в гетерогенность 

солидных опухолей [261]. Длительное время ПГОК/МГОК рассматривались 

как терминально дифференцированные стареющие клетки, которые утратили 

способность к делению и элиминируются из популяции в результате действия 

одного из механизмов клеточной гибели [262]. В соответствии с 

характеристикой, предложенной Zhang с соавт. [261], к ПГОК/МГОК относят 

опухолевые клетки с ядрами, по меньшей мере, в 3 раза превышающими 

размер ядер диплоидных клеток [14, 263-265]. Поскольку ПГОК/МГОК 

присутствуют почти во всех опухолях человека, их образование может 

представлять эволюционно консервативный древний механизм адаптации, 
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который позволяет опухоли, включая НМРЛ, переносить суровые условия 

лечения [261, 266, 267]. Подсчёт ПГОК/МГОК на парафиновых срезах 

образцов опухоли, окрашенных гематоксилин-эозином, позволил установить, 

что при раке яичников, раке молочной железы и глиомах число ПГОК/МГОК 

коррелирует со степенью злокачественности опухолевого процесса [14, 263-

265]. ПГОК/МГОК являются одним из потенциальных источников стволовых 

клеток [261]. Убедительные доказательства, представленные в последнее 

десятилетие, продемонстрировали, что выжившие ПГОК/МГОК могут 

способствовать развитию рецидива опухоли после противоопухолевого 

лечения со свойствами, подобными ОСК, сначала войдя в состояние покоя, а 

потом дав потомство [266, 268-271]. ОСК часто намного меньше, чем основная 

масса клеток, тогда как ПГОК/МГОК больше, чем основная масса клеток из-

за их повышенной плоидности (> 4n) [258]. Основные механизмы, 

ответственные за образование ПГОК/МГОК, связаны со слиянием клеток 

[272], эндоредупликацией [273, 274], нарушением цитокинеза [273, 274] и 

клеточным каннибализмом путем энтоза [275]. Все эти процессы в конечном 

итоге способствуют образованию ПГОК/МГОК с повышенным содержанием 

генома по сравнению с другими опухолевыми клетками в той же опухоли 

[259]. Однако эндоредупликация является более распространенным 

механизмом образования ПГОК/МГОК [276] (Рис.1.4). Тем не менее, было 

обнаружено, что ПГОК/МГОК в клеточных линиях MDA-MB-231 и SKOv3, 

сформированные за счет слияния, составляли лишь около 10 - 20% от общего 

числа ПГОК/МГОК, присутствующих в этих клеточных культурах [261].  

В отличие от клеточного слияния, которое может привести к образованию 

двуядерной клетки, эндоредупликация обычно приводит к образованию 

одного большого ядра, содержащего несколько копий генома [277]. В отличие 

от обхода митоза, приводящего к одному большому сферическому ядру, 
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митотическая недостаточность после стадии метафазы может привести к 

одному дольчатому ядру. При эндоредупликации клетки обходят инициацию 

механизмов регуляции клеточного цикла из-за изменений в митотическом 

цикле или цитокинезе [278]. 

 

Рисунок 1.4. Схематическое предоставление генерации и судьбы 

ПГОК/МГОК и их потомства (адаптировано из Niu с соавт. и Chen с соавт.) 

[278, 283]. 

 

Несмотря на сообщение об образовании ПГОК/МГОК путём клеточного 

слияния в клеточных линиях лимфомы Ходжкина [279] и ГБМ [280], слияние 
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клеток в MDA-MB-231 и клеточных линиях рака яичников составляет лишь 10 

– 20 % [261]. Современные исследования, показали, что после длительного 

периода покоя некоторые из ПГОК/МГОК приобретают способность делиться 

и генерировать появление дочерних клеток [281, 282]. Согласно Niu с соавт. 

[283], ПГОК/МГОК демонстрируют самообновление посредством 

эндоредупликации и далее подвергаются деполиплоидизации или 

асимметричному ядерному почкованию, давая начало маленьким дочерним 

ядрам; эти ядра затем приобретают цитоплазму, отщепляются от гигантских 

родительских клеток и демонстрируют длительную пролиферацию [284, 285]. 

Впервые было сообщено о деполиплоидизации ПГОК/МГОК Erenpreisa с 

соавт. [286] и Illidge с соавт. [282] в 2000 г. Помимо этого, сообщалось также 

о взрывоподобном делении в некоторых опухолевых клеточных линиях [261]. 

Niu с соавт. определили этот процесс как цикл гигантских клеток (giant cell 

cycle) [258], включающий четыре фазы [259, 287]: 

1- фаза инициации диплоидные опухолевые клетки вступают в цикл 

полиплоидии в ответ на стрессоры, минуя контрольные точки клеток и избегая 

апоптоза [276]. Эта фаза начинается с массовой гибели клеток, вызванной 

существенным генотоксическим повреждением с последующей активацией 

программы старения, играющей критическую роль на этой фазе. Стареющие 

клетки увеличиваются в размерах и теряют способность деления [288, 289], 

2- Фаза самообновления эта фаза возникает, когда выжившие клетки 

превращаются в ПГОК/МГОК за счёт избегания старения, тогда как 

оставшиеся диплоидные клетки поддаются стресс-индуцированному апоптозу 

[276]. В фазе самообновления субпопуляция опухолевых клеток входит в 

состояние эндоредупликации для образования ПГОК/МГОК. Таким образом, 

клетки, избегающие старения, вступают в S-фазу и накапливаются в фазе G2 
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[287]. Известно, что эндоредупликация зависит от нарушения контрольных 

точек клеточного цикла, обеспечиваемого CDK [276].  

 3- Фаза терминации начинается, когда ядра ПГОК/МГОК подвергаются 

деполиплоидизации с образованием дочерних клеток с диплоидным, 

тетраплоидным, анеуплоидным, полиплоидным или другим хаотическим 

кариотипом [287]. Хромосомы неравномерно распределяются в дочерних 

клетках, что приводит к высокому уровню хромосомной нестабильности и 

иному сочетанию хромосом, чем в исходных родительских клетках [290]. 

Странный способ редукционного деления ПГОК/МГОК, имеющий некоторые 

черты сходства с мейозом, называется «неозисом» [281]. Новообразованные 

мелкие мононуклеарные дочерние клетки, инициирующие опухоль [281], 

называемые «клетками Раджу или РЖ», временно проявляют свойства, 

подобные стволовым клеткам, прежде чем подвергнуться клеточному 

делению или апоптозу [284].  

4- Фаза стабилизации характеризуется появлением стабильной новой 

устойчивой популяции диплоидных дочерних клеток, способных в 

дальнейшем делиться путем биполярного, триполярного или 

мультиполярного митоза, давая следующему поколению диплоидных 

опухолевых клеток, которые подпитывают рост опухоли и обеспечивают ее 

выживание [283, 291].  

Этот цикл регулируется ключевыми медиаторами мейоза (например, 

MOS), митоза (например, киназа Aurora B [292]) и самообновления (например, 

Oct4) [284, 285]. Было показано, что деполиплоидизация, почкование или 

разрыв ядер могут начаться в любое время после противоопухолевого лечения 

(атаки стрессорного агента), но это может занять несколько недель (если не 

месяцев) пока не появится стабильная, устойчивая, быстро увеличивающаяся 
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популяция диплоидных дочерних клеток, которые в дальнейшем могут 

делиться путем митоза [257, 261, 271].  

В опухолях с дефицитом p53 хроническая сверхэкспрессия p21 может 

привести к беспрепятственной репликации клеток, несмотря на накопление 

повреждений ДНК, что приводит к образованию ПГОК/МГОК [293]. Было 

продемонстрировано, что рекомбинация новых хромосом чаще происходит в 

РЖ клетки, образованных в ходе цикла гигантских клеток, чем в родительских 

клетках, что указывает на то, что РЖ клетки получают новые опухолевые 

геномы, которые существенно отличаются от геномов родительских клеток 

[268, 283]. Кроме того, спектральное кариотипирование (SKY) показало 

возникновение в РЖ клетках новых множественных хромосомных перестроек, 

включая делеции и транслокации по сравнению с родительскими 

опухолевыми клетками [283]. Обнаружено, что РЖ клетки, полученные из 

ПГОК/МГОК в клеточных линиях рака яичников Hey and SKOV3 имеют 

мезенхимальную форму с повышенной гетерогенностью по сравнению с 

регулярными опухолевыми клетками, имеющие преимущественно 

эпителиальную клеточную морфологию [291]. Иммуногистохимический 

анализ выявил, что очищенные ПОГК/МОГК из опухоли яичников человека, 

имеют четкий высокий уровень экспрессии белков циклина В, циклина Е, D1, 

CDK2 и CDK6, демонстрируя их участие в регуляции клеточного цикла [261]. 

Количество ПГОК/МГОК увеличивается на поздних стадиях развития 

онкологического заболевания [294-296]. С другой стороны, некоторые 

исследования показали, что именно предсуществовавшие ПГОК/МГОК в 

ткани опухоли ответственны за повышенную устойчивость опухоли к 

проводимой противоопухолевой терапии [259, 261]. Более того, доля 

ПГОК/МГОК как in vitro, так и in vivo заметно увеличивается в условиях ДНК-

повреждающего стресса [297] и гипоксии [261, 263, 298, 299], возникающих в 
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МО в отсутствие экзогенного стресса после воздействия ИИ и 

химиотерапевтических препаратов на опухолевые клетки [182, 256, 300], в 

частности ГБМ [182, 256, 280, 300].  

В 1956 г. было сообщено в работе Pak и Marcus, что генотоксический 

стресс может запускать развитие ПГОК/МГОК в клеточной линии карциномы 

шейки матки человека HeLa, подвергшейся ИИ [256]. Несмотря на 

повреждение ДНК после воздействия ИИ, некоторые клетки ПГОК/МГОК 

рака молочной железы 4T1, MDA-MB-231 и рака шейки матки HeLa обладают 

способностью пролиферации и вносят вклад в прогрессирование и 

репопуляцию опухоли за счет неозиса [281]. ПГОК/МГОК наблюдаются при 

серозной цистаденоме, серозной карциноме яичников высокой степени 

злокачественности, и метастатической серозной карциноме яичников высокой 

степени злокачественности [258].  

РЖ  клетки, индуцированные ИИ, обладают высокой пролиферативной 

способностью и низким уровнем апоптоза [259]. Было сообщено о неозисе в 

нескольких клеточных линиях рака предстательной железы [301], молочной 

железы [298] и яичников человека. Установлено, что образование 

ПГОК/МГОК связывается с активацией старения, тогда как почкование 

дочерних клеток связывается с избеганием старения [291]. РЖ клетки 

являются плюрипотентными со способностью к дифференцировке в 

эпителиальные опухолевые клетки, различные типы доброкачественных 

клеток  [261] или могут давать начало карциномам различной степени 

злокачественности. В нескольких работах обнаружено образование 

ПГОК/МГОК в результате облучения, хотя эти клетки в конечном итоге 

погибали посредством митотической катастрофы [277, 302]. Zhang с соавт. 

наблюдали, что ПГОК/МГОК в клеточных линиях MDA-MB-231 и HEY 

имеют нейроноподобную форму, тогда как эти клетки в клеточной линии рака 
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яичника SK-OV-3 имеют более сферическую форму без отростков [261]. Pak и 

Marcus продемонстрировали, что воздействие ИИ на клетки карциномы шейки 

матки HeLa человека приводит к развитию ПГОК/МГОК, которые либо не 

растут или растут очень медленно, так что они часто оцениваются как 

«мёртвые» при обычном анализе образования колоний [182]. Наблюдения за 

образованием колоний приводят к выводу, что ПГОК/МГОК либо не 

пролиферируют, либо пролиферируют очень медленно [258]. Хотя 

ПГОК/МГОК входят в фазу покоя и, следовательно, не образуют 

макроскопических колоний (колонии ≥ 50 клеток) при стандартном анализе 

колониеобразования in vitro, они остаются жизнеспособными и метаболически 

активными в «спящем» состоянии в течение длительного времени (например, 

три недели) из-за их способности переносить изменения pH питательной 

среды [258], если питательная среда регулярно меняется [182, 300, 303] и 

содержит факторы, стимулирующие рост [182]. Zhang с соавт. 

продемонстрировали, что потомки ПГОК/МГОК клеточной линии MCF-7 

могут дифференцироваться в доброкачественные стромальные клетки, 

включая миоэпителиальные, эндотелиальные и эритроидные клетки [304]. 

Таким образом, клетки-потомки ПГОК/МГОК могут стать частью  МО, заселяя 

строму опухоли [305] или внося свой вклад в сосудистую мимикрию [306]. 

Потомки ПГОК/МГОК также могут дифференцироваться в злокачественные 

клетки, которые часто более радио- и химиорезистентны и метастазируют, чем 

родительские клетки, из-за вновь приобретенных мутаций [261]. Из-за 

мезенхимального фенотипа эти клетки также могут мигрировать в различные 

ткани или органы с образованием новых опухолей [283, 298]. Вклад 

ПГОК/МГОК в рецидив опухоли после терапевтического воздействия был 

хорошо задокументирован для опухоли яичников [15, 263], груди [298] и 

толстой кишки. По данным Weihua с соавт. [296], единичная ПГОК/МГОК 
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может образовывать метастатическую опухоль, состоящую в основном из 

мононуклеарных клеток [261, 296]. Так, было показано, что ПГОК/МГОК, 

полученные от онкобольных, способны инициировать опухоль in vivo. Было 

показано, что ПГОК/МГОК образуют сфероиды in vitro и генерируют опухоли 

у иммунодефицитных мышей [261, 291, 296, 307, 308].  Более того, было 

продемонстрировано, что ПГОК/МГОК обладают свойствами, подобными 

стволовым клеткам, поскольку они экспрессируют маркеры ОСК, такие как 

октамер-связывающий фактор транскрипции-4 (Oct4), NANOG, 

определяющую пол область Y-box 2 (SOX2), CD44 и CD133 [261, 308, 309]. 

Иммуногистохимическое окрашивание сфероидов, полученных из 

ПОГК/МГОК в клеточных линиях рака яичника HEY и молочной железы 

MDA-MB-231, показало, что составляющие их клетки экспрессируют маркеры 

стволовых клеток CD44 и CD133, OCT3/4, Nanog, SOX-2 и ABCG2 и SSEA1 

[261]. В дальнейшем было показано, что культивирование ПГОК/МГОК в 

питательной среде, адаптированной для роста стволовых клеток или в 

Матригеле, приводит к образованию клеточных сфероидов [261]. Díaz-

Carballo с соавт. [310] подтвердили, что ПГОК/МГОК могут способствовать 

стволовости окружающих клеток [258] путём генерирования РЖ клеток, 

экспрессирующих высокие уровни маркеров ОСК, таких как поверхностные 

гликопротеины CD44 и CD133 [261]. ПГОК/МГОК вносят вклад в 

трансформацию и RAS-опосредованную инициацию, и метастазирование 

опухоли [296, 311, 312]. Zhang с соавт. [296] сообщили, что ПГОК/МГОК 

характеризуются более агрессивным и метастатическим фенотипом, чем 

родительские клетки в клеточной линии рака предстательной железы человека 

PC-3. Кроме того, несколько исследований показали, ПГОК/МГОК и их 

потомки приобретают фенотип ЭМП [260, 261, 298], который коррелирует с 

усиленной экспрессии ключевых факторов транскрипции ЭМП [15]. Наличие 
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морфологических особенностей ЭМП этих клеток также наблюдаются в 

ксенотрансплантатах [291]. В ПГОК/МГОК и их потомки [298] наблюдается 

экспрессия высоких уровней мезенхимальных маркеров Виментина, 

фибронектина и N-кадгерина и низких уровней эпителиальных маркеров 

цитокератина и E-кадгерина. Более того, наблюдается сверхэкспрессия 

ABCG2 (АТФ-связывающая кассета суперсемейства G, член 2) в ПГОК/МГОК 

и их потомках [261], способствуя множественной лекарственной устойчивости 

[276]. Факторы роста и цитокины, секретируемые ПГОК/МГОК, в том числе 

VEGF и фактор, ингибирующий миграцию макрофагов (MIF), способны 

повышать радио- и химиорезистентность опухолевых клеток [313, 314]. Кроме 

того, MIF [315] и VEGF [316] вовлечены в ангиогенез, необходимый для 

устойчивого роста опухолей [315]. Повышенная экспрессия CDK1 [228, 317] и 

его нижестоящего эффективного сурвивина [318] в ПГОК/МГОК связывается 

со способностью этих клеток повторно вступать в фазу роста и, таким образом, 

избегать старения, индуцированного терапией [276, 319], позволяя 

опухолевым клеткам пережить терапию [320, 321]. Сообщалось о 

стабилизации HIF1α в ПГОК/МГОК после индукции старения, вызванного 

терапией в клетках MDA-MB-231 [314]. ПГОК/МГОК обладают высокой 

устойчивостью к кислородному голоданию [261]. При этом, в ПГОК/МГОК 

повышенный уровень АФК стабилизирует HIF-1α, способствуя увеличению 

продукции VEGF и MIF [314]. Интересно, что АФК вовлечены в процесс 

избегания старения опухолевых клеток, индуцированнго терапией, и в 

образование ПГОК/МГОК. Chen с соавт. подчеркнули, что стволовость 

ПГОК/МГОК, васкулогенная мимикрия, метастазирование и 

химиорезистентность являются результатом динамической взаимосвязи 

между ПГОК/МГОК и МО [278]. При исследовании большого числа линий 

опухолевых клеток было установлено, что факторами, способствующими 
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образованию ПГОК, являются гипоксия [261, 263, 265, 299], ИИ [182, 256, 280, 

300], а также ряд химиопрепаратов, стандартно применяемых в терапии 

опухолей. К таким препаратам относят: цисплатин [257, 303], доксорубицин 

[322-324], паклитаксел [304], доцетаксел [325], 5-флюороурацил, иринотекан 

[323], фотемустин [326] и др. Способность ПГОК/МГОК справляться со 

стрессорами, такими как гипоксия и лекарства, может быть связана с 

множественными копиями каждого гена, что позволяет рекомбинировать 

ДНК, и также связана с вариацией эпигенетических паттернов. ПГОК/МГОК 

могут эпигенетически подавлять компоненты пути p53 и, таким образом, 

избегать апоптоза и старения. Кроме того, ПГОК/МГОК экспрессируют 

высокие уровни генов репарации ДНК, включая BRCA1 и p19Arf, что делает 

ПГОК/МГОК устойчивыми к цитотоксическим эффектам 

противоопухолевого лечения [297]. 

Было обнаружено, что ПГОК/МГОК способны выдерживать воздействие 

ИИ в высоких дозах. Было обнаружено образование ПГОК/МГОК и их 

потомства после облучения клеточных линий ГБМ человека SF268 и U87MG 

[280]. Более того, исследуя действие ИИ на первичные культуры ГБМ, был 

сделан вывод, что высокий процент появления ПГОК/МГОК коррелирует с 

плохим прогнозом [327]. Fei с соавт. установили, что в образцах ткани опухоли 

при колоректальном раке число ПГОК/МГОК после проведения радиотерапии 

увеличивается примерно в 3 раза. Поскольку ПГОК/МГОК и их потомство 

обладают ярко выраженными инвазивными свойствами и высокой 

миграционной активностью, эти авторы предложили, что удаление опухоли, 

учитывающее динамику процесса, может снизить вероятность проявления 

этими клетками свойств, опосредующих прогресс заболевания [328]. 

ПГОК/МГОК были обнаружены в 85,7% образцов метастатического рака 

яичников и лишь в 23,1% неметастатического [263] 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 Культивирование клеточных линий НМРЛ  

В работе использовали культуры человеческих линий клеток НМРЛ: 1) 

клеточная линия A549 (р53 дикий-тип); 2) клеточная линия H1299 (p53- 

дефицитные) (АТСС, США). Клетки А549 и H1299 культивировали в 

стандартной полной среде RPMI (Gibco, Thermo Fisher Scientic, Уолтем, MA, 

США), содержащей 10%-ную FBS, 1% (2 мМ L-глутамина) и 1% антибиотики 

(100 ед/мл пенициллин, 100 мкг/мл стрептомицин) (Sigma-Aldrich, США). 

Клетки инкубировали в условиях стандартного CO2-инкубатора при 37 °C во 

влажной атмосфере, содержащей 5% СО2. 

2.2 Культивирование клеточных линий ГБМ  

В работе использовали культуры человеческих линий клеток ГБМ, 

имеющих набор классических онкогенных мутаций, в ответ на ЛТ: 1) U87 

(TАp53wt /PTENmut); 2) LN229 (TАp53mut /PTENwt) и 3) U251 (GOF p53mut 

/PTENmut) (АТСС, США). Клетки U87, LN229 и U251 культивировали в среде 

DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Уолтем, Массачусетс, США), 

содержащей 10%-ную FBS, 1% (2 мМ L-глутамина) и 1% антибиотики (100 

ед/мл пенициллин, 100 мкг/мл стрептомицин) (Sigma-Aldrich, США). Клетки 

переносили в увлажненном инкубаторе с 5% CO2 при 37 °C.  

2.3 Облучение  

Клетки НМРЛ и ГБМ облучали при комнатной температуре на 

рентгеновской биологической установке РУБ РУСТ-М1 (JSC «Ruselectronics», 

Москва, Россия): напряжение 200 кВ, анодный ток 2 х 5 mA, алюминиевый 

фильтр 1,5 мм. Мощность дозы составляла 0,85 Гр/мин ± 10%. Проводили 
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фракционированное облучение клеток НМРЛ человека А549 (р53 дикий-тип) 

и Н1299 (p53-дефицитные) в суммарной дозе 60 Гр с последующим 

культивированием выживших клеток. Суммарная доза 60 Гр в режиме 

увеличение фракционной дозы (Fraction Dose Escalation – FDE) была разделена 

на несколько доз следующим образом: 10 фракций по 2 Гр, 4 фракции по 5 Гр 

и 2 фракции по 10 Гр. Клетки инкубировали 3 - 4 дня перед облучением 

фракциями 10 Гр для клеточного восстановления. В случае режима 

стандартного фракционирования дозы (Standard Fractionation – SF) 

использовали облучение клеток A549 и H1299 30 фракциями по 2 Гр на 

фракцию пять дней в неделю. Родительские клетки A549 и H1299 

поддерживали без облучения в тех же условиях. После достижения общей 

дозы 60 Гр, клетки культивировали при 37 °C в увлажненной атмосфере с 5% 

CO2 в течение 3-x недель для восстановления (Рис. 2.1). Полученные сублинии 

клеток стадии экспоненциального роста были дополнительно облучены 

рентгеновским излучением в клинически-релевантных однократных дозах 2, 

4, 5 и 6 Гр. 
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Рисунок 2.1. Схематическое изображение двух клинически значимых 

режимов фракционированного облучения, увеличение фракционной дозы 

(FDE) в разделенном курсе и стандартное фракционирование дозы (SF) 

экспоненциально растущих клеток A549 и H1299 в суммарной дозе 60 Гр. 

 

Клетки U251, LN229 и U87 подвергались острому однократныму 

воздействию рентгеновского излучения в терапевтических дозах 2, 4 и 6 Гр 

при комнатной температуре. Необлученные клетки использовали в качестве 

контроля.  

2.4 Сортировка клеток 

Клетки A549 и H1299 собирали путем трипсинизации, промывали в 

ледяном PBS (pH = 7,4). 1 × 106 клеток инкубировали с антителами против 

CD133, конъюгированными с AlexaFluor® 488 (MAB4310X, Sigma-Aldrich, 

Дармштадт, Германия) и с моноклональными антителами против CD44 

конъюгированными с PE (SAB4700187, Sigma-Aldrich, Дармштадт, Германия) 

30 минут при 4 °C. После промывки меченые клетки анализировали с 
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помощью проточной цитометрии с использованием сортировщика клеток BD 

FACSМelody™ (BD Life Sciences, Сан-Хосе, Калифорния, США). Чистота 

отсортированных популяций составяла 90%, что было подтверждено с 

помощью Amnis ImageStreamX Mark. II Imaging Flow Cytometer (Luminex 

Corporation, Остин, Техас, США) и проанализировано с использованием 

шаблона анализа данных, созданного в IDEAS v6.2. 

2.5 Анализ клеточной полиплоидии 

 Исследовали плоидность ДНК путем окрашивания культивируемых 

клеток НМРЛ йодистым пропидием (PI). Экспоненциально растущие клетки 

собирали трипсином и промывали в охлажденном до 4 °C PBS (pH 7,4) 

несколько раз. Суспензию клеток доводили до конечной концентрации 1 × 106 

клеток/мл. Затем клетки фиксировали в ледяном 70% этаноле в течение 30 

минут на льду и хранили при -20 °C до проведения анализа. Перед 

проведением анализа, образцы центрифугировали 5 минут при 300 g для 

декантирования этанола и дважды промывали 1х PBS (pH 7,4). Затем клетки 

инкубировали в растворе PI (0,5 мг/мл) и РНКазы A (100 мкг / мл) в течение 

30 минут в темноте для окрашивания ДНК и удаления РНК. Проточно-

цитометрический анализ выполняли на BD FAОСКalibur (Becton Dickinson, 

San Jose, Сан-Хосе, Калифорния, США). Было проанализировано не менее 

50000 событий/образец, и процент полиплоидных клеток был расчитан с 

помощью программного обеспечения BD CellQuest Pro 5.1 (Becton Dickinson, 

Сан-Хосе, Калифорния, США). 
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2.6 Клоногенный тест 

Клетки высаживались в культуральные вентилируемые флаконы с 

площадью дна 25 см2 (Corning, США). После достижения конфлюэнтности 

(70% – 80%) клетки подвергались воздействию рентгеновского излучения. 

Сразу после облучения, клетки собирали с помощью 0,05% раствора трипсина-

ЭДТА (ПанЭко, Москва, Россия) и высевали на чашки Петри диаметром 60 мм 

с плотностью 15 x 10, 5 x 102, 10 x 103 и 2 x 103 клеток/чашку, соответственно. 

Затем, чашки Петри инкубировали при 37 °C в увлажненной атмосфере с 5% 

CO2 в течение двух недель для образования колоний. После этого 

культуральную среду удаляли путем аспирации из каждой чашки, затем их 

фиксировали 100% метанолом в течение 15 минут при комнатной температуре 

с последующим окрашиванием по Гимзе в течение 15 минут. Подсчитывали 

только колонии, содержащие ≥ 50 индивидуальных клеток.  

Эффективность колониеобразования (ЭК), т. е. соотношение числа 

колоний, образованных прикрепленными к пластику клетками, к числу 

посеянных клеток и клоногенная выживаемость (КВ) клеток рассчитывались 

по следующей формуле: 

ЭК% =
количество образованных колоний   

количество  посаженных клеток
×  100 % 

 

(1) 

КВ =
количество колоний образовавшихся после облучения 

(количество посаженных клеток ×  эфективность посадки необлученных клеток)
 

(2) 

2.7 Анализ независимого от адгезии на пластик роста клеток в мягком 

агаре 

Использовали анализ независимого от прикрепления роста клеток в 

мягком агаре, описанный ранее [329]. Сразу после облучения клеток, 
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культивируемых в вентилируемых флаконах с площадью дна 25 см2 (Corning, 

США), клетки собирали трипсинизацией с помощью 0,05% раствора 

трипсина-ЭДТА (ПанЭко, Москва, Россия), затем смешивали с 0,6% агар-

агаром. Смеси клетки /агар добавляли в 6-луночные планшеты (Eрреndorf, 

Гамбург, Германия), предварительно покрытые 1,0% агар-агаром в ростовой 

среде (1,5 мл агара/9.5 см2), и оставляли до полного застывания агара при 

комнатной температуре в течение 30 минут перед помещением в инкубатор 

при 37 °C. Дважды в неделю добавляли 100 мкл ростовой среды для 

предотвращения высыхания агара. После образования колоний (~ 21 день) их 

окрашивали 0,05% кристаллическим фиолетовым и подсчитывали число 

колоний, содержащих ≥ 50 клеток, используя световой микроскоп.  

2.8 Анализ пролиферации клеток с помощью EdU 

Для оценки пролиферации клеток использовали набор Click-iTTM EdU 

Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, США). 

Клетки культивировали в концентрациях 1,5 × 103 и 2 × 103 клеток/0,32 см2 в 

96-луночном планшете (Sigma-Aldrich, TPP Zellkultur. Testplatte, Тразадинген,  

Швейцария) в течение 3 суток. К клеточным культурам добавляли 10 мМ сток-

раствор EdU, разведенный в PBS в соотношении (1: 1000), и инкубировали в 

течение 2,5 часов во влажной атмосфере 5% СО2 при 37° С. После этого, 

клетки фиксировали 2% PFA в течении 15 минут при комнатной температуре. 

Ядра клеток окрашивали флуоресцентным красителем Hoechst 33342 (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, США) в концентрации 40 мкМ, затем EdU-

меченные клетки хранили в защищенном от света месте в течение ночи при + 

4 °С. На следующий день, после двух промывок PBS, в каждую лунку 

добавляли реакционную смесь, содержащую раствор 50 мМ CuSO4, 100 мМ 

Трис (рН 8,5), 10% Тритона, 1 М аскорбиновой кислоты и 1 мМ Azid Flour® 
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(iFlour 488) в би-дистиллированной воде, EdU-меченные клетки инкубировали 

при комнатной температуре в темноте в течение 1 часа, а затем несколько раз 

промывали ФСБ. Клетки визуализировали с помощью автоматизированной 

микроскопической системы высокого разрешения ImageXpress Micro XL 

(Molecular Devices LLC, Сан-Хосе, Калифорния, США). 

2.9 Иммунофлуоресцентное окрашивание Ki67 и N-кадгерина 

Клетки рассевали в 384-луночный планшет (Coring, NY, США) в 

концентрации 2 х 103 клеток/0.056 см2. Через 24 часа (ГБМ) или 24 и 48 часов 

(НМРЛ) после облучения клетки фиксировали с помощью 4%-го раствора 

параформальдегида (PFA) в PBS (pH 7,4) в течение 15 минут при комнатной 

температуре, с последующими двумя промывками PBS и пермеабилизацией 

плазматической мембраны клеток в растворе 0,3% Triton X-100 в BSA (pH 7,4) 

с добавлением 2 % BSA для блокирования участков неспецифического 

связывания антител. Планшеты с клетками инкубировали с первичными 

моноклональными антителами мыши к белку N-кадгерина (5D5) (разведение 

1: 2000, ab98952, Abcam, Кембридж, Массачусетс, США) и к белку Ki67 

(разведение 0,005 мг/мл, clone KiS5, Merck-Millipore, Бурлингтон, Вермонт, 

США), разведенными в PBS с 1% BSA и 0,3% Triton-X 100. После инкубации 

с первичными антителами в течение 1 часа при комнатной температуре, клетки 

промывали PBS и инкубировали в течение 1 часа при комнатной температуре 

с разведенными в FBS-BSA соответствующими вторичными антителами козы 

F(ab ')2 к мышиным IgG (H + L) конъюгированными с флорохромами Qdot 655 

(разведение 1:50, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Уолтем, MA, США) и 

Alexa Fluor 488 (разведение 1:500, Merck-Millipore, Берлингтон, Вермонт, 

США), соответственно. Затем клетки несколько раз промывали 1х PBS (pH 

7,4). Ядра клеток окрашивали с помощью флуоресцентного красителя Hoechst 
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33342 (разведение 6 мкг/мл, Thermo Fisher Scientific, Уолтем, Массачусетс, 

США) при 4 °C в течение ночи. Клетки анализировали с использованием 

системы скрининга высокого содержания ImageXpress Micro XL (Molecular 

Devices LLC, Сан-Хосе, Калифорния, США). Интегральную интенсивность N-

кадгерина рассчитывали с использованием модульного программного 

обеспечения для анализа изображений Cell Profiler 4.0.7 (Broad Institute, 

Кембридж, Массачусетс, США). 

2.10 Активность оксидоредуктаз клеток (MTT тест)  

Клетки культивировали в концентрации 2 x 103 клеток/0,32 cm2 в 96-

луночных планшетах (Sigma-Aldrich, TPP Zellkultur. Testplatte, Тразадинген, 

Швейцария). Внесли в каждую лунку по 20 мкл рабочего раствора МТТ 

(конечная концентрация 0,5 мг/мл) через 24, 48, 72 часа после облучения. 

Затем клетки инкубировали в течение 2 часов в стандартных условиях СО2-

инкубатора при температуре 37 °С, после чего заменяли в каждой лунке 

рабочий раствор МТТ (Sigma, Сент-Луис, Миссури, США) на 150 мкл 

раствора DMSO (ThermoFisher scientific, Лафборо, Соединенное Королевство) 

для растворения образованных кристаллов формазана, образовавшихся в 

результате реакции. Через 15 минут измеряли оптическую плотность каждой 

лунки при длине волны 570 нм с помощью микропланшетного ридера 

CLARIOstar (BMG LABTECH, Ортенберг, Германия). Данные анализировали 

с использованием программного обеспечения для анализа данных MARS 

(BMG LABTECH, Ортенберг, Германия). Вычитали фон - оптическую 

плотность DMSO без клеток из результатов MTT анализа для корректирования 

оптической плотности. Изменение активности оксиредуктаз клеток 

регистрировали по снижению оптической плотности. 
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2.11 Анализ миграционной активности с помощью клточной модели  

заживление «раны» (wound healing model или «скретч-тест») 

Клетки рассаживали в 96-луночный планшет (Sigma-Aldrich, TPP 

Zellkultur. Testplatte, Тразадинген, Швейцария) при плотности 2 х 104 клеток 

/0,32 см2 до достижения (90% слияние) конфлюентности, после чего наносили 

царапину в середине монослоя с помощью стерильного наконечника 

микропипетки для имитации раневого пространства. Затем отмывали 

неприкреплённые клетки 3 раза раствором 1х PBS (pH = 7,4) и инкубировали 

клетки в полной культуральной среде до зарастания царапин на монослое при 

содержании в воздухе 5% СО2 и температуре 37 °С. Визуализировали 

изображения начальных царапин в нулевой момент времени (t = 0 ч) и через 

различные промежутки времени 24, 48 и 72 или 96 часов (t = Δ ч), чтобы 

наблюдать миграцию клеток в области раны-царапины. Миграционная 

активность клеток оценивали с использованием системы скрининга 

ImageXpress Micro XL High-Content (Molecular Devices LLC, Сан-Хосе, 

Калифорния, США). Скорость миграции измеряли с помощью программного 

обеспечения MetaXpress 5.0. Миграционная активность клеток была 

представлена как % от исходной площади раны по следующей формуле: 

где At = 0 h - изначальная площадь раны (мкм2) сразу после царапины (t = 0h), 

а At =∆ h площадь раны (мкм2), измеренная через 24, 48, 72 или 96 часов после 

нанесения царапины. 

2.12 Вестерн-блоттинг  

Лизаты клеточных культур получали с использованием буфера RIPA 

(буфер для анализа радиоиммуно-преципитации) (150 мМ хлорида натрия, 

Площадь раны, % от исходной=
(𝐴t = 0 h – At = ∆ h) 

At = 0 h
×  100% (3) 
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1,0% Triton X-100, 0,5% дезоксихолата натрия, 0,1% SDS, 50 мМ Tris-HCl и pH 

8,0) и центрифугировали при 14000 g при 4 °C в течение 25 минут. 

Концентрацию белков определяли с использованием набора Pierce ™ BCA 

Protein Assay Kit (Thermo Scientific ™, Рокфорд, Иллинойс, США). 30 мкг 

лизатов смешивали с  буфером 4X SDS и денатурировали нагреванием при 95 

°C в течение 5 минут. Белки загружали в 8 - 16% SDS-полиакриламидный гель 

(Bio-Rad Laboratories, Геркулес, Калифорния, США) и проводили гель-

электрофорез в электрофоретическом буфере (192 мМ глицин, 25 мМ Трис-

HCl (pH 8,3), 1% SDS (об./Об.)). Белки переносили на нитроцеллюлозные 

мембраны мини-размера (7,1 × 8,5 см, Bio-Rad Laboratories, Нойберг, 

Германия) с использованием стеков мини-размера (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, Калифорния, США) и однократного буфера для переноса (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, США). Мембраны оставляли с блокирующим буфером 

Pierce ™ без белка (PBS) (Thermo Scientific ™, Waltham, MA, США) при 4 °C 

в течение ночи. После блокирования нитроцеллюлозные мембраны 

инкубировали с первичными кроличьими поликлональнымы антителами 

против Виментина (1 мкг/мл, ab45939, Abcam, Кембридж, Массачусетс, 

США), E-кадгерина (клон EP700Y, разведение 1: 1000, ab40772, Abcam, 

Кембридж, Массачусетс, США), p63 (разведение 1: 1000, ab124762, Abcam, 

Кембридж, Массачусетс, США) и p73 (разведение 1: 2000, ab40658, Abcam, 

Кембридж, Массачусетс, США) при 4 °C на ночь. После отмывки раствором 

TPBS (1× PBS, содержащий 0,05% Твин-20) 3 раза по 3 минут, мембраны 

инкубировали с овечьими антителами против p-SAR IgG кролика (разведение 

1: 5000, IMTEC, Москва, Россия) и овечьими антимышиными p-SAM IgG 

(разведение 1: 1000, ООО «ИМТЕК», Москва, Россия) в течение 2 часов при 

комнатной температуре. Затем мембраны промывали раствором TPBS 5 - 8 раз 

по 5 минут. Реагент Clarity ™ Western ECL Substrate раствор 
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люминола/пероксида (разведение 1:1, Bio-Rad, Геркулес, Калифорния, США) 

добавляли для хемилюминесцентного обнаружения белков. Окрашивание 

белка Ponceau S (0,1% Ponceau S и 5% уксусная кислота) выполняли для 

нормализации. Изображения были получены и проанализированы с помощью 

системы визуализации ChemiDoc ™ MP (170 – 8280) компании Bio-Rad 

(Геркулес, Калифорния, США). 

2.13 Анализ экспрессии фактора транскрипции FRA1 

Клетки НМРЛ собирали трипсином и промывали в охлажденном до 4 °C 

PBS несколько раз. Количество клеток доводили до концентрации 1 х 106 

клеток/мл. После этого клетки фиксировали в 4% растворе параформальдеда в 

течение 15 минут и пермеабилизировали их раствором 0,3% Triton-X 100 в 

течение 5 минут. Затем блокировали образцы раствором 2% BSA в PBS в 

течение 40 минут. Клетки инкубировали с моноклональными кроличьими 

антителами к FRA1, конъюгированными с Alexa Fluor® 488 (разведение 1: 500, 

клон EP4711, Abcam, Кембридж, Массачусетс, США) в течение 1 часа. После 

троекратной промывки PBS (pH 7,4), содержащим 0,1% BSA, клетки 

анализировали с помощью проточного цитометра BD FAОСКalibur (Becton 

Dickinson, Сан-Хосе, Калифорния, США). Было проанализировано не менее 50 

000 событий/образец. Медианную интенсивность флуоресценции 

рассчитывали с помощью программного обеспечения BD Cell Quest Pro 5.1 

(Becton Dickinson, Сан-Хосе, Калифорния, США). 

2.14 Анализ доли МГОК в клеточных популяциях 

Клетки культивировали в 96-луночном планшете (Sigma-Aldrich, TPP 

Zellkultur. Testplatte, Тразадинген, Швейцария) при концентрации 100 х 103 

клеток/0,32 см2. Через 24 часа после облучения клетки фиксировали в 
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абсолютном метаноле в течение 5 минут, после чего клетки окрашивали 

разбавленным раствором Райта-Гимзы в 1х PBS (pH 6,6) в отношении 1:10 в 

течение 1 часа с последующим промыванием 1х PBS (pH 6,6) и 

дистиллированной водой. Лунки высушивали на открытом воздухе, после чего 

подсчёт среднего числа МГОК производили в пяти микроскопических полях 

зрения с увеличением х100. Мы использовали многопараметрический 

количественный анализ высокого разрешения для определения площади ядра 

(мкм2) МГОК для каждой из линий.  

2.15 Анализ метаболизма клеток в составе колоний - AlamarBlue-тест в 

мягком агаре 

Заливали приготовленную смесь 0,3% агар-агара в ростовой среде в 

каждую лунку 96-луночного планшета (Sigma-Aldrich, TPP Zellkultur. 

Testplatte, Тразадинген, Швейцария) 100 мкл агара/0,32 см2 и затем давали 

возможность затвердеть при комнатной температуре в течение 30 минут. 

Сразу после облучения, клеточные суспензии осторожно перемешивали с 

0,2% агар-агаром, предварительно нагретым до 43 °C. Культивировали клетки 

при концентрации 6 х 102 клеток/100 мкл. Сразу после затвердевания 

добавляли в каждую лунку в качестве питающего слоя 50 мкл 0,3% агар-агара 

в ростовой среде и давали затвердеть в течение 30 минут при комнатной 

температуре. Клетки инкубировали в стандартных условиях CO2-инкубатора 

(5% CO2, 37 C) в течение 7 дней, после этого в каждую лунку добавляли 10 % 

реагента Alamar Blue (Invitrogen, Фредерик, Мэриленд) и инкубировали клетки 

в течение 2 часов при 5% CO2 и 37 °C. Для нормализации, заливали смеси 

агара с ростовой средой в одних и тех же концентрациях. Флуоресценцию 

реагента AlamarBlue определили с помощью CLARIOstar (BMG LABTECH, 

Ортенберг, Германия) при длинах волн возбуждения/испускания 530/590 нм. 
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Обработку полученных данных выполняли с использованием программного 

обеспечения анализа данных MARS (BMG LABTECH, Ортенберг, Германия).  

2.16 Анализ ассоциированной со старением бетта-галактозидазы (β-Gal) 

Детекцию активности ассоциированной со старением бетта-галактозидазы 

(SA-β-Gal) (маркер  фенотипа клеточного старения)  проводили с 

использованием коммерческого набора для оценки клеточного старения 

«Cellular Senescence Assay Kit» (EMD Millipore КАА002, США). Клетки 

культивировали в 96-луночном планшете (Sigma-Aldrich, TPP Zellkultur. 

Testplatte, Тразадинген, Швейцария) в концентрации 2 х 103/0,32 см2. В 

течение 24 часов после облучения, клетки окрашивали в соответствии с 

протоколом производителя: из лунок отбирали ростовую среду, после этого 

промывали клетки 200 мкл 1х PBS. Затем добавляли по 200 мкл 

фиксирующего раствора в каждую лунку и инкубировали 10 - 15 минут при 

комнатной температуре. Дважды промывали 200 мкл 1х PBS. Добавляли 200 

мкл свежеприготовленного раствора для определения SA-β-Gal, после этого 

инкубировали на  ночь с защитой от света при 37  ͦ С в отсутствии СО2. Затем 

удаляли раствор SA-β-Gal и дважды промывали чашки 200 мкл 1х PBS. 

Присутствие фермента β-Gal в клетках определяется по характерному 

окрашиванию цитоплазмы в зеленый цвет. На конечном этапе клеточные ядра 

были окрашены 6 мкг/мл Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, США) для улучшения подсчета β-Gal негативных клеток. Для 

длительного хранения окрашенных препаратов в лунках добавляли 70% 

глицерол, разбавленный 1х PBS, и хранили клетки при температуре 4 - 8 °С.  

2.17 Статистический анализ 

Статистическая обработка данных проводилась с использованием 

статистического программного обеспечения GraphPad Prism 9.0.2.161 
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(GraphPad Software, San Diego, CA, США), STATISTICA 8.0 (StatSoft, Tulsa, 

OK, США) и EXCEL 2010 Software (Microsoft, Редмонд, Вашингтон, США). 

Результаты представлены как среднее трёх независимых экспериментов ± 

стандартная ошибка. Статистическая значимость была проверена с 

использованием t-критерия Стьюдента и U-критерия Манна-Уитни. Уровни 

значимости обозначены звездочками: * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** 

p <0,0001, ***** p <0,00001 . 

 

  



71 

 
 

ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ  

3.1 Фенотип и радиочувствительность клеток НМРЛ, выживших после 

фракционированного облучения с различными режимами 

Выжившие после фракционированного облучения с режимами FDE и SF  

клетки A549 (A549DE и A549S, соответственно) существенно не различались 

по адгезии от своих родительских клеток, хотя и демонстрировали более 

веретеновидную морфологию. Выжившие после фракционированного 

облучения с режимами FDE и SF клетки H1299 (H1299DE и H1299S, 

соответственно) изменили морфологию, приобретая более выраженный 

мезенхимальный фенотип (округлую или веретенообразную форму) по 

сравнению с родительскими клетками, демонстрирующими обычный 

эпителиальный фенотип (Рис. 3.1 А). Более того, эти клетки 

продемонстрировали потерю межклеточных контактов и увеличенное 

количество жизнеспособных округлых клеток с пониженной адгезией к 

пластику, что указывало на фенотипические признаки частичной активации в 

них программы ЭМП. 

Эффективность колониеобразования (ЭК) клеток, выживших после 

фракционированного облучения, снижалась по сравнению с родительскими 

клетками вне зависимости от режима облучения и наличия в них 

функционально-активного р53 (результаты не представлены). Однако их 

радиочувствительность (классический тест на образование клеточных 

колоний в условиях адгезии к пластику в ответ на облучение 

дополнительными однократными дозами ИИ) значительно была связана как с 

режимом предшествующего облучения, так и с наличием в клетках 

функционально-активного р53. Так, по сравнению с родительскими клетками, 

выжившие после режима FDE клетки p53wt A549DE были более устойчивы к 
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дополнительному облучению в дозах 2 и 4 Гр, тогда как клетки p53null 

H1299DE оказались более радиочувствительными (Рис. 3.1 А). 

Рисунок 3.1. Микрофотографии родительских клеток и их выживших после 

фракционированного облучения сублиний. Масштабная линейка 100 мкм (А). 

Фотографии колоний выживших после фракционированного облучения 

клеток НМРЛ по сравнению с родительскими клетками (Б). Клоногенная 

выживаемость родительских клеток и клеток выживших после 

фракционированного облучения с режимами FDE (В) и SF (Г). * p <0,05, ** p 

<0,01, *** р <0,001. 
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Режим SF вызывал увеличение радиорезистентности клеток p53wt A549S 

к дополнительному облучению в дозах 2, 4 и 6 Гр (Рис. 3.1 Б), тогда как p53null 

H1299S клетки были более устойчивы к дополнительному облучению в дозах 

2 и 4 Гр, по сравнению с родительскими клетками. Эти результаты могут 

указывать на значительную связь наличия функционально-активного p53 с 

радиочувствительностью опухолевых клеток независимо от режима 

фракционирования дозы. С другой стороны, режим фракционирования дозы 

может существенно модулировать радиочувствительность p53null НМРЛ 

клеток, что предполагает связь эффективности режима фракционирования и 

экспрессии других белков семейства p53. 

3.2 Влияние режима фракционирования на способность клеток НМРЛ к 

репопуляции после облучения  

Морфологические изменения клеток H1299DE и H1299S могут быть 

связаны со снижением ЭК этих выживших после фракционированного 

облучения клеток и влиять на их способность образовывать колонию на 

твердой поверхности. В то же время, избегание аноикиса и независимый от 

прикрепления рост клеток позволяют опухолевым клеткам размножаться и 

метастазировать [330]. Независимый от прикрепления рост клеток в мягком 

агаре является одним из признаков туморогенеза и наиболее точным 

индикатором трансформации клеток in virto [331]. Количество колоний, 

образующихся в этом анализе, зависит от ОСК в культурах, когда клетки 

трансформируются [179, 332, 333].  

Не зависящий от прикрепления к субстрату опухолевых клеток является 

отличительной чертой их резистентности к разновидности апоптоза 

называемой аноикисом (anoikis), регулируемым адгезией к субстрату, и 

является первым шагом к метастазированию опухоли. Клеточные и 
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молекулярные механизмы, лежащие в основе этого процесса, остаются плохо 

изученными. Морфологические изменения клеток H1299DE и H1299S могут 

влиять на их зависимый от прикрепления к субстрату рост и способность 

образовывать колонии на твердой поверхности, что может привести к 

снижению ЭК выживших после облучения клеток. Чтобы оценить, обладают 

ли выжившие после фракционированного облучения сублинии способностью 

к независимому от прикрепления к субстрату росту – характерной чертой 

злокачественно-трансформированных клеток, обеспечивающей склонность к 

репопуляции и метастазированию, мы проводили анализ роста клеток в 

мягком агаре после облучения их дополнительными однократными дозами 

ИИ. ЭК при независимом от прикрепления росте облученных (за исключением 

дозы 6 Гр) родительских сублиний существенно не различалась (Рис.3.2 A). 
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Рисунок 3.2. Эффективность колониеобразования в мягком агаре 

родительских и выживших после фракционированного облучения 

клеток НМРЛ (А). Клоногенная выживаемость родительских клеток и 

их сублиний, выживших после фракционированного облучения с 

режимами FDE (Б) и SF (В). * p <0,05, ** p <0,01. 

Облучение в режиме SF существенно не влияло на незаивисмую от адгезии 

на пластик клоногенную выживаемость клеток p53wt A549S, за исключением 

статистически значимого увеличения выживаемости после тестирующего 

облучения в дозе 2 Гр (Рис. 3.2 В), тогда как обучение с режимом FDE 

приводило к повышению выживаемости клеток A549DE (Рис 3.2 B). Оба 

режима вызывали общую более высокую дозозависимую клоногенную 

выживаемость клеток p53null H1299DE и H1299S, указывая на увеличение их 

радиорезистентности по сравнению с их родительскими клетками H1299 (Рис. 

3.2). Таким образом, независимо от наличия функуионально-активного p53, 

режим FDE повышал склонность к репопуляции (клоногенную выживаемость 

в условиях независимого от прикрепления роста клеток), выживших после 
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фракционированного облучения, тогда как облучение в режиме SF имело 

аналогичный эффект только для p53null клеток. 

3.3 Изменение пролиферативной активности и активности  

оксидоредуктаз в клетках НМРЛ в ответ на облучение 

В популяциях клеток A549 с p53 дикого типа, выживших после 

фракционированного облучения в режиме SF, отмечалось статистически 

значимое  снижение фракции ДНК-реплицирующих клеток (Рис. 3.3 А), а 

после облучения в режиме FDE снижение активности оксиредуктаз (Рис. 3.3 

Б). В целом оба режима облучения вызвали в этих клетках однонаправленные 

изменения: снижение пролиферативной и метаболической активности. 

Напротив, в случае p53 дефицитных клеток Н1299 в зависимости от режима 

облучения отмечались разнонаправленные изменения: облучение в режиме 

FDE приводило к снижению пролиферативной активности (Рис. 3.3 А) и 

активности оксидоредуктаз (Рис. 3.3 Б), тогда как облучение в режиме SF 

напротив увеличивало пролиферативную активность и активность 

оксиредуктаз выживших клеток (Рис. 3.3 А и Б, соответственно). 
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(А)                                                               (Б) 

Рисунок 3.3. Оценка пролиферативной активности (А) и активности  

оксидоредукатз (МТТ-тест) (Б) как в родительских (необлученных) 

клетках A549 и H1299, так и в выживших клетках после FDE (A549DE и 

H1299DE) и SF (A549S и H1299S) режимов облучения. * p <0,05, ** p <0,01, 

*** р <0,001. 

3.4 Пролиферативная активность в изолированных популяциях 

клеток НМРЛ, имеющих ОСК-маркеры  

ОСК-подобные (CD44+ и CD133+) по сравнению с не-ОСК (CD44-/CD133- 

изогенные субпопуляции клеток p53wt A549 и p53null  H1299 различаются по 

наличию признаков дормантности («покоя»), включая полиплоидию, которая 

являются ранними маркерами (предикторами) их чувствительности к 

генотоксическому стрессу.  

Впервые мы продемонстрировали, что фракции ПГОК и/или МГОК, 

преимущественно характеризующиеся прогрессивно увеличивающимся 

фенотипом Ki67low в клетках CD44+ и CD133+ A549 через 24 – 48 часов после 

ИИ. Напротив, обогащение Ki67high фенотипом в одних и тех же фракциях всех 
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отсортированных клеток H1299 свидетельствует об увеличении их активности 

в клеточном цикле и реорганизации гетерохроматина после ИИ стресса. 

Мы использовали анализ интенсивности флуоресценции, связанный с EdU, 

для характеристики типов клеток, отличающихся сильно различающимися 

характеристиками клеточного цикла. Через 24 часа культивирования каждая 

необлученная отсортированная клеточная ОСК-подобная популяция линий 

НМРЛ (A549 и H1299) состояла из двух субпопуляций (синие точки на рис. 

3.4). Во-первых, предположительно медленно пролиферирующая популяция 

клеток (МПК), чьи значения площади ядра напрямую коррелируют с 

интегрированной интенсивностю EdU, ограниченными определенными 

фиксированными и относительно низкими уровнями. Другая популяция с 

рассеянным распределением высокой интегрированной интенсивности 

флуоресценции, связанной с EdU при разных значениях площади ядра, что, 

вероятно, представляет собой активно пролиферирующую популяцию клеток 

(АПК). Такое распределение всех субпопуляций МПК и АПК и соотношение 

фоновых значений максимальных интенсивностей сохранялись даже после 48 

ч культивирования необлученных клеток А549 и Н1299. На основании этих 

данных можно предположить, что необлученные МПК обеих клеточных 

линий, скорее всего, находятся преимущественно в фазе G1–G0 клеточного 

цикла, а АПК – в фазе S–G2 клеточного цикла. 

Чтобы сравнить клетки, выходящие из клеточного цикла 

(медленные/нециклические и пролиферирующие, например, в МПК) в обеих 

клеточных линиях, мы оценили отношение интегрированной интенсивности 

EdU- и Ki67-связанных (оси X и Y соответственно на Рис. 3.4) флуоресценции, 

которые были одновременно измеренные в ядрах тех же облученных (A549S и 

H1299S) и необлученных клеток (A549 и Н1299). По сравнению с 

необлученными клетками, большинство популяций облученных линий A549 и 
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H1299 вышло из клеточного цикла и накопилось в предположительно 

покоящихся популяциях, демонстрирующих чрезвычайно низкую 

интенсивность флуоресценции, связанную с EdU и Ki67 (Рис. 3.4), в тех же 

клетках, которые имели ограниченное значение интегрированной 

интенсивности через 24 часа после облучения. Значительно меньшая, 

предположительно активная в клеточном цикле и пролиферирующая 

субпопуляция этих клеток демонстрировала повышенную линейно связанную 

интенсивность флуоресценции, большую, чем у необлученных клеток. Таким 

образом, количество клеток A549 с субпопуляциями МПК (Ki67low/EdUlow) и 

АПК (Ki67high/EdUhigh) было значительно ниже, чем у клеток H1299. Эти 

данные свидетельствуют о том, что фракции клеток A549, выходящих из 

клеточного цикла и вновь вступающих в него, были намного меньше, чем в 

клетках H1299, фракция CD44+ которых, вероятно, чаще выходила из 

«спящего» состояния через 48 часов после воздействия 5 Гр. 
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Рисунок 3.4. Флуоресценция, связанная с Click-IT EdU и Ki67, измеренная 

в CD44+ и CD133+ A549 и H1299. Представлен количественный 

флуоресцентный анализ единичных клеток EdU и Ki67 для 

дифференциации между группой МПК (Ki67low/EdUlow) и группой АПК 

(Ki67high/EdUhigh) в каждой отсортированной клеточной популяции 

облученных (красные точки) и необлученных (синие точки, контроль) 

клеток через 24 и 48 часов культивирования после облучения при дозе 5 

Гр.  
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3.5 Влияние режимов фракционированного облучения на активацию 

программы ЭМП и 1D миграцию выживших клеток НМРЛ 

Фракционированное облучение вызывало снижение экспрессии E-

кадгерина (маркера эпителиального фенотипа) в выживших p53wt А549 

клетках, более выраженное после облучения в FDE режиме, (Рис. 3.5 А). Мы 

не смогли оценить экспрессию этого эпителиального маркера в клетках H1299, 

поскольку они не экспрессируют E-кадгерин эндогенно. 
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Рисунок 3.5. Вестерн-блоттинг (А) и количественный анализ 

экспрессии маркеров, связанных с ЭМП (Б - Г) и миграционная 

активность клеток НМРЛ через 24, 48 и 72 часа после нанесения 

царапин на монослое выживших клеток («scratch» тест) после 

фракционированного облучения с режимами FDE (Д) и SF (Е). * p 

<0,05, ** p <0,01, *** р <0,001.  
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Облучение в режиме FDE статистически значимо увеличивало экспрессию 

Виментина (мезенхимального маркера) в клетках p53null H1299DE, вызывая 

лишь незначительное увеличение его экспрессии в клетках p53wt A549DE 

(Рис. 4 Б). Интересно, что тот же режим модулировал экспрессию другого 

мезенхимального маркера, N-кадгерина, наоборот: увеличивал его экспрессию 

в клетках p53wt A549DE и подавлял в клетках p53null H1299FR (Рис. 3.5 В). 

Облучение в режиме SF вызвало статистически значимое снижение 

экспрессии Виментина в клетках p53wt A549S, тогда как p53null H1299S 

статистически значимых изменений не было зарегистрировано. Тот же режим 

приводил к статистически значимой активации N-кадгерина в клетках p53wt 

A549S и незначительному подавлению его активности в клетках p53null 

H1299S. Эти данные указывают на то, что режим FDE вызывает частичную 

активацию программы ЭМП в клетках НМРЛ, переживших  облучение, либо 

за счет активации Виментина в клетках p53null, либо за счет аберрантной 

активации N-кадгерина в клетках p53wt. Режим SF, вероятно, в меньшей 

степени влияет на активацию ЭМП независимо от присутствия p53 в 

выживших после облучения клеток НМРЛ. Режим SF не оказывал 

значительного влияния на «1D» горизонтальную миграцию выживших после 

облучения клеток, хотя и несколько снижал их миграцию через 24 часа после 

нанесения «царапины» (Рис. 3.5 Д). Напротив, режим FDE замедлял миграцию 

вышивших клеток: в клетках p53wt A549DE до 72 часов и клетках p53null 

H1299DE до 48 часов (Рис. 3.5 Г). Эти данные показывают, что режим 

фракционированного облучения в большей степени чем наличие p53 влияет на 

1D ограниченное миграционное поведение выживших после облучения клеток 

НМРЛ. 
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3.6 Экспрессия FRA1 в клетках НМРЛ в присуствии и отсуствии p53 

FRA1 является регулятором гена семейства AP1 и промотором многих 

злокачественных новообразований. FRA1 значительно способствует росту, 

подвижности и инвазии эпителиальных клеток легких человека [334]. Поэтому 

мы попытались ответить на вопрос о том, влияет ли режим фракционирования 

облучения на экспрессию FRA1 и коррелируют ли эти изменения с различиями 

в фенотипе, радиорезистентности, миграционном поведении и наличием p53 

выживших клеток НМРЛ. Было показано, что экспрессия FRA1 в 

родительских клетках p53null и выживших после облучения клетках 

(H1299DE и H1299S) была достоверно (р <0,01, p <0,001, р <0,05, 

соответственно) выше, чем в родительских клетках p53wt и выживших клетках 

(A549DE и A549S) независимо от режима фракционирования дозы (Рис. 3.6). 

С другой стороны, мы не обнаружили статистически значимых различий в 

экспрессии FRA1 между родительскими и выжившими после облучения 

популяциями клеток независимо от наличия p53 и режима облучения (Рис. 

3.6).  
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Рисунок 3.6. Экспрессия FRA1 в родительских и выживших после 

фракционированного облучения клетках A549 и H1299. * p <0,05, ** p <0,01, 

*** р <0,001. 

3.7 Экспрессия транскрипционных факторов семейства р53 в клетках 

ГБМ в ответ на облучение 

Несмотря на установленную роль p53 в качестве супрессора опухолей, 

аналогичная функция p73, другого члена этого семейства, при 

злокачественных новообразованиях является сомнительной, предполагая, что 

p73 может усиливать, а не ингибировать развитие опухоли [335]. Члены 

семейства p53 - белки p63 и p73, проявляют функции, очень похожие на 

функции p53, но они по-разному активируются ИИ, UV и цисплатином через 

пути передачи сигналов ATM и c-abl/ATR. В изогенных системах in vitro 

потеря функции p53 или p73 была связана со снижением химио- и 

радиочувствительности [336]. 
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Как и ожидалось, в отсутствии функционального p53, экспрессия p63 и p73 

была повышена в родительских клетках p53null H1299 по сравнению с 

клетками p53wt A549 (Рис. 3.7).  
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Рисунок 3.7. Количественный анализ экспрессии p63 (А) и p73 (Б) в 

родительских и выживших после фракционированного облучения 

клетках A549 и H1299. * р <0,05; ** p <0,01; *** р <0,001. 

Облучение в режиме FDE приводило к статистически значимому 

снижению уровней p63 и p73 в клетках p53null H1299DE в ~ 2 и 5 раза, 

соответственно. Тот же режим не изменил экспрессию этих белков в клетках 

p53wt A549DE. После облучения в режиме SF клетки p53wt A549S 
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экспрессировали больше p63 и меньше p73, тогда как экспрессия обоих белков 

была существенно подавлена в клетках p53null H1299S по сравнению с 

родительскими клетками (Рис. 3.7 А, Б). 

3.8 Полиплоидия, индуцированная радиационным воздействием в клетках 

НМРЛ 

Наличие ПГОК является еще одной отличительной чертой 

злокачественности опухолевой ткани, а полиплоидия связана с 

нестабильностью хромосом и прогрессированием рака. Хотя ПГОК описаны 

более столетия назад, в настоящее время они активно исследуются в связи с 

их важной ролью в онкогенезе, метастазировании, устойчивости к терапии и 

рецидивах опухоли после терапии [258, 337]. Чтобы оценить возможную 

разницу в доле ПГОК между родительскими и выжившими клетками НМРЛ 

после фракционированного облучения, мы проводили проточно-

цитометрический анализ с использованием окрашивания ДНК йодидом 

пропидия (Рис. 3.8).  

После облучения в режима FDE доля ПГОК в популяциях выживших 

клеток p53wt снижается, а в популяциях выживших клеток p53null, напротив 

увеличивается. Облучение в режиме SF вызывало увеличение доли ПГОК вне 

зависимости от присутствия p53. Наши результаты указывают, что режим 

фракционирования влияет на образование ПГОК преимущественно в клетках 

ТАp53wt, в то время как в отсутствии гена ТАp53 увеличение доли ПГОК мало 

зависит от режима облучения. 
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Рисунок 3.8. Анализ содержания ДНК методом проточной цитометрии 

(A). Доля ПГОК в родительских и выживших после 

фракционированного облучения клетках НМРЛ. (Б). * р <0,05; ** p 

<0,01; *** р <0,001.  

 

Обобщая, полученные нами данные позволили предположить, что 

значительное увеличение экспрессии р63 в опухолевых клетках, приобретение 

ими выраженного ЭМП фенотипа и состояния временного репликативного и 

метаболического покоя,  при значимом увеличении доли полиплоидных 

клеток, по-видимому, связано с повышенной клоногенной активностью и 

склонностью к репопуляции, лежащими в основе радиорезистентности 

клеточной линии TAp53wt A549S. Интересно, что в отсуствии TAp53wt, полное 

подавление экспрессии как р63, так и р73, повышенная экспрессия 

мезенхимального маркера виментина, сопровождающаяся значимым 

увеличением доли полиплоидных клеток, по-видимому, обеспечивает 
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повышенную клоногенную активность и склонностью к репопуляции, 

лежащими в основе повышенной радиорезистентности клеточных линий 

H1299DE и H1299S. 

3.9 Изменение доли МГОК в трех клеточных линиях ГБМ в ответ на 

облучение 

Было обнаружено, что изменение доли МГОК в ответ на однократное 

облучение в терапевтически-релевантных дозах 2 - 6 Гр существенно 

различается для клеточных линий U87 (TАp53wt/PTENmut), LN229 

(TАp53mut/PTENwt), U251 (GOF p53mut/PTENmut) (Рис. 3.9).  
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Рисунок 3.9. (A) МГОК после окраски по Гимзу-Райт на увеличении 20х. 

МГОК, полученные из клеток (Б) U251, (В) U251 и (Г) U87 через 24 часа после 

облучения в дозах 2 - 6 Гр (указано стрелками). *** р <0,001;**** р <0,0001.  
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Клетки U87 и LN229, подвергшиеся однократному возднйствию ИИ в 

использованных дозах, продемонстрировали наиболее значимое 

увеличение доли МГОК (LN229 -10, 6 и 24-кратное; U87 - 4, 3 и 2-кратное, 

при 2, 4 и 6 Гр, соответственно), тогда как клетки U251 существенно не 

отличались от своего контроля.  

Однократное облучение приводило к статистически значимому 

дозозависимому увеличению доли МГОК в клетках LN229. Для клеток U87 

этот эффект был менее выражен, а популяциях клеток U251 cтатистически 

значимого увеличения доли МГОК вообще не наблюдалось. Было также 

обнаружено, что некоторые МГОК, полученные из U87 в отличие от клеток 

LN229 и U251, могут генерировать многочисленные небольшие 

мононуклеарные клетки (называемые клетками Раджу или РЖ) и в 

конечном итоге образовывать клеточные колонии (процесс, называемый 

«неозисом») через 24 часа после облучения. 

3.10 Изменение пролиферативной активности клеток ГБМ различных 

линий в ответ на облучение 

В ответ на облучение в клетках наблюдалось существенное различие в доле 

ДНК-реплицирующих клеток в S фазе (тест Click-ITTM EdU) и доле Ki67+ 

клеток (маркер клеточной пролиферации).  

В ответ на однократное облучение в дозе 6 Гр во всех исследованных 

клеточных линиях отмечалось статистически значимое снижение доли ДНК-

реплицирующих клеток (Рис. 3.10). Однако облучение в дозе 2 Гр вызывало 

неоднозначный эффект: снижение пролиферативной активности в клетках 

линии U251 и увеличение пролиферативной активности клеток LN229 (Рис. 

3.10). 
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Ответ на облучение в дозе 6 Гр сопровождался увеличением популяции G0 

клеток, находящихся в состоянии глубокого покоя во всех клеточных линиях 

независимо от их р53/PTEN активности. Результаты высококонтентного 

микроскопического анализа показали, облучение приводит к образованию 

значимого количества ПГОК/МГОК, находящихся в состоянии покоя в 

клеточных линиях с ТАр53 (либо wt (U87)), (либо мутированного (LN229)), но 

не в клетках с GOFP53mut, где наблюдались только единичные такие клетки. 

Помимо этого, популяция GAlert клеток, находящихся в состоянии неглубокого 

покоя, включая ПГОК/МГОК, наблюдалась в высокорадиорезистентных 

клетках U87 с ТАр53wt. 
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Рисунок 3.10. Оценка пролиферативной активности контрольных и 

облученных клеток ГБМ с помощью теста Click-IT EdU. (А) 

Репрезентативные иммунофлюоресцентные изображения EdU, 

включенного в ДНК, при увеличении (х10). Оценка пролиферативной 

активности в клетках ГБМ. Изменения пролиферативной активности 

клеток ГБМ (% EdU-позитивных клеток) через 24 часа после облучения: 

(А) U251, (Б) LN229, (В) U87. (Г) с помощью автоматизированной 

флуоресцентной микроскопии ImageXpress Micro XL и 

 

                                                                  (Д) 
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мультипараметрического количественного анализа высокого разрешения 

(High Content Imaging and Analysis). Была проанализирована 

флуоресценция EdU в ПГОК через 24 часа после облучения в дозах 2 - 6 Гр 

(красные точки) и контроле (0 Гр, синие точки). В соответствии с 

литературными данными площадь ядра 400 мкм2 была использована в 

качестве порога при оценки ПГОК. Зеленые круги демонстрируют область 

низкого EdU «покоящихся» клеток. * р <0,05; ** p <0,01; *** р <0,001. 

Важно отметить существенное (в 3 - 4 раза) увеличение доли Ki67+ клеток 

в ответ на облучение 4 - 6 Гр в основной массе LN229 и U87 клеток, имеющих 

функционально активный в трансактивации ТАp53 (Рис. 3.11). Впервые было 

продемонстрировано, что лучевое воздействие вызывает образование 

дормантных ПГОК/МГОК, имеющих наибольшую площадь ядер и 

пониженную репликацию ДНК и экспрессию Ki67 (Рис. 3.11 Д, 3.10 В). Ответ 

на облучение 6 Гр сопровождался появлением популяции G0 клеток, 

находящихся в состоянии глубокого покоя во всех клеточных линиях 

независимо от их р53/PTEN активности. Образование ощутимого количества 

медленно делящихся ПГОК/МГОК, находящихся в состоянии покоя 

происходило в клеточных линиях с ТАр53 (либо дикого (U87), либо 

мутированного (LN229), в отличие от клеток с GOFP53mut, где наблюдались 

единичные такие клетки. Помимо этого, почти такая же популяция GAlert 

клеток находящихся в состоянии неглубокого покоя, включая ПГОК/МГОК,  

образовывалась только в высоко радиорезистентных U87 клетках с ТАр53wt. 
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Рисунок 3.11. Пролиферативная активность облученных клеток ГБМ 

через 24 ч после воздействия ИИ. (А) Репрезентативные 
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иммунофлюоресцентные изображения Ki67-позитивных клеток при 

увеличении (х20). (Б) Изменения пролиферативной активности клеток 

ГБМ через 24 ч после воздействия рентгеновских лучей в дозах 2 - 6 Гр. 

(В) Высококонтентный анализ интенсивности Ki67 в клетках ГБМчерез 

24 часа после облучения  в дозах 2 - 6 Гр (красные точки) и контроле (0 

Гр, синие точки). Зеленые круги показывают область низкого 

количества Ki67 в «покоящихся» (G0/G1 арестованных) клетках. ** p 

<0,01; *** р <0,001; **** р <0,0001; ***** р <0,00001. 

3.11 Изменение активности оксидоредуктаз и миграционной 

активности клеток ГБМ в ответ на облучение 

Через 72 часа после облучения только в дозе 6 Гр метаболическая 

активность  в клеточной линии с GOFр53mut (U251) значительно снижалась 

по сравнению с необлученными клетками (Рис. 12 А, Б, В).  

В противоположность этому, обе клеточные линии LN229 и U87 с 

генотипом ТАр53, по сравнению с необлученными клетками, значительно 

уменьшали метаболическую активность независимо от дозы облучения. Тем 

не менее, снижение активности оксидоредуктаз на 50% к 72 часам после 

облучения оказало влияние только на наиболее радиорезистентные клетки U87 

как видно по их значительной временной задержке в ограниченной миграции 

1-D (модель заживления ран или «scratch» тест) после воздействия радиации в 

дозах 2 и 4 Гр (Рис. 12 Е). Вместе с тем, значительное снижение 

метаболической активности через 72 ч в двух других менее устойчивых к 

облучению клеточных линиях (Рис. 3.12 А, Б) не оказало значительного 

влияния на их миграционные характеристики после облучения (Рис. 3.12 Д, Е). 
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Рисунок 3.12. Результаты  анализа активности оксидоредуктаз клеток (МТТ-

тест) U251(А), LN229 (Б) и U87 (В) через 72 часа после облучения. (Г) 

Репрезентативные изображения заживления клеток ГБМ в Scratch-тесте in 

vitro через 24, 48, 72 и 96 часов после нанесения царапин на монослое клеток. 

Результаты анализа миграционной активности клеток U251(Д), LN229 (Е) и 

U87 (Ё) через 24, 48, 72 и 96 часов после облучения. ** p <0,01; *** р <0,001; 

**** р <0,0001. 
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3.12 Способность клеток ГБМ к репопуляции после облучения 

Независящий от прикрепления к субстрату рост опухолевых клеток 

является отличительной чертой их резистентности к разновидности апоптоза 

называемой аноикисом (по англ. anoikis), регулируемым адгезией к субстрату, 

и является первым шагом к метастазированию опухоли. Клеточные и 

молекулярные механизмы, лежащие в основе этого процесса, остаются плохо 

изученными. Чтобы определить, отличаются ли опухолевые клетки с 

различным генотипом и растентностью по способности к сохранению 

репродуктивной активности в качестве адаптационного ответа клеток линий 

ГБМ на стресс, индуцированный рентгеновским излучением, мы использовали 

анализ образования колоний в мягком агаре. Результаты представлены на Рис. 

3.13. 

Наблюдаемые РЖ клетки, полученные из U87 клеток, могут происходить 

в результате отпочковывания от ПГОК/МГОК и/или асимметричного деления 

этих клеток. Было предположено, что эти новые клетки, образованные в 

результате неоза, могут быть ответственны за репопуляцию опухолевых 

клеток. Анализ образования колоний в мягком агаре показал почти 5-кратное 

увеличение эффективности колониеобразования после облучения клеток U87 

в дозе 2 Гр (Рис. 3.13 В), снижаясь до контрольных значений после облучения 

в дозах 4 и 6 Гр. Подобный эффект не был обнаружен для клеток LN229 или 

U251, облучение в дозах 2 - 6 Гр не влияло (LN229) или снижало (U251) 

эффективность колониеобразования. Анализ клоногенной выживаемости 

клеточных линий ГБМ после облучения в дозах 2 -6 Гр подтвердил 

значительно более высокую радиорезистентность клеток U87 по сравнению с 

клетками LN229 и U251 (Рис. 3.13 Д). 
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Примечательно, что клетки U251 образовывали более плотные колонии по 

сравнению с клетками LN229 и U87 (Рис. 3.13 Г). Большинство колоний, 

полученных из U87, были диффузными с ореолом клеток, мигрирующих в 

агар, что указывает на наиболее высокую инвазивность клеток, составляющих 

колонию.  Интересно, что формирование колоний не коррелировало с 

метаболической активностью (в тесте АlamarBlue) составляющих их клеток, 

которая либо не изменялась (U87), либо уменьшалась после облучения в дозах 

2 и 4 Гр (LN229), либо увеличивалась после облучения в дозах 4 и 6 Гр (U251) 

через 7 дней после облучения (Рис. 13 Д, E, Ё). Вместе, эти данные показали, 

что состояние метаболического покоя, по-видимому, связано с повышенной 

клоногенной выживаемостью и склонностью к репопуляции, лежащими в 

основе радиорезистентности PTEN-дефицитной клеточной линии TAp53wt 

U87. 
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Рисунок 3.13. Эффективность колониеобразования (A) U251, (Б) LN229 и (В) 

U87 в мягком агаре после воздействия ИИ в дозах 2 - 6 Гр. (Г) Клоногенная 

выживаемость при независимом от прикрепления  росте клеток. (Д) 

Микроскопические изображения, иллюстрирующие трехмерную структуру 

клеток ГБМ в мягком агаре. Оценка жизнеспособности клеток (E) U251, 

LN229 (Ё) и U87 (Ж) через неделю после облучения в дозах 2 - 6 Гр с помощью 

AlamarBlue теста в мягком агаре. * р <0,05; ** p <0,01; *** р <0,001; **** р 

<0,0001. 
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3.13 Влияние рентгеновского излучения на экспрессию FRA1 в клетках 

ГБМ 

Механизм ЭМП не только заставляет ПГОК/МГОК демонстрировать 

соответствующие черты опухолевых стволовых клеток, но и является частью 

причины метастазирования опухолевых клеток, тем самым связывая 

стволовость и склонность к метастазированию у ПГОК/МГОК. 

Сверхэкспрессия FRA1 (кодируемого геном FOSL1), белка лейцинового 

зипера, образующего комплекс факторов транскрипции AP-1, может 

способствовать диссеминации опухоли благодаря его возможной роли в ЭМП-

подобном процессе и метастатическом распространении, управляя 

экспрессией ЭМП-индуцирующих факторов транскрипции, цитокинов и 

микроРНК. Поэтому, мы проанализировали уровни экспрессии FRA1 после 

воздействия различных доз рентгеновского излучения. 

Интересно, что облучение как U87, так и U251 клеток, лишь незначительно 

снижало экспрессию FRA1 (FOSL1), фактор транскрипции, который 

принимает участие в контроле архитектуры и миграционной активности 

клеток ГБМ. Хотя общая экспрессия FRA1 в клетках LN229, была значительно 

(>3 раза) выше, чем в клетках U87 и U251, ни одна из доз рентгеновского 

излучения не оказала значимого влияния на экспрессию FRA1 в клетках 

LN229 (Рис. 3.14 Б). 
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(А) (Б) 

Рисунок 3.14. (А)  Вестерн-блоттинг и (Б) Количественный анализ экспрессии 

FRA1 в клетках ГБМ различных линий, облученных в дозах 2 - 6 Гр. 

Поэтому мы предположили, что воздействие ИИ существенно не влияет на 

экспрессию FRA1 в облученных клетках ГБМ независимо от их PTEN 

активности. Эти результаты могут свидетельствовать о возможной роли 

другого транскрипционного фактора/ов, такого/их как Twist, Snail, Zeb-1/2, в 

поддержании радиорезистентности, клоногенной выживаемости и 

репопуляции опухолевых клеток, распространении и приобретении ЭMП-

подобных фенотипов в клетках ГБМ человека после рентгеновского 

облучения. В качестве альтернативы видится исследование 

фосфорилирования FRA1, которое является модификацией, необходимой для 

формирования комплекса FRA1-JunB. 
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3.14 Экспрессия белков семейства р53 в клетках ГБМ в ответ на облучение 

Доминантно-негативные мутации (Gain-of-Function) в белке p53 (GOF mut-

p53) недостаточно изучены в ГБМ. Большинство исследований p53 в ГБМ не 

смогли обнаружить различие между клетками с делециями в гене TP53 и GOF 

mut-p53. Хорошо известно, что, в отличие от wt-p53, GOF mut-p53 проявляет 

себя, взаимодействуя с различными факторами транскрипции (например, 

SREBP, VDR, Sp1, ETS2, NFR2, p73, p63), которые способствуют инициации 

и прогрессированию опухоли. P73 и p63, члены семейства p53-белков, 

структурно и функционально гомологичны p53, и было показано, что они 

восстанавливают опухоль-супрессирующие функции p53 в его отсутствие или 

при наличии mut-р53. Однако, как и wt-p53, эта активность ингибируется 

белок-белковыми взаимодействиями между mut-p53 и p63/p73. Кроме того, 

ингибирование mut-p53 белков p63 и p73 способствует инвазии опухолевых 

клеток. Ген PTEN индуцируется p53 и, учитывая, что ΔNp63α может 

блокировать функции p53 и связываться с p53-чувствительными элементами 

(REs), вполне вероятно, что ΔNp63α может отрицательно регулировать PTEN. 

Нами впервые продемонстрировано, что облучение терапевтическими 

дозами ИИ изменяет экспрессию транскрипционных факторов p63 и p73 

соответственно мутациям TАр53/PTEN в клетках ГБМ. В частности, 

наблюдалось повышение экспрессии белка p63 как в клетках U87, так и U251, 

содержащих PTENmut, по сравнению с их сингенными необлученными 

клетками (Рис. 15 А).  

Следует отметить, что в клетках U87, содержащих TАр53wt, увеличение 

p63 было выше (3,4 - 2,5 раза в зависимости от дозы) по сравнению с клетками 

U251, несущими GOF р53mut, где увеличение составило только 1,2 - 1,4 раза. 

Напротив, облучение клеток LN229, несущих PTENwt и TАр53mut, 
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значительно увеличило (>10 и > 2 раз) экспрессию белка p73 после облучения 

в дозе 2 и 4 Гр, соответственно (Рис. 3.15 Б). Эти данные позволяют 

предположить, что:1) мутации PTEN в клетках ГБМ могут влиять на ИИ-

стресс-индуцированную экспрессию p63/p73; 2) увеличение экспрессии р63 в 

отсутствии PTENwt может быть связано с повышенной склонностью TАр53wt 

клеток к репопуляции (Рис. 3.13), тогда как подъем экспрессии р73 при 

наличии PTENwt снижает эту склонность не смотря на изначально 

повышенное образование МГОК клетками LN229 (Рис. 3.9). Нами было 

предположено, что дальнейшая судьба (выбор между апоптозом или 

спасительным преждевременным старением) подвергшихся облучению 

опухолевых клеток, включая предсуществующие и вновь образованные 

МГОК, может определяться мутациям PTEN в клетках ГБМ.  

  

(А) 
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     (Б)             (В) 

Рисунок 3.15. Вестерн-блоттинг (А) и количественный анализ экспрессии p63 

(Б) и p73 (В) в облученных клетках ГБМ в дозах 2 - 6 Гр по сравнению с 

соответствующим контролями. Данные представляют собой среднее ± 

стандартная ошибка трех независимых экспериментов. ** p <0,01. 

3.15 Молекулярные маркеры ЭМП в клетках ГБМ в ответ на облучение  

Обнаружение того, что экспрессия p63/p73 значительно повышено в 

клетках ГБМ, вызвало наш интерес к ассоциации их экспрессии с развитием 

признаков ЭМП, способствующих миграции клеток ГБМ после воздействия 

ИИ. Виментин и N-кадгерин могут поддерживать клеточную целостность и 

участвовать в нескольких клеточных сигнальных путях, модулирующих 

подвижность и инвазию раковых клеток. До сих пор неясно, регулирует ли p53 

непосредственно ген, кодирующий Кадгерин. Поэтому, мы оценили паттерны 

экспрессии белка E-кадгерина, N-кадгерина и виментина в качестве 

классических маркеров ЭМП в линиях клеток ГБМ человека, используя анализ 

с помощью вестерн-блоттинга. 

Образование ПГОК/МГОК в клеточных популяциях линий клеток ГБМ 

сопровождалось изменениями экспрессии E- и N-кадгеринов и Виментина в 
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ответ на различные дозы облучения (Рис. 3.16 Б, В, Г). В PTEN-дефицитных 

клеточных линиях облучение индуцировало смешанный фенотип ЭМП. В 

частности, только в наиболее радиорезистентных клетках U87 с 

TАp53wt/PTENmut после облучения в дозе 6 Гр был обнаружен фенотип 

характерный для ЭМП – значительное снижение экспрессии эпителиального 

маркера Е-кадгерина и значительное увеличение мезенхимальных маркеров 

Виментина и N-кадгерина. Однако, облучение тех же клеток в дозе 4 Гр 

увеличивало значительно экспрессию Е-кадгерина и Виментина, и лишь 

незначительно N-кадгерина. 

   

(А) 

  

(Б) (В) 
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(Г) 

Рисунок 3.16. Вестерн-блоттинг (А)  анализ экспрессии маркеров, связанных 

с ЭМП Е-кадгерина (Б), Виментина (В) и кадгерина (Г) в клетках ГБМ, 

облученных в дозах 2 - 6 Гр, по сравнению с соответствующими контролями. 

* p <0,05; ** p <0,01; *** р <0,001. 

Облученные GOF p53mut/PTENmut U251 клетки экспрессировали 

значительно больше Виментина при значительном снижении экспрессии N-

кадгерина. В присутствии PTENwt облученные клетки с TАp53mut (LN229) 

эксрессировали наименьшее количество всех 3 маркеров ЭМП, при чем любая 

из выбранных доз ИИ значительно снижала экспрессию обоих кадеринов 

(более чем в 63 и 3 раза для E- и N-кадгерина соответственно) без 

статистически значимого влияния на экспрессию виментина в клетках с 

TАp53mut (LN229) (Рис. 16 А, Б и В).  

Таким образом, отсутствие PTEN в p53wt клетках ГБМ (U87) видимо 

коррелировало с дозозависимой модуляцией экспрессии маркеров ЭМП: 

высокая доза (6 Гр) повышала выраженность ЭМП фенотипа, тогда как более 

низкие дозы (2 - 4 Гр) вызывали смешанный фенотип (повышение 

эпителиальных (Е-кадгерин), так и мезенхимальных маркеров (виментин) в 

ответ на однократное воздействие ИИ. Это позволило предположить, что 
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приобретение такого смешанного фенотипа возможно давало этим клеткам 

преимущества в клоногенной выживаемости после облучения в дозах 2 - 4 Гр. 

3.16 Оценка клеточного старения в клетках ГБМ после облучения 

Клетка должна покинуть клеточный цикл, чтобы стать покоящейся 

(дормантной): либо спящей, либо стареющей. Наблюдаемая нами картина 

бифуркации окрашивания Ki67 (Рис. 3.11) может указывать на то, что вскоре 

после генотоксического стимула поврежденные клетки ГБМ покидают 

клеточный цикл. Мы предложили, что те клетки, которые успешно 

восстанавливаются после повреждения ДНК, снова входят в клеточный цикл, 

в то время как клетки с непоправимыми повреждениями старели. Стареющие 

клетки также либо не экспрессирующими, либо слабо экспрессирующими 

Ki67, имитируя клетки, находящиеся в состоянии полного покоя G0. 

Повышенный уровень ассоциированной со старением активности фермента 

бетта-галактозидазы (SA-β-Gal) является важным маркером высокой 

лизосомальной активности и содержания лизосом во время реакции на стресс. 

Известно, что p53 играет решающую роль в клеточном старении. Поэтому мы 

проанализировали активность SA-β-Gal в ответ на облучение клеток ГБМ 

имеющих наиболее распространенный набор мутаций ТР53 через 48 часов 

после ИИ-индуцированного стресса. 

Анализ SA-β-Gal показал, что облучение основной популяции клеток U87 

в дозах 4-6 Гр статистически значимо увеличивало долю SA-β-Gal+ с 10 до 35-

50% (Рис. 17 Б), тогда как доля тех же клеток в линиях U251 и LN229 не 

изменялась (Рис. 17 А и В).  

Важно отметить, что, в отсутствие PTEN, облучение в дозе 2 Гр вызывала 

статистически значимое 2-кратное увеличение доли SA-β-Gal+ МГОК только 

в p53wt линии U87, демонстрируя лишь тренд к увеличению той же фракции 
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в GOF TAp53mut клетках U251. При этом, при наличии PTENwt, только 

облучение в дозе 4 Гр лишь незначительно увеличивало фракцию SA-β-Gal+ 

МГОК в TAp53mut LN229 клетках.  
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Рисунок 3.17. Анализ SA-β-Gal позитивных клеток 24 часа после 

рентгеновского облучения. Изображения SA-β-Gal позитивных клеток (A-В) 

(указаны стрелками – цитоплазма окрашена в темно-зеленый цвет) и 

отдельных МГОК (Г- Е) при увеличении (х10). Изменение доли (%) SA-β-Gal 

позитивных клеток в контрольных и облученныхклеточных популяциях (Ё) 

U251, (Ж) LN229 и (З) U87 через 24 часа после водействия. * p <0,05; *** p 

<0,001. 

Таким образом, полученные нами данные позволили предположить, что 

значительное увеличение экспрессии р63 в опухолевых клетках, приобретение 

ими смешанного ЭМП фенотипа, появление популяции GAlert(Ki67+/EdU-) 

клеток, находящихся в состоянии неглубокого репликативного и 

метаболического покоя,  при значительном увеличении доли многоядерных 

клеток с признаками преждевременного старения, по-видимому, связано с 

повышенной клоногенной выживаемостью и склонностью к репопуляции, 

лежащими в основе радиорезистентности PTEN-дефицитной клеточной линии 

TAp53wt U87. В целом, полученные данные свидетельствуют о прямой 

корреляции между радиорезистентностью клеток ГБМ и степенью стресс-

индуцированного преждевременного старения (SIPS) (SA-β-Gal+/ Ki67low), 
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которое, вероятно, более значительно стимулируется именно в TAp53wt, а не в 

GOF TAp53mut клетках ГБМ.  
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ОБСУЖДЕНИЕ 

В ходе проведенных исследований были получены новые данные о 

влиянии фракционированного облучения в суммарной дозе 60 Гр с двумя 

различными режимами фракционирования дозы на фенотипические и 

молекулярные характеристики  выживших и давших устойчивый рост клеток 

НМРЛ  А549 (р53 дикий-тип) и H1299 (p53 дефицитные), а также были 

получены новые данные об особенностях начальных клеточно-молекулярных 

событий при формировании ответа на генотоксический стресс, вызванный 

однократным облучением в терапевтических дозах радиорезистентных клеток 

ГБМ с различным генотипом онкосупрессоров.  

Проведенный фенотипический анализ морфологии выживших 

радиорезистентных клеток (Рис. 3.1.А) показал, что воздействие 

фракционированного облучения может привести к появлению 

морфологических признаков, характерных для ЭМП: потере межклеточных 

контактов и увеличению числа жизнеспособных веретеновидных и/или 

округлых клеток в с плохой адгезией, влияющей на эффективность 

прикрепления этих клеток на поверхность культурального пластика. Причем 

выраженность этих признаков была выше у сублиний H1299DE и H1299S, 

лишенных р53, по сравнению с сублиниями А549 клеток, имеющих р53 дикого 

типа. Этот более выраженный ЭМП фенотип H1299DE и H1299S клеток был 

подтвержден значимым увеличением экспрессии мезенхимального маркера 

Виментина (Рис. 3.5.В) при крайне низкой (за пределами чувствительности 

метода) экспрессии эпителиального маркера Е-кадгерина (Рис.3.5. Б). 

Справедливости ради следует отметить, что обе радиорезистентные сублинии 

клеток А549 также демонстрировали классический паттерн ЭМП маркеров: 

значимое снижение Е-кадгерина и повышение другого мезенхимального 



112 

 
 

маркера N-кадгерина (рис.3.5.Г). В целом наши данные соответствуют активно 

обсуждаемой в настоящее время концепции участия р53 в регуляции Е-

кадгерин-опосредованной адгезии опухолевых клеток.  

ЭМП играет центральную роль в метастазировании опухоли [338]. Наши 

данные показали, что режим FDE, вероятно, вызывает частичную активацию 

программы ЭМП в выживших клетках НМРЛ после фракционированного 

облучения либо за счет активации Виментина в клетках p53null, либо за счет 

аберрантной активации N-кадгерина в клетках p53wt. Удивительно, режим 

FDE значительно снижает миграцию клеток p53wt A549DE до 72 часов, в то 

же время значительно замедляя миграцию p53null H1299DE только до 48 часов 

и возвращаясь к уровням родительских клеток к 72 часам (Рис.3.5.Д). Режим 

SF, вероятно, меньше влияет на активацию ЭМП независимо от наличия 

функционально-активного p53 в выживших после фракционированного 

облучения линий клеток НМРЛ (Рис.3.5.Е). Соответственно, режим SF не 

оказывал значительного влияния на горизонтальную 1D-миграцию клеток 

НМРЛ, переживших фракционированное облучение, хотя и облегчал их 

миграцию через 24 часа после нанесения раны на клеточном монослое. В 

целом эти данные свидетельствуют о том, что режим фракционированного 

облучения значительно модулирует частичную активацию программы ЭМП, 

влияя на 1D ограниченное миграционное поведение (заживление ран-царапин 

в клеточном монослое) выживших после фракционированного облучения 

клеток НМРЛ независимо от наличия функционально-активного p53.  

Потеря E-кадгерина и индукция только Виментина не обязательно 

указывают на активацию программы ЭМП [339, 340]. ЭМП представляет 

собой сложный гетерогенный процесс, который способствует значительной 

фенотипической изменчивости, наблюдаемой в способах инвазии опухолевых 

клеток [341]. Особенности программ ЭМП, необходимые для инвазии 
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отдельных клеток, вероятно, способствуют оппортунистической инвазии, если 

активируются как часть специфической гибридной программы ЭМП. Однако 

назначение определенных функций этого процесса требует 

экспериментального подтверждения. Таким образом, наши данные могут 

указывать на существование специфического гибридного ЭМП, измененного 

различными режимами фракционированного облучения, который может 

относиться не только к экспрессии канонических маркеров ЭМП, но и к 

нижестоящему сигнальному событию, координированному более сложной 

программой ЭМП. 

Важно, что повышение морфологических признаков ЭМП у H1299DE и 

H1299S клеток сопровождалось драмматическим снижением экспрессии р63 и 

р73, членов р53 семейства транскрипционных факторов (Рис.3.7), но не 

коррелировало с не измененной при фракционированом облучении 

экспрессией другого транскрипционного фактора  FRA1 (Рис. 3.6.), промотора 

многих злокачественных новообразований, значительно способствующего 

росту, подвижности и инвазии эпителиальных клеток легких человека [334]. 

FOS-родственный антиген-1 (FRA1) является членом семейства FOS и тесно 

связан с подвижными и инвазивными фенотипами опухолевых клеток. 

Высокая экспрессия FRA1 всегда указывает на метастазирование и плохой 

прогноз при различных опухолевых заболеваниях человека [123]. В клетках 

рака легких, повышенный уровень FRA1 может ингибировать p53 и 

увеличивать уровень его негативного регулятора MDM2, в конечном итоге 

подавляя апоптоз клеток рака легких за счет увеличения связанного с 

апоптозом потенциала митохондриальной мембраны (ΔΨm) и подавления 

внутриклеточных АФК и агрегации Са2+ [130]. Наши исследования 

продемонстрировали снижение уровней апоптоза после дополнительного 

однократного облучения рентгеновскими лучами выживших после 
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фракционированного облучения клеток p53null H1299IR по сравнению с 

родительскими клетками H1299 [342]. Уровень базальной экспрессии FRA1 в 

клетках р53null H1299 достоверно (р <0,01) превышал таковой у клеток p53wt 

A549. Экспрессия FRA1 в выживших после фракционированного облучения 

клетках p53null (H1299DE и H1299S) также была значительно (p <0,001, р 

<0,05, соответственно) выше, чем в родительских клетках p53wt и выживших 

после фракционированного облучения клетках (A549DE и A549S), независимо 

от применяемого режима фракционированного облучения. С другой стороны, 

мы не смогли найти значительных различий в экспрессии FRA1 между 

родительскими клетками и их выжившими сублиниями после любого режима 

фракционированного облучения независимо от наличия p53. Таким образом, 

наши текущие данные предполагают, что другие фактор/ы транскрипции, 

помимо FRA1 (например, Zeb1), могут участвовать в поддержании ЭМП-

подобного фенотипа, радиорезистентности, снижение апоптоза и 

миграционного поведения выживших после фракционированного облучения 

клеток НМРЛ. Механизмы повышенных уровней FRA1 в p53null клетках и их 

выживших после фракционированного облучения сублиниях все еще неясны, 

что требует дальнейших исследований. 

ПГОК приобретают мезенхимальный фенотип, который коррелирует с 

повышенными уровнями экспрессии транскрипционных факторов ЭМП [15]. 

Одновременно комбинированная потеря p73 и p53 приводит к быстрому 

увеличению полиплоидии и анеуплоидии, по сравнению с потерей только p53 

[343, 344]. В частности, отсутствие p73 позволяет клеткам ослаблять 

контрольную точку сборки митотического веретена и становиться 

полиплоидными и многоядерными. Мы впервые продемонстрировали, что 

значительная потеря экспрессии p73 сопровождается увеличением доли 
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полиплоидных клеток в клетках p53null H1299DE и H1299S и клетках p53wt 

A549S. 

Показано, что индуцибельная дисфункция теломер эмбриональных 

фибробластов мыши  приводила к увеличению плоидности за счет 

эндоредупликации с участием ATM/ATR и в отсутствие онкосупрессора p53 

[345]. p53 играет решающую роль в регулировании контрольной точки G1/S, 

когда клетки с содержанием ДНК (2N) останавливаются перед репликацией 

ДНК, и контрольной точке G2/M, когда клетки с содержанием ДНК (4N) 

останавливаются перед митозом. Тетраплоидные клетки демонстрировали 

высокий уровень туморогенеза после трансплантации мышам с ослабленным 

иммунитетом, тогда как изогенные диплоидные клетки этого не делают. Это 

происходило только при отсутствии функционального p53, поскольку в тех же 

условиях тетраплоидные клетки, экспрессирующие p53wt, не размножались 

[61]. 

Образование ПГОК/MГОК после терапевтического вмешательства как 

правило связано с резистентностью опухоли и увеличением субпопуляции 

клеток с характеристиками ОСК. Увеличенный геномный материал 

полиплоидных клеток позволяет им пережить лучевую терапию. ПГОК 

показали значительно более высокую частоту геномной нестабильности, чем 

диплоидные опухоли [346]. Аберрантные полиплоидные клетки могут 

возникать в результате слияния клеток, эндоредупликации, недостаточности 

цитокинеза или отмены контрольной точки митоза [292, 347]. 

Эндоредупликация описывается в двух формах: эндоциклы и эндомитоз. 

Эндоциклы состоят из чередующихся периодов S-фазы репликации ДНК и 

периодов фазы G1, в течение которых клетки готовятся к следующему циклу 

S-фазы. Эндоциклические клетки не подвергаются митозу. Напротив, 
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эндомотические клетки выполняют прерванный митоз с последующим 

повторным входом в S-фазу без деления клеток.  

В отсутствие функционального p53 в стресс-адаптивной реакции на 

облучение могут действовать другие члены семейства p53, такие как p63 и p73. 

BRCA2, Rad51 и mre11 были показаны как транскрипционные мишени для p63 

и p73 [348]. p63 является основным транскрипционным фактором 

плюрипотентности стволовых клеток, и его функция имеет решающее 

значение для развития базального эпителия, дифференцировки и 

предотвращения старения [349, 350]. Известно, что изоформы p73 проявляют 

аналогичную транскрипционную активность p53 в клетках p53null H1299. 

Анализ экспрессии p63 в дифференцирующихся кератиноцитах предполагал, 

что экспрессия p63 не влияет на полиплоидию этих клеток. 

Нами впервые было показано, что значимое повышение доли ПГОК 

(Рис.3.8.Б) относительно изогенных родительских линий клеток наблюдалась 

в только в радиорезистентных клетках А549S и H1299DE, имеющих значимое 

снижение доли ДНК-реплицирующих клеток (в S-фазе клеточного цикла) 

(Рис. 3.3.А), а также значимое снижение экспрессии р73 (Рис. 3.7.В). Основная 

форма p73 - это полноразмерный TAp73, который приводит к рекрутированию 

членов комплекса AP-1 для нацеливания генов промоторов c-Jun-зависимым 

образом и усиления клеточного роста [351]. В нашем исследовании базальный 

уровень p73 в клетках p53null H1299 значительно превышал его уровень в 

клетках A549 и резко снижался в выживших сублиниях после 

фракционированного облучения независимо от режима фракционирования. 

Эти наши новые данные являются подтверждением недавно высказанного 

предположения, что р73 снижает полиплоидию [352], однако мы показали, что 

это происходит не обязательно в отсуствии р53, как предполагалось ранее 

[343]. Таким образом, наши данные проливают свет на возможные механизмы, 
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вовлеченые в формирование ПГОК у этих выживших после 

фракционированного облучения радиорезистентных клеточных линий НМРЛ. 

Наиболее вероятно, что повышение доли ПГОК не связано с наличием р53, 

скорее при его отсуствии или наличии в нем инактивирующих мутаций, 

повышенное образование ПГОК в радиорезистентных сублиниях наблюдается 

в результате применения любого режима фракционированного облучения 

через аттенуацию экспрессии р73.  

Вместе с тем, наши данные не исключают возможную роль других 

изоформ р73 в онкогенезе, активно дискутируемую в самое последнее время 

[353]. Например, стабильная сверхэкспрессия ΔNp73β в клеточной линии 

H1299 нарушала геномную стабильность опухолевых клеток, приводя к 

образованию тетраплоидных клеток. Эти данные свидетельствуют о том, что 

ΔNp73β-индуцированный аберрантный митоз уклоняет от контроля 

контрольной точки сверки митотического веретена, что приводит к 

тетраплоидии и гибели клеток через митотическую катастрофу, а не через 

апоптоз [354]. С этой точки зрения обнаруженное нами значительное 

увеличение полиплоидности в клетках H1299DE и H1299S по сравнению с их 

родительскими клетками (Рис.3.8.Б) не исключает возможное увеличение 

изоформы ΔNp73β (в отличие от огромного снижения изоформы TAp73) как 

разумное объяснение наблюдаемых нами явлений полиплоидии после 

воздействия фракционированного облучения. Это предположение мы 

собираемся проверить в наших следующих экспериментах. 

Было показано, что тетраплоидные клетки, образованные во время 

теломерного кризиса, показали повышенную онкогенную способность по 

сравнению с диплоидными контрольными клетками в исследованиях на 

мягком агаре и имплантации мышам [355]. Увеличение фракций выживания 

клеток H1299DE и H1299S в мягком агаре (Рис.3.2) может быть связано с 



118 

 
 

большим количеством полиплоидных клеток с множественными ядрами. Эти 

гигантские полиплоидные клетки могут появляться в форме полиплоидных 

«букетов», которые впоследствии возвращаются в интерфазное состояние и 

разделяются на вторичные ядра с образованием жизнеспособных вторичных 

клеток, демонстрирующих анкоридж-независимый рост [286]. Следовательно, 

весьма вероятно, что клетки p53null НМРЛ, пережившие фракционированное 

облучение, обладают высокой туморогенностью и большим количеством 

полиплоидных клеток за счет значительного подавления экспрессии p63/p73 

независимо от используемого режима фракционированного облучения.  

Хорошо известно, что р53 регулирует метаболические пути опухолевых 

клеток. wtp53 является мощным супрессором TGF-β-индуцированного Nox4, 

NADPH-оксидазы семейства Nox, и миграции клеток в клетках H1299 [356]. 

Через пентозофосфатный путь (ПФП) wtp53 подавляет продукцию NADPH, 

потребление и биосинтез глюкозы в опухолевых клетках [341]. Отсутствие p53 

может способствовать способности опухолевых клеток продолжать 

пролиферацию в условиях дефицита питательных веществ [357]. Потеря 

функции p53 связана с повышенной экспрессией фосфоглицератмутазы 

(ФГM), которая может усиливать гликолиз и эффект Варбурга [358]. 

Клеточная пролиферация зависит от доступности глюкозы, ответ, который 

опосредуется активацией AMP-активируемой протеинкиназой (AMPK) [359]. 

p53 транскрипционно индуцирует Sestrin 1/2 для активации AMPK, который 

подавляет активность mTORC1, что приводит к ингибированию гликолиза в 

клетках [360]. Мы наблюдали, что облучение в режиме FDE значительно 

снижает скорость продукции гликолитического NAD (P)H как выживших 

клеток НМРЛ p53wt, так и p53null. Этот режим, вероятно, снижает выработку 

NAD (P) H, что сопровождается снижением пролиферации выживших после 

фракционированного облучения клеток НМРЛ независимо от наличия 
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функционально-активного p53. Напротив, режим SF увеличивает долю 

метаболически активных пролиферирующих клеток p53null НМРЛ, 

выживших после фракционированного облучения, не влияя на 

метаболическую активность и снижая пролиферацию у p53wt клеток НМРЛ.  

Необходимым условием для приобретения покоящегося фенотипа 

является регулирование потребности в энергии за счет снижения синтеза 

белка, в частности, Ki67. Белки, синтезированные до замедления трансляции 

белка, могут все еще присутствовать в клетках в фазе G0 с остаточной 

экспрессией Ki67, обнаруженной в клетках G0 [361]. Полиплоидные клетки 

приобретают свойства стволовых клеток и субпопуляции, обогащенные ОСК, 

которые проявляют характеристики активации программы ЭМП. Наши 

данные ясно показывают, что CD133+ A549 спонтанно (без воздействия ИИ) 

покоящиеся (МПК или Ki67low/EdUlow) клетки не являются гомогенной 

популяцией (рис. 3.4, площадь АПК через 24 часа). В дополнение к основной 

популяции, имеющей как линейно связанные эти показатели пролиферации, 

так и показатели активности в клеточном цикле, клетки МПК состоят из 

клеток, имеющих вариабельную экспрессию Ki67 с постоянным EdUlow и 

вариабельную флуоресценцию, связанную с EdU, при постоянно самой низкой 

экспрессии Ki67. Эти наблюдения, по-видимому, согласуются с более ранним 

представлением о том, что высокая экспрессия Ki67 может быть 

контрселективной при опухоли, что согласуется с открытием, что 

повышенные уровни Ki67 останавливают пролиферацию клеток [362]. 

Лечение с помощью ИИ, вероятно, повышает долю покоящихся опухолевых 

клеток за счет уничтожения большинства пролиферирующих опухолевых 

клеток и/или индуцирования пролиферирующих опухолевых клеток в 

состояние покоя.  
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REDD1 является еще одной мишенью транскрипции p53, участвующей в 

подавлении mTOR посредством опухолевого супрессорного комплекса TSC1 

/TSC2 [363]. REDD1 также является мишенью p63 и индуцируется после 

повреждения ДНК и, по-видимому, участвует в регуляции АФК. TP63null 

фибробласты имели пониженный уровень АФК и пониженную 

чувствительность к окислительному стрессу [364]. Таким образом, мы 

поставили вопрос о том, может ли модуляция активности оксидоредуктаз и 

пролиферации в p53null клетках H1299DE и H1299S быть связаной с уровнем 

экспрессии p63/p73. Действительно, мы впервые продемонстрировали, что 

режим FDE привел к значительному снижению уровней экспрессии p63 и p73 

в клетках p53null H1299DE в 2 и 5 раз, соответственно. Тот же режим не 

изменил экспрессию этих белков в клетках p53wt A549DE. Облучение в 

режиме SF приводило к тому, что клетки p53wt A549S экспрессировали 

значительно больше p63 и меньше p73, чем родительские клетки, напротив 

подавляя экспрессию обоих белков в клетках p53null H1299S. Кроме того, 

наши данные о значительном подавлении p63/p73 могут косвенно 

свидетельствовать о снижении уровней АФК и пониженной чувствительности 

к окислительному стрессу в выживших после фракционированного облучения 

клетках p53null НМРЛ. 

Наличие функционально активного в трансактивации ТАp53 (дикого типа, 

либо мутированного) и управляемого им сигнального пути необходимы и 

достаточны для увеличения количества МГОК в ответ на облучение. ТАp53 

дикого типа в наиболее радиорезистентных клетках необходим для достаточно 

быстрого (через 24 часа) образования дочерних клеток после облучения. Нами 

было обнаружено, что изменение доли МГОК в ответ на однократное 

облучение в терапевтически-релевантных дозах 2 - 6 Гр существенно 

различается для клеточных линий U87 (TАp53wt/PTENmut), LN229 
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(TАp53mut/PTENwt), U251 (GOF p53mut/PTENmut) (Рис. 3.8). Клетки U87 и 

LN229, подвергшиеся однократному возднйствию ИИ в использованных 

дозах, продемонстрировали наиболее значимое увеличение доли МГОК 

(LN229 -10, 6 и 24-кратное; U87 - 4, 3 и 2-кратное, при 2, 4 и 6 Гр, 

соответственно), тогда как клетки U251 существенно не отличались от своего 

контроля. Было также обнаружено, что некоторые МГОК, полученные из U87 

в отличие от клеток LN229 и U251, могут генерировать многочисленные 

небольшие мононуклеарные клетки (называемые клетками Раджу или РЖ) и в 

конечном итоге образовывать клеточные колонии (процесс, называемый 

«неозисом») через 24 часа после облучения. 

В ответ на облучение в клетках наблюдалось существенное различие в доле 

ДНК-реплицирующих клеток в S фазе (тест Click-ITTM EdU) и доле Ki67+ 

клеток (маркер скорости прохождения клеточного цикла). Важно отметить 

существенное (в 3 - 4 раза) увеличение доли Ki67+ клеток в ответ на облучение 

4 - 6 Гр в основной массе LN229 и U87 клеток, имеющих функционально 

активный в трансактивации ТАp53 (Рис. 3.11). Впервые было 

продемонстрировано, что лучевое воздействие вызывает образование 

дормантных ПГОК/МГОК, имеющих наибольшую площадь ядер и 

пониженную репликацию ДНК и экспрессию Ki67 (Рис. 3.11 Д, 3.10 В). Ответ 

на облучение 6 Гр сопровождался появлением популяции G0 клеток, 

находящихся в состоянии глубокого покоя во всех клеточных линиях 

независимо от их р53/PTEN активности. Образование ощутимого количества 

медленно делящихся ПГОК/МГОК, находящихся в состоянии покоя 

происходило в клеточных линиях с ТАр53 (либо дикого (U87), либо 

мутированного (LN229), в отличие от клеток с GOFP53mut, где наблюдались 

единичные такие клетки. Помимо этого, почти такая же популяция GAlert 
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клеток находящихся в состоянии неглубокого покоя, включая ПГОК/МГОК, 

образовывалась только в высоко радиорезистентных U87 клетках с ТАр53wt. 

Независящий от прикрепления к субстрату рост опухолевых клеток 

является отличительной чертой их резистентности к разновидности апоптоза 

называемой аноикисом (по англ. anoikis), регулируемым адгезией к субстрату, 

и является первым шагом к метастазированию опухоли. Клеточные и 

молекулярные механизмы, лежащие в основе этого процесса, остаются плохо 

изученными. Чтобы определить, отличаются ли опухолевые клетки с 

различным генотипом и растентностью по способности к сохранению 

репродуктивной активности в качестве адаптационного ответа клеток линий 

ГБМ на стресс, индуцированный рентгеновским излучением, мы использовали 

анализ образования колоний в мягком агаре.  

Наблюдаемые РЖ клетки, полученные из U87 клеток, могут происходить 

в результате отпочковывания от МГОК и/или асимметричного деления этих 

клеток. Было предположено, что эти новые клетки, образованные в результате 

неоза, могут быть ответственны за репопуляцию опухолевых клеток. Анализ 

образования колоний в мягком агаре показал почти 5-кратное увеличение 

эффективности колониеобразования после облучения клеток U87 в дозе 2 Гр 

(Рис. 3.13 В), снижаясь до контрольных значений после облучения в дозах 4 и 

6 Гр. Подобный эффект не был обнаружен для клеток LN229 или U251, 

облучение в дозах 2 - 6 Гр не влияло (LN229) или снижало (U251) 

эффективность колониеобразования. Анализ клоногенной выживаемости 

клеточных линий ГБМ после облучения в дозах 2 - 6 Гр подтвердил 

значительно более высокую радиорезистентность клеток U87 по сравнению с 

клетками LN229 и U251 (Рис. 3.13 Д). 

Примечательно, что клетки U251 образовывали более плотные колонии по 

сравнению с клетками LN229 и U87 (Рис.3.13 Г). Большинство колоний, 
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полученных из U87, были диффузными с ореолом клеток, мигрирующих в 

агар, что указывает на наиболее высокую инвазивность клеток, составляющих 

колонию. 

Интересно, что формирование колоний не коррелировало с 

метаболической активностью (в тесте АlamarBlue) составляющих их клеток, 

которая либо не изменялась (U87), либо уменьшалась после облучения в дозах 

2 и 4 Гр (LN229), либо увеличивалась после облучения в дозах 4 и 6 Гр (U251) 

через 7 дней после облучения (Рис. 13 Д, E, Ё). Вместе, эти данные показали, 

что состояние метаболического покоя, по-видимому, связано с повышенной 

клоногенной выживаемостью и склонностью к репопуляции, лежащими в 

основе радиорезистентности PTEN-дефицитной клеточной линии TAp53wt 

U87. 

Следует отметить, что, как и в случае клеточных линий НМРЛ, облучение 

как U87, так и U251 клеток, лишь незначительно изменило экспрессию FRA1 

(FOSL1), фактор транскрипции, который принимает участие в контроле 

архитектуры и миграционной активности клеток ГБМ. Хотя общая экспрессия 

FRA1 в клетках LN229, была значительно (>3 раза) выше, чем в клетках U87 и 

U251, ни одна из доз рентгеновского излучения не оказала значимого влияния 

на экспрессию FRA1 в клетках LN229 (Рис. 3.14 Б). Поэтому мы 

предположили, что воздействие ИИ существенно не влияет на экспрессию 

FRA1 в облученных клетках линий ГБМ независимо от их PTEN активности. 

Эти результаты могут свидетельствовать о возможной роли другого 

транскрипционного фактора/ов, такого/их как Twist, Snail, Zeb-1/2, в 

поддержании радиорезистентности, клоногенной выживаемости и 

репопуляции опухолевых клеток, распространении и приобретении ЭMП-

подобных фенотипов в клетках линий ГБМ человека после рентгеновского 

облучения. В качестве альтернативы видится исследование 



124 

 
 

фосфорилирования FRA1, которое является модификацией, необходимой для 

формирования комплекса FRA1-JunB. 

Доминантно-негативные мутации (Gain-of-Function) в белке p53 (GOF mut-

p53) недостаточно изучены в ГБМ. Большинство исследований p53 в ГБМ не 

смогли обнаружить различие между клетками с делециями в гене TP53 и GOF 

mut-p53. Хорошо известно, что, в отличие от p53wt, GOF p53mut проявляет 

себя, взаимодействуя с различными факторами транскрипции (например, 

SREBP, VDR, Sp1, ETS2, NFR2, p73, p63), которые способствуют инициации 

и прогрессированию опухоли. Ген PTEN индуцируется p53 и, учитывая, что 

ΔNp63α может блокировать функции p53 и связываться с p53-

чувствительными элементами (REs), вполне вероятно, что ΔNp63α может 

отрицательно регулировать PTEN. 

Нами впервые продемонстрировано, что облучение терапевтическими 

дозами ИИ изменяет экспрессию транскрипционных факторов p63 и p73 

соответственно мутациям TАр53/PTEN в клетках ГБМ. В частности, 

наблюдалось повышение экспрессии белка p63 как в клетках U87, так и U251, 

содержащих PTENmut, по сравнению с их сингенными необлученными 

клетками (Рис. 15 А).  

Следует отметить, что в клетках U87, содержащих TАр53wt, увеличение 

p63 было выше (3,4 - 2,5 раза в зависимости от дозы) по сравнению с клетками 

U251, несущими GOF р53mut, где увеличение составило только 1,2-1,4 раза. 

Напротив, облучение клеток LN229, несущих PTENwt и TАр53mut, 

значительно увеличило (>10 и  > 2 раз) экспрессию белка p73 после облучения 

в дозе 2 и 4  Гр, соответственно (Рис. 3.15 Б). Эти данные позволяют 

предположить, что:1) мутации PTEN в клетках ГБМ могут влиять на ИИ-

стресс-индуцированную экспрессию p63/p73; 2) увеличение экспрессии р63 в 

отсутствии PTENwt может быть связано с повышенной склонностью TАр53wt 
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клеток к репопуляции (Рис. 3.13), тогда как подъем экспрессии р73 при 

наличии PTENwt снижает эту склонность не смотря на изначально 

повышенное образование МГОК клетками LN229 (Рис. 3.8). Нами было 

предположено, что дальнейшая судьба (выбор между апоптозом или 

спасительным преждевременным старением) подвергшихся облучению 

опухолевых клеток, включая предсуществующие и вновь образованные 

МГОК, может определяться мутациям PTEN в клетках ГБМ.  

Обнаружение того, что экспрессия p63/p73 значительно повышено в 

клетках линий ГБМ, вызвало наш интерес к ассоциации их экспрессии с 

развитием признаков ЭМП, способствующих миграции клеток ГБМ после 

воздействия ИИ. Виментин и N-кадгерин могут поддерживать клеточную 

целостность и участвовать в нескольких клеточных сигнальных путях, 

модулирующих подвижность и инвазию раковых клеток. До сих пор неясно, 

регулирует ли p53 непосредственно ген, кодирующий Кадгерин. Поэтому, мы 

оценили паттерны экспрессии белка E-кадгерина, N-кадгерина и виментина в 

качестве классических маркеров ЭМП в линиях клеток ГБМ человека, 

используя анализ с помощью вестерн-блоттинга. 

Образование ПГОК/МГОК в клеточных популяциях линий клеток ГБМ 

сопровождалось изменениями экспрессии E- и N-кадгеринов и Виментина в 

ответ на различные дозы облучения (Рис. 16 Б, В, Г). В PTEN-дефицитных 

клеточных линиях облучение индуцировало смешанный (гибридный) фенотип 

ЭМП. В  частности, только в наиболее радиорезистентных клетках U87 с 

TАp53wt/PTENmut после облучения в дозе 6 Гр был обнаружен фенотип 

характерный для ЭМП – значительное снижение экспрессии эпителиального 

маркера Е-кадгерина и значительное увеличение мезенхимальных маркеров 

Виментина и N-кадгерина. Однако, облучение тех же клеток в дозе 4 Гр 
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увеличивало значительно экспрессию Е-кадгерина и Виментина, и лишь 

незначительно N-кадгерина. 

Облученные GOF p53mut/PTENmut U251 клетки экспрессировали 

значительно больше Виментина при значительном снижении экспрессии N-

кадгерина. В присутствии PTENwt облученные клетки с TАp53mut (LN229) 

эксрессировали наименьшее количество всех 3 маркеров ЭМП, при чем любая 

из выбранных доз ИИ значительно снижала экспрессию обоих кадеринов 

(более чем в 63 и 3 раза для E- и N-кадгерина соответственно) без 

статистически значимого влияния на экспрессию виментина в клетках с 

TАp53mut (LN229) (Рис. 16 А, Б и В).  

Таким образом, отсутствие PTEN в p53wt клетках линии U87 видимо 

коррелировало с дозозависимой модуляцией экспрессии маркеров ЭМП: 

высокая доза (6 Гр) повышала выраженность ЭМП фенотипа, тогда как более 

низкие дозы (2 - 4 Гр) вызывали смешанный фенотип (повышение 

эпителиальных (Е-кадгерин), так и мезенхимальных маркеров (виментин) в 

ответ на однократное воздействие ИИ. Это позволило предположить, что 

приобретение такого смешанного фенотипа возможно давало этим клеткам 

преимущества в клоногенной выживаемости после облучения в дозах 2 - 4 Гр. 

Клетка должна покинуть клеточный цикл, чтобы стать покоящейся 

(дормантной): либо спящей, либо стареющей. Наблюдаемая нами картина 

бифуркации окрашивания Ki67 (Рис. 3.11) может указывать на то, что вскоре 

после генотоксического стимула поврежденные клетки ГБМ покидают 

клеточный цикл. Мы предложили, что те клетки, которые успешно 

восстанавливаются после повреждения ДНК, снова входят в клеточный цикл, 

в то время как клетки с непоправимыми повреждениями старели. Стареющие 

клетки также либо не экспрессирующими, либо слабо экспрессирующими 

Ki67, имитируя клетки, находящиеся в состоянии полного покоя G0. 
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Повышенный уровень ассоциированной со старением активности фермента 

бетта-галактозидазы (SA-β-Gal) является важным маркером высокой 

лизосомальной активности и содержания лизосом во время реакции на стресс. 

Известно, что p53 играет решающую роль в клеточном старении. Поэтому мы 

проанализировали активность SA-β-Gal в ответ на облучение клеток ГБМ 

имеющих наиболее распространенный набор мутаций ТР53 через 48 часов 

после ИИ-индуцированного стресса. 

Анализ SA-β-Gal показал, что облучение основной популяции клеток U87 

в дозах 4-6 Гр статистически значимо увеличивало долю SA-β-Gal+ с 10 до 35-

50% (Рис. 3.17 Б), тогда как доля тех же клеток в линиях U251 и LN229 не 

изменялась (Рис. 3.17 А и В).  

Важно отметить, что, в отсутствие PTEN, облучение в дозе 2 Гр вызывала 

статистически значимое 2-кратное увеличение доли SA-β-Gal+ МГОК только 

в p53wt линии U87, демонстрируя лишь тренд к увеличению той же фракции 

в GOF TAp53mut клетках U251. При этом, при наличии PTENwt, только 

облучение в дозе 4 Гр лишь незначительно увеличивало фракцию SA-β-Gal+ 

МГОК в TAp53mut LN229 клетках.  

Подводя итог, полученные нами данные позволили предположить, что 

значительное увеличение экспрессии р63 в опухолевых клетках, приобретение 

ими гибридного ЭМП фенотипа, появление популяции GAlert(Ki67+/EdU-) 

клеток, находящихся в состоянии неглубокого репликативного и 

метаболического покоя,  при значительном увеличении доли многоядерных 

клеток с признаками преждевременного старения, по-видимому, связано с 

повышенной клоногенной выживаемостью и склонностью к репопуляции, 

лежащими в основе радиорезистентности PTEN-дефицитной клеточной линии 

TAp53wt U87. В целом, полученные данные свидетельствуют о прямой 

корреляции между радиорезистентностью клеток линий ГБМ и степенью 
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стресс-индуцированного преждевременного старения (SIPS) (SA-β-Gal+/ 

Ki67low), которое, вероятно, более значительно стимулируется именно в 

TAp53wt, а не в GOF TAp53mut клетках ГБМ. 

Результаты наших исследований имеют также и важное методологическое 

значение относительно источников и путей преодоления возможных 

артефактов при определении радиочувствительности опухолевых клеток. 

Традиционный клоногенный анализ (TКA) клеточной радиочувствительности 

включает оценку числа выживших прикрепленных к пластику колоний клеток. 

Согласно результатам TКA клетки H1299DE (Рис.3.1.В), облученные в режиме 

FDE, следовало признать радиочувствительными, но радиорезистентными по 

результатм оценки клоногенного выживания в мягком агаре (Рис. 3.2.Б). При 

таком же режиме клетки p53wt A549DE продемонстрировали явную 

радиорезистентность в колониях в мягком агаре (условия, не зависящие от 

субстрата), хотя те же самые клетки, выращенные на пластике, почти не 

показали различий в радиочувствительности по сравнению с родительскими 

клетками. Интересно, что облучение в режиме SF вызывало увеличение 

радиорезистентности клеток A549S в тесте ТКА, но не в мягком агаре. 

Напротив, тот же режим повышал радиорезистентность клеток H1299S в 

мягком агаре, не влияя на их радиочувствительность, оцениваемую с помощью 

ТКА. Таким образом, следует относиться с осторожностью к данным, 

полученным при определении клеточной радиорезистентности с помощью 

метода оценки эффективности адгезионного роста клеток (анкоридж-

зависимого роста клеток) и метода оценки способности клеток к репопуляции 

после облучения (независимого от адгезии роста клеток в мягком агаре), с 

учетом возможной модуляции адгезионных свойств клеток (за счет 

приобретения характеристик ЭМП, см. выше) и сути анализа. Что касается 

последнего пункта, рост клеток, независимый от прикрепления к пластику 
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является наиболее точным тестом in vitro для индикации злокачественной 

трансформации клеток и туморогенеза. В этом отношении наши данные 

подчеркивают, что оба режима фракционированного облучения вызывали в 

целом более высокую дозозависимое увеличение злокачественности клеток 

p53null H1299DE и H1299S, в сравнении с родительскими клетками H1299. 

Более того, наши результаты показывают, что режим FDE повышает 

радиорезистентность выживших после фракционированного облучения 

клеток НМРЛ независимо от наличия функционально-активного p53, тогда как 

режим SF продемонстрировал аналогичный эффект только для p53null клеток 

НМРЛ. 

Во время ЛТ лечебная доза ИИ, фракционирование и пределы доз для OAR 

часто не персонифицируются и по-прежнему назначаются в основном в 

зависимости от стадии опухоли, состояния лимфоузлов, метастазов, 

сопутствующих заболеваний, но без учета биологии опухоли того или иного 

конкретного пациента. Воздействие фракционированного облучения часто 

приводит к выживанию опухолевых клеток с приобретенной 

радиорезистентностью. Нами было показано, что два режима 

фракционированного облучения по-разному влияют на 

радиочувствительность выживших клеток линий НМРЛ, отличающихся по 

наличию в них гена ТАp53. 

Первоначально стандартная ЛТ была разработана для ограничения 

тканевой токсичности органов риска (organ a risk (OAR)). Недавние 

преимущества в методах визуализации позволили разработать технологии ЛТ 

с повышенной точностью определения объема мишени, например ЛТ с 

модуляцией интенсивности (IMRT). IMRT позволяет создать поле излучения 

необходимого размера и формы для облучения отдельных объемов опухоли с 

различной интенсивностью в течение одного сеанса [365], потенциально 
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снижая тканевую токсичность при увеличении дозы на опухоль [366]. ЛТ в 

режиме гипофракционирования с использованием передовых методов 

визуализации и технологических подходов может повысить вероятность 

контроля над опухолью и снизить тканевую токсичность [367]. Внедрение 

передовых технологий ЛТ, таких как трехмерная (3D) конформная 

стереотаксическая ЛТ (СЛТ) с использованием компьютерной томографии, 

позволило улучшить охват опухоли и снизить дозу OAR [368]. Использование 

СЛТ при раке легких на ранней стадии привело к тому, что частота местного 

контроля составила до 90%, что превосходит контрольные показатели 

традиционной ЛТ [369, 370]. Доставка более высокой дозы к целевому объему 

и минимизация повреждения окружающих нормальных тканей СЛТ стала 

успешной. Бустерные дозы включали либо умеренное гипофракционирование 

2 - 4 Гр, либо СЛТ на основе экстремального гипофракционирования. 

Улучшенный результат СЛТ по сравнению с традиционной ЛТ включает 

дифференциальное уничтожение эндотелиальных клеток и ОСК, преодоление 

радиорезистентности ОСК, вызванной гипоксией, активацию сложных 

иммунологических путей и эффекты свидетеля/абскопальные опухолевидные 

эффекты, приводящие к лучшим результатам лечения [367]. С 

терапевтической точки зрения наше исследование in vitro может помочь в 

выборе наиболее эффективного режима фракционированного облучения 

путем анализа уровня экспрессии белков семейства p53 в опухолях и 

максимизации терапевтических преимуществ для пациентов с минимальным 

повреждением коллатеральных тканей. Это также может быть полезным для 

изменения доз и режима фракционирования, чтобы улучшить местный 

контроль и результаты при местно-распространенных заболеваниях.  
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ВЫВОДЫ 

1. Потомство клеток НМРЛ, выживших после фракционированнго 

облучения в режиме FDE, независимо от наличия TP53, обладало 

повышенной радиорезистентностью и сохранением репродуктивной 

активности, в то время как после облучения в режиме SF аналогичные 

эффекты наблюдались только в TP53null клетках. 

2. Потомство TP53-дефицитных клеток линии Н1299 НМРЛ, выживших 

после фракционированного облучения, обладало наиболее высокой 

способностью к независящему от адгезии росту - характерной черте 

злокачественности опухолевых клеток, обеспечивающей повышенную 

клоногенную выживаемость и склонность к метастазированию опухолевых 

клеток после радиотерапии. 

3. Радиорезистентность, связанная с активацией гибридного ЭМП-

подобного процесса, обеспечивается: снижением экспрессии p73 

безотносительно наличия p53, лежащим в основе увеличения доли ПГОК/ 

МГОК, эффективностью независимого от прикрепления роста и снижением 

метаболизма как у выживших после фракционированного облучения 

клеток линий НМРЛ, так и у облученных однократными дозами клеток 

линий ГБМ.  

4. Наличие генотипа TР53wt/PTENmut ассоциировано с увеличением 

количества сенесцентных МГОК в ответ на терапевтические дозы 

облучения и поддержания репродуктивно-активных радиорезистентных 

клеток линии U87 ГБМ. 

5. Различия в пролиферации, колониеобразовании и радиационной 

толерантности клеток линий ГБМ связаны с их способностью к 
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образованию преждевременно стареющих гигантских многоядерных 

клеток и неозису, а не с экспрессией мутантного p53. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

ATM   (англ. аtaxia telangiectasia mutated) — серин/треониновая 

протеинкиназа, мутация по которой вызывает заболевание - атаксия 

телеангиэктазия 

BSA          Бычий сывороточный альбумин 

CCL         Хемокиновый (мотив СС) лиганд 

CD            Kластер дифференцировки 

DDR         Реакция на повреждение ДНК 

EdU          5-этинил-2'-дезоксиуридин 

EGFR       Рецептор эпидермального фактора роста 

EpCAM    Молекула клеточной адгезии эпителия 

FBS           Фетальная бычья сыворотка крупного рогатого скота 

FDE          Fraction Dose Escalation (фракционное увеличение дозы) 

FGF          Фактор роста фибробластов 

FOXC2     Forkhead коробки белка С2 

FRA1        FOS-родственный антиген-1 

GM-CSF   Гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор 

GOF          Gain-of-function (усиление функции)  

HGF          Фактор роста гепатоцитов  

HRR          Homologous recombination repair (гомологичная рекомбинация) 

IL               Интерлейкин 

MDSC       Супрессорные клетки миелоидного происхождения 

MMP         Матриксные металлопротеиназы 

mTOR       Мишень рапамицина у млекопитающих 

MTT          Бромид 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил) -2,5-дифенилтетразолия 

L1CAM     Молекула адгезии клеток L1 
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NF-κB       Ядерный фактор каппа-би 

NHEJ        Non-homologous end joining (негомологичное соединение концов) 

PBS           Фосфатный буферный солевой раствор 

PFA           Параформальдегид 

RIPA         Буфер для анализа радио радио-иммунопреципитации 

SASP         Ассоциированный со старением секреторный фенотип 

SA-β-Gal   Ассоциированная со старением бета-галактозидаза 

SDF-1        Стромальный фактор роста-1 

SF              Standard fractionation (cтандартное фракционирование)  

SIPS  Stress-induced premature senescence (cтресс-индуцированное 

преждевременное старение) 

TAN          Опухоль-ассо-циированные нейтрофилы 

TGF-β         Трансформирующий фактор роста бета 

TNC          Тенаскины -C 

TNF-α       Фактор некроза опухоли-альфа 

VEGF       Фактор роста сосудистого эндотелия 

АФК         Активные формы кислорода 

Гр              Грей 

ДНК          Дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДР             Двунитевой Двунитевые разрывы 

ИИ            Ионизирующее излучение 

М-CSF     Макрофагальный колониестимулирующий фактор 

ОСК         Опухолевые стволовые клетки 

СЛТ         Стереотаксическая лучевая терапия  

ТА            Tранскрипционно активный 

ЭДТА       Этилендиаминтетрауксусная кислота 
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