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Ìåõàíèçì ðàäèîðåçèñòåíòíîñòè êëåòîê SP êóëüòóðû ìûøèíîé ìåëàíîìû B16

Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè SP êóëüòóðû ìûøèíîé ìåëàíîìû B16 áîëåå ðåçèñòåíòíû ê äåéñò-
âèþ ðåäêîèîíèçèðóþùåãî èçëó÷åíèÿ, ÷åì îñòàëüíàÿ ìàññà îïóõîëåâûõ êëåòîê (Ìàò÷óê è äð., 2012).
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè íåêîòîðûå ìåõàíèçìû ýòîé ðåçèñòåíòíîñòè, à èìåííî ðàñïðåäåëåíèå
êëåòîê SP ïî ôàçàì öèêëà, êîëè÷åñòâî ñïîíòàííûõ è ðàäèàöèîííî-èíäóöèðîâàííûõ äâóõíèòåâûõ ïî-
âðåæäåíèé ÄÍÊ (ôîêóñîâ gH2AX) è âíóòðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ NO. Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò
î òîì, ÷òî â êëåòêàõ SP ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 3 Ãð âîçíèêàåò ìåíüøå äâóõíèòåâûõ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ,
÷åì â äðóãèõ êëåòêàõ êóëüòóðû (íå SP) (24.4 ïðîòèâ 40.3 ñîîòâåòñòâåííî, P < 0.05 ïî êðèòåðèþ Ìàí-
íà—Óèòíè). Êëåòêè SP íàõîäÿòñÿ â ñîñòîÿíèè îòíîñèòåëüíîãî ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîêîÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ
íå SP-êëåòêàìè (ôðàêöèÿ G1/G0 ñîñòàâëÿåò 85 % ïðîòèâ 39 ñîîòâåòñòâåííî, P < 0.01). Áîëüøèíñòâî êëå-
òîê íå SP íàõîäèòñÿ â ðàäèî÷óâñòâèòåëüíûõ ôàçàõ S, G2 è M (61 %). Òàêèì îáðàçîì, ðàçëè÷èå â ðàäèî-
÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê SP è íå SP ÷àñòè÷íî ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ ðàçíûì ðàñïðåäåëåíèåì êëåòîê èçó÷à-
åìûõ ïîïóëÿöèé ïî ôàçàì öèêëà. Êîíöåíòðàöèÿ NO â 1.5 ðàçà âûøå â êëåòêàõ SP, ÷åì â íå SP (P < 0.05).
Ïîñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî NO èíãèáèðóåò àïîïòîç, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ìåõàíèçìîâ ñîõðàíåíèÿ
ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè êëåòîê, íåóäèâèòåëüíî, ÷òî ñïîíòàííîå êîëè÷åñòâî äâóõíèòåâûõ ïîâðåæäå-
íèé â êëåòêàõ SP òàêæå áîëüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè íå SP (P < 0.05). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû â çíà-
÷èòåëüíîé ñòåïåíè îáúÿñíÿþò áîëåå âûñîêóþ ðåçèñòåíòíîñòü êëåòîê SP ê äåéñòâèþ ðåäêîèîíèçèðóþ-
ùåãî èçëó÷åíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ îñòàëüíûìè êëåòêàìè. Äàëüíåéøåå èçó÷åíèå ýòîãî âîïðîñà ÿâëÿåòñÿ
îñíîâîé äëÿ ðàçðàáîòêè ñðåäñòâ íàïðàâëåííîãî âîçäåéñòâèÿ íà SP è â êîíå÷íîì èòîãå ïîâûøåíèÿ ýô-
ôåêòèâíîñòè ëå÷åíèÿ îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: side population, ìåëàíîìà Â16, êëåòî÷íûé öèêë, ôîêóñû gÍ2ÀÕ, îêñèä àçîòà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÎÑÊ — îïóõîëåâûå ñòâîëîâûå êëåòêè, BSA — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé
àëüáóìèí, Ho342 — Õ¸õñò 33342 (Hoechst 33342), PI — èîäèñòûé ïðîïèäèé, PBS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé
áóôåðíûé ðàñòâîð, SP — áîêîâàÿ ïîïóëÿöèÿ (side population).

Ìåëàíîìà îòíîñèòñÿ ê íàèáîëåå àãðåññèâíûì çëîêà-
÷åñòâåííûì íîâîîáðàçîâàíèÿì, òðóäíî ïîääàþùèìñÿ ðà-
äèî- è õèìèîòåðàïèè, è åæåãîäíî ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé
ñìåðòè ïðèáëèçèòåëüíî 50 òûñ. ÷åëîâåê â ìèðå (Dean, Lo-
rigan, 2012). Íà êëåòî÷íîì óðîâíå îäíîé èç ïðè÷èí âûñî-
êîé óñòîé÷èâîñòè ê òåðàïèè ÿâëÿåòñÿ ñóùåñòâîâàíèå îïó-
õîëåâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÎÑÊ), îáíàðóæåííûõ êàê â
îïóõîëåâîé òêàíè, òàê è â ñòàáèëüíûõ êëåòî÷íûõ êóëüòó-
ðàõ ìåëàíîìû, íåñìîòðÿ íà èçâåñòíûå ñëîæíîñòè èäåíòè-
ôèêàöèè òàêèõ êëåòîê. Ôàêòè÷åñêè èç-çà îòñóòñòâèÿ ñïå-
öèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ ÎÑÊ â íàñòîÿùåå âðåìÿ èìååòñÿ
âîçìîæíîñòü âûÿâëåíèÿ òîëüêî ïîïóëÿöèé, îáîãàùåííûõ
ýòèìè êëåòêàìè, ïî ðàçëè÷íûì èììóíîìîðôîëîãè÷åñêèì
ïðèçíàêàì è ôóíêöèîíàëüíûì îñîáåííîñòÿì. Ïðè èçó÷å-
íèè òàêèõ ïîïóëÿöèé â ïåðâè÷íûõ îïóõîëÿõ è ñòàáèëü-
íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ïîêàçàíî, ÷òî ÎÑÊ îáëàäàþò áî-
ëåå âûñîêîé ðåçèñòåíòíîñòüþ ê ðàçëè÷íûì ïðîòèâîîïó-
õîëåâûì âîçäåéñòâèÿì, ÷åì îñòàëüíàÿ îñíîâíàÿ ìàññà
êëåòîê, è èìåþò ðÿä ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûõ è ìî-
ëåêóëÿðíûõ îñîáåííîñòåé, õàðàêòåðíûõ äëÿ ñòâîëîâûõ
êëåòîê íîðìàëüíûõ òêàíåé (Clarke et al., 2006; Hadnagy

et al., 2006; F *abi*an et al., 2013). Äàëüíåéøåå èçó÷åíèå
ñâîéñòâ ÎÑÊ ïðåäñòàâëÿåò îñîáûé èíòåðåñ, ïîñêîëüêó
èìåííî ñ íåïîëíîé ëèêâèäàöèåé ýòèõ êëåòîê ñâÿçûâàþò
íåóäà÷è ïðè ëå÷åíèè îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ. Ïîíèìà-
íèå ìåõàíèçìîâ ðàäèîðåçèñòåíòíîñòè ÎÑÊ ÿâëÿåòñÿ
îñíîâîé äëÿ ðàçðàáîòêè ñðåäñòâ íàïðàâëåííîãî âîçäåéñò-
âèÿ íà ýòó ïîïóëÿöèþ è â êîíå÷íîì èòîãå äëÿ ïîâûøåíèÿ
ýôôåêòèâíîñòè ëå÷åíèÿ îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé
(Ïðîñêóðÿêîâ è äð., 2011).

Îäíèì èç ñïîñîáîâ èäåíòèôèêàöèè ïîïóëÿöèé, îáî-
ãàùåííûõ ÎÑÊ, ÿâëÿåòñÿ ïðîòî÷íî-öèòîìåòðè÷åñêîå âû-
ÿâëåíèå êëåòîê, îáëàäàþùèõ ñïîñîáíîñòüþ àêòèâíî èñê-
ëþ÷àòü ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü Õ¸õñò 33342 (Ho342)
ñ ïîìîùüþ ÀÒÔ-ñâÿçûâàþùèõ òðàíñïîðòåðîâ. Ýòè êëåò-
êè ñëàáî îêðàøèâàþòñÿ Íî342 è ôîðìèðóþò òàê íàçûâàå-
ìóþ áîêîâóþ ïîïóëÿöèþ (side population — SP) (Goodell
et al., 1996). Ó÷èòûâàÿ øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ýòî-
ãî òåðìèíà â ìèðîâîé ëèòåðàòóðå, â íàñòîÿùåé ðàáîòå
èñïîëüçîâàëè åãî àíãëèéñêóþ àááðåâèàòóðó, à äëÿ îáî-
çíà÷åíèÿ îñòàëüíûõ êëåòîê â êóëüòóðå — ñëîâîñî÷åòà-
íèå «íå SP». Ïðè áëîêèðîâêå àêòèâíîñòè êîìïëåêñà
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ÀÒÔ-ñâÿçûâàþùèõ òðàíñïîðòåðîâ ñ ïîìîùüþ ðÿäà âå-
ùåñòâ, íàïðèìåð, âåðàïàìèëà, êëåòêè SP òåðÿþò ñïîñîá-
íîñòü èñêëþ÷àòü Íî342 è íå îòëè÷àþòñÿ ïî ôëóîðåñöåí-
öèè îò îñíîâíîé ìàññû êëåòîê, ÷òî èñïîëüçóåòñÿ â êà÷å-
ñòâå êîíòðîëÿ ïðè ïîèñêå SP â ðàçíûõ êëåòî÷íûõ
êóëüòóðàõ.

Â ñòàáèëüíîé êëåòî÷íîé êóëüòóðå ìåëàíîìû Â16
íàìè è äðóãèìè èññëåäîâàòåëÿìè (Dou et al., 2009) áûëî
ïîêàçàíî íàëè÷èå êëåòîê SP, ñîñòàâëÿþùèõ îêîëî 1 % îò
âñåé ïîïóëÿöèè, è óñòàíîâëåíî, ÷òî îíè îáëàäàþò áîëåå
âûñîêîé ðåçèñòåíòíîñòüþ ê ðåäêîèîíèçèðóþùåìó èçëó-
÷åíèþ ïî ñðàâíåíèþ ñ îñíîâíîé ìàññîé êëåòîê (Ìàò÷óê
è äð., 2012). Îäíàêî îñòàåòñÿ îòêðûòûì âîïðîñ î òåõ õà-
ðàêòåðèñòèêàõ SP êëåòî÷íîé êóëüòóðû ìåëàíîìû Â16,
êîòîðûå ìîãëè áû îêàçûâàòü ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà
÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê ïîâðåæäàþùåìó äåéñòâèþ
õèìèî- èëè ðàäèîòåðàïèè (ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè,
êîëè÷åñòâå ðàäèàöèîííî-èíäóöèðîâàííûõ äâóõíèòåâûõ
ðàçðûâîâ ÄÍÊ, âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè îêñèäà
àçîòà (NO)). Ïîýòîìó öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ
ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå ïåðå÷èñëåííûõ õàðàêòåðè-
ñòèê êëåòîê SP è íå SP ìåëàíîìû ëèíèè Â16.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ì û ø è í î é ì å ë à í î ì û ë è í è è Â16
êóëüòèâèðîâàëè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå DMEM (ÏàíÝêî,
Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (Gibco, ÑØÀ), ïåíèöèëëèí
(50 åä./ìë), ñòðåïòîìèöèí (50 ìêã/ìë) è ãëþòàìèí
(292 ìêã/ìë), â CO2-èíêóáàòîðå (NuAire, ÑØÀ) ïðè 37 °Ñ
ñ 5%-íûì ñîäåðæàíèåì CO2 â ïëàñòèêîâûõ ôëàêîíàõ
(SPL, Êèòàé).

Â û ä å ë å í è å S P ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòî-
äèêå (Goodell et al., 1996). Ïî äîñòèæåíèè 80 % êîíôëþ-
ýíòíîñòè êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîäëîæêè ñ ïîìîùüþ ðàñòâî-
ðà Âåðñåíà (Ïàí-Ýêî, Ðîññèÿ) â ñðåäó DMEM (ÏàíÝêî,
Ðîññèÿ), ñîäåðæàùóþ ïåíèöèëëèí (50 åä./ìë), ñòðåïòîìè-

öèí (50 ìêã/ìë) è ãëþòàìèí (292 ìêã/ìë). Çàòåì â êàìåðå
Ãîðÿåâà ñ÷èòàëè êîëè÷åñòâî êëåòîê è ãîòîâèëè ñóñïåí-
çèþ ñ êîíöåíòðàöèåé 1�106 êë./ìë â òîé æå ñðåäå. Ê ñóñ-
ïåíçèè êëåòîê äîáàâëÿëè ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü
Ho342 (BD, Pharmingen, ÑØÀ) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðà-
öèè 5 ìêã/ìë è èíêóáèðîâàëè 60 ìèí ïðè 37 °Ñ è ïåðèî-
äè÷åñêîì ïåðåìåøèâàíèè. Ê ÷àñòè ïðîá çà 15 ìèí äî âíå-
ñåíèÿ Ho342 äîáàâëÿëè âåðàïàìèë (ABBOTT GmbH &
Co. KG, Ãåðìàíèÿ) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 25 ìêã/ìë.
Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè êëåòêè öåíòðèôóãèðîâàëè
5 ìèí ïðè 200 g è äîáàâëÿëè ê ïîëó÷èâøåìóñÿ îñàäêó
1 ìë õîëîäíîãî ðàñòâîðà Õýíêñà (Ïàí-Ýêî, Ðîññèÿ), ñî-
äåðæàùåãî 2 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè (Gibco, ÑØÀ)
è 10 ìÌ Hepes (Sigma-Aldrich, ÑØÀ). Çàòåì îñàäîê ðå-
ñóñïåíäèðîâàëè, ê ñóñïåíçèè êëåòîê äîáàâëÿëè èîäèä
ïðîïèäèÿ (PI) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 2 ìêã/ìë è ôèëü-
òðîâàëè ñ ïîìîùüþ íåéëîíîâîãî ôèëüòðà (ñ äèàìåòðîì
ïîð 40 ìêì). Ïîëó÷åííûå îáðàçöû íåìåäëåííî àíàëèçè-
ðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðèìåòðà FACS
Vantage (BDIS, ÑØÀ), þñòèðîâàííîãî è êàëèáðîâàííîãî
ïî ñòàíäàðòíûì ìèêðîñôåðàì (Polyscience, ÑØÀ) â ñîîò-
âåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé, ðåêîìåíäîâàííîé ôèðìîé-èçãîòî-
âèòåëåì. Ôëóîðåñöåíöèþ Ho342 èçìåðÿëè â ñèíåé
(424 � 20 íì) è êðàñíîé (675 � 20 íì) îáëàñòÿõ ñïåêòðà,
PI — ïðè äëèíå âîëíû 585 � 20 íì.

Äàííûå îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Cell-
QuestPro (BDIS, ÑØÀ). Íà ïåðâîì ýòàïå èç àíàëèçà èñê-
ëþ÷àëè ìåðòâûå è ïîãèáàþùèå êëåòêè ñ ïîìîùüþ äàí-
íûõ î ôëóîðåñöåíöèè PI, îòáèðàÿ ãðóïïó PI–- êëåòîê. Äëÿ
âûÿâëåíèÿ êëåòîê SP ñòðîèëè ãðàôèêè ðàñïðåäåëåíèÿ
PI–-êëåòîê ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè Íî342 â
óêàçàííûõ îáëàñòÿõ ñïåêòðà (ðèñ. 1). Íà ãðàôèêàõ âûäå-
ëÿëè îáëàñòü SP, îñíîâûâàÿñü íà ñðàâíåíèè îáðàçöîâ ñ
èñïîëüçîâàíèåì âåðàïàìèëà è áåç íåãî òàêèì îáðàçîì,
÷òîáû ðàçíèöà ìåæäó äîëåé SP â ýòèõ îáðàçöàõ áûëà ìàê-
ñèìàëüíîé. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî âåðàïàìèë ÿâëÿåòñÿ îä-
íèì èç áëîêàòîðîâ êîìïëåêñà ÀÒÔ-ñâÿçûâàþùèõ òðàíñ-
ïîðòåðîâ è ïðåïÿòñòâóåò îáðàòíîìó òðàíñïîðòó Ho342 è
ðÿäà äðóãèõ âåùåñòâ èç êëåòêè.
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Ðèñ. 1. Ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ìåëàíîìû B16 â ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ)
â ñèíåé è êðàñíîé îáëàñòÿõ ñïåêòðà ñ âûäåëåíèåì êëåòîê SP è íå SP.

Èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíîå îêðàøèâàíèå ñ ïîìîùüþ Ho342 â îòñóòñòâèå (à) è â ïðèñóòñòâèè (á) âåðàïàìèëà. Äîëÿ êëåòîê SP ñîñòàâëÿåò îêîëî 0.9
è 0.1 % îò îáùåãî ÷èñëà êëåòîê â îòñóòñòâèå è ïðèñóòñòâèè âåðàïàìèëà ñîîòâåòñòâåííî; îáùåå êîëè÷åñòâî êëåòîê 100 òûñ., íà ðèñóíêå ïîêàçàíî

30 òûñ. êëåòîê.



Ê ë å ò ê è S P è í å S P ñ î ð ò è ð î â à ë è ñ ïîìîùüþ
ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðèìåòðà ïîñëå êîíòðîëÿ êà÷åñòâà
ñîðòèðîâêè ïî ñòàíäàðòíûì ìèêðîñôåðàì CaliBRITE, ìå-
÷åííûì ðàçíûìè ôëóîðîõðîìàìè (BDIS, ÑØÀ). ×èñòîòà
ñîðòèðóåìûõ ñîáûòèé ñîñòàâëÿëà íå ìåíåå 95 % â êàæ-
äîì èç ýêñïåðèìåíòîâ. Ñîðòèðîâêó êëåòîê ïðîèçâîäèëè â
5-ìèëëèëèòðîâûå ïðîáèðêè (äëÿ ïîñëåäóþùåãî àíàëèçà
ôàç êëåòî÷íîãî öèêëà), èëè íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà (äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ðàçìåðà êëåòîê ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîé ìèêðî-
ñêîïèè), èëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà â ÷àøêàõ Ïåòðè (äëÿ
ïîñëåäóþùåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ è îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñò-
âà ôîêóñîâ gÍ2AÕ). Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå âûïîëíÿëè ñîð-
òèðîâêó â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ.

À í à ë è ç ð à ñ ï ð å ä å ë å í è ÿ ê ë å ò î ê ï î ô à ç à ì
ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à. Ê îòñîðòèðîâàííûì îáðàçöàì
(êîëè÷åñòâî êëåòîê â êàæäîì íå ìåíåå 1�105) äîáàâëÿëè
õîëîäíûé (4 °Ñ) PBS äî êîíöåíòðàöèè (1—2)�106 êë./ìë.
Çàòåì ìåäëåííî, ïðè ïîñòîÿííîì ïîìåøèâàíèè, âëèâàëè
õîëîäíûé ýòàíîë â ñîîòíîøåíèè 2 : 1. Çàôèêñèðîâàííûå
êëåòêè õðàíèëè ïðè 4 °Ñ è àíàëèçèðîâàëè â òå÷åíèå
2 ìåñ.

Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè ñîáèðàëè öåíòðèôóãèðîâàíè-
åì ïðè 200 g â òå÷åíèå 15 ìèí. Ê îñàäêó äîáàâëÿëè
150 ìêë îêðàøèâàþùåãî ðàñòâîðà (PBS ñ äîáàâëåíèåì PI
â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.1 ìã/ìë, 0.1 % Òðèòîíà X-100
è 3.9 % ÝÄÒÀ) è 150 ìêë ðàñòâîðà ÐÍÊàçû (2 ìã/ìë) â
PBS (âñå îò Sigma-Aldrich, ÑØÀ), ïåðåìåøèâàëè è èíêó-
áèðîâàëè â òåìíîòå â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå.

Äëÿ àíàëèçà èñïîëüçîâàëè ïðîòî÷íûé öèòîôëóîðè-
ìåòð FACS Calibur (BDIS, ÑØÀ), îïðåäåëÿÿ ñâåòîðàññåÿ-
íèå è èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè PI, îòðàæàþùåé ñî-
äåðæàíèå ÄÍÊ. Ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ModFit 3.1
(BDIS, ÑØÀ) ñòðîèëè ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êëå-
òîê ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè è îïðåäåëÿëè ðàñ-
ïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà.

Î ö å í ê à ä â ó õ í è ò å â û õ ï î â ð å æ ä å í è é Ä Í Ê
ï î ê î ë è ÷ å ñ ò â ó ô î ê ó ñ î â ô î ñ ô î ð è ë è ð î â à í -
í û õ ã è ñ ò î í î â g H 2 A X. Êëåòêè SP è íå SP ñòåðèëüíî
ñîðòèðîâàëè â êîëè÷åñòâå 2000 ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîãî
öèòîôëóîðèìåòðà íà ïîêðîâíûå ñòåêëà â ÷àøêè Ïåòðè
(3.5 ñì, Corning, ÑØÀ), çàëèâàëè ïîëíûì ðàñòâîðîì
DMEM (3 ìë íà 1 ÷àøêó) è ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëÿëè ïî
ñòåêëó. ×àøêè ïîìåùàëè íà 24 ÷ â CO2-èíêóáàòîð ïðè
37 °Ñ ñ 5%-íûì ñîäåðæàíèåì CO2. Ïîñëå ýòîãî, óáå-
äèâøèñü â òîì, ÷òî íå ìåíåå 90 % êëåòîê â îáåèõ ãðóï-
ïàõ ïðèêðåïèëîñü ê ñòåêëó, èõ ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ
g-èçëó÷åíèÿ (60Ñî) íà óñòàíîâêå «Ëó÷-1» (Ðîññèÿ) â äîçå
3.0 Ãð (ìîùíîñòü äîçû 3.1 Ãð/ìèí). ×åðåç 1 ÷ êëåòêè
ôèêñèðîâàëè â ñâåæåïðèãîòîâëåííîì ðàñòâîðå ôîð-
ìàëüäåãèäà (3.7 % â PBS) â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå è çàòåì îòìûâàëè â PBS òðèæäû ïî
5 ìèí. Ïåðìåàáèëèçàöèþ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ
0.5%-íîãî Triton X-100 (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) â òå÷åíèå
10 ìèí ïðè –20 °Ñ ñ ïîñëåäóþùåé îòìûâêîé â PBS òðèæ-
äû ïî 5 ìèí.

Äàëåå êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ìûøèíûìè àíòèòåëàìè
ê gH2AX (Millipore, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 1000 â ñìåñè
PBS, Tween-20 (0.1 %) è áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáó-
ìèíà (BSA) (0.5 %) â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 37 °Ñ. Çàòåì êëåòêè
îòìûâàëè â ýòîì æå ðàñòâîðå òðèæäû ïî 5 ìèí è èíêóáè-
ðîâàëè ñ àíòèòåëàìè, ìå÷åííûìè Alexa 488, ê èììóíî-
ãëîáóëèíàì ìûøè (Sigma, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 1000 è
êðàñèòåëåì Ho258 (Calbiochem, ÑØÀ) â êîíå÷íîé êîí-
öåíòðàöèè 2 ìêã/ìë. Ïîñëå 3-êðàòíîé îòìûâêè â ñìåñè

PBS, Tween-20 è BSA êëåòêè áûñòðî ïðîìûâàëè â äèñ-
òèëëèðîâàííîé âîäå è ïîìåùàëè â ñðåäó MOUNT-QU-
ICK (Daido Sangyo CO., LTD, ßïîíèÿ) äëÿ ïîñëåäóþùåãî
ìèêðîñêîïèðîâàíèÿ. Èñïîëüçîâàëè êîíôîêàëüíûé ëàçåð-
íûé ñêàíèðóþùèé ìèêðîñêîï Leica 4000 TCS SPE (Leica
Microsystems, Ãåðìàíèÿ) ñî ñïåêòðàëüíîé äåòåêöèåé íà
ìíîãîêàíàëüíîì àíàëèçàòîðå. Èñòî÷íèêîì âîçáóæäåíèÿ
ñëóæèëè òâåðäîòåëüíûå ëàçåðû âûñîêîé ìîùíîñòè ñ äëè-
íîé âîëíû âîçáóæäåíèÿ 488 íì (äëÿ àíàëèçà gH2AX-ôî-
êóñîâ) è 405 íì (äëÿ àíàëèçà ÄÍÊ). Äèàïàçîí ðåãèñòðà-
öèè ôëóîðåñöåíöèè áûë çàäàí â ïðåäåëàõ 520—580 íì
äëÿ ëàçåðà 488 íì è 410—505 íì äëÿ ëàçåðà 405 íì. Îáðà-
áîòêó ïîëó÷åííûõ èçîáðàæåíèé ïðîâîäèëè â ïðîãðàììå
Imaris 7.2.3 (Bitplane AG, Øâåéöàðèÿ). Ñ÷èòàëè êîëè÷åñò-
âî gH2AX-ôîêóñîâ, îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè â îáëàñòè
ÿäåð.

Î ï ð å ä å ë å í è å ð à ç ì å ð à ê ë å ò î ê. Èññëåäîâàëè
êëåòêè ìåëàíîìû B16 (SP è íå SP), ïðåäâàðèòåëüíî îò-
ñîðòèðîâàííûå ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðèìåòðà
íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà è çàôèêñèðîâàííûå â ìåòàíîëå ïî
ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó. Ôîòîãðàôèè ïîëó÷àëè ñ ïî-
ìîùüþ ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî êîíôîêàëüíîãî ìèêðî-
ñêîïà Leica TCS SPE DMI 4000B â ðåæèìå ñâåòîâîãî
ïîëÿ (TL-BF). Ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû Lei-
ca LAS AF Lite 2.1.1 èçìåðÿëè ïëîùàäü ìàêñèìàëüíîãî
ñðåçà êëåòîê. Óñëîâíî ïðèíÿâ ñðåçû êëåòîê çà îêðóæíî-
ñòè, ïî ôîðìóëå äëÿ ïëîùàäè êðóãà (pR2) ðàññ÷èòûâàëè
ðàäèóñû êëåòîê. Ñ ïîìîùüþ ïîëó÷åííûõ çíà÷åíèé ïî
ôîðìóëå îáúåìà øàðà (4/3�pR3) îïðåäåëÿëè îáúåìû èñ-
ñëåäóåìûõ êëåòîê.

Î ï ð å ä å ë å í è å ê î í ö å í ò ð à ö è è N O. Èñïîëüçî-
âàëè çîíä DAF-2DA (4,5-diaminofluorescein-2diacetate)
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ), êîòîðûé ðåàãèðóåò ñ NO ñ îáðàçî-
âàíèåì ôëóîðåñöèðóþùåãî ïðîäóêòà ÄÀÔ-òðèàçîëà
(DAF-2T). Ïîêàçàíî, ÷òî â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíò-
ðàöèé èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÄÀÔ-òðèàçîëà ïî-
ëîæèòåëüíî êîððåëèðóåò ñ âíóòðèêëåòî÷íûì ñîäåðæàíè-
åì NO (Nagano, Yoshimura, 2001). Êëåòêè ìåëàíîìû ñíè-
ìàëè ñ ïîäëîæêè, ñ÷èòàëè èõ êîíöåíòðàöèþ â êàìåðå
Ãîðÿåâà è ãîòîâèëè àëèêâîòû ïî 5�105 êëåòîê. Êëåòêè
öåíòðèôóãèðîâàëè 5 ìèí ïðè 200 g, ê îñàäêó äîáàâëÿëè
0.5 ìë ñðåäû DMEM áåç ñûâîðîòêè, 1 ìêë DAF-2DA
(5 ìÌ â DMSO, Sigma-Aldrich, ÑØÀ) è êðàñèòåëü Ho342
â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 5 ìêã/ìë. Ê ÷àñòè êëåòîê äîáàâ-
ëÿëè íèòðîïðóññèä íàòðèÿ â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
10 ìÌ, ÿâëÿþùèéñÿ äîíîðîì NO, äëÿ êîíòðîëÿ ôëóîðåñ-
öåíöèè DAF-2T . Ê ÷àñòè ïðîá çà 15 ìèí äî âíåñåíèÿ
DAF-2DA è Ho342 äîáàâëÿëè âåðàïàìèë äî êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 25 ìêã/ìë äëÿ êîíòðîëÿ îïðåäåëåíèÿ
SP. Âñå óêàçàííûå ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè 60 ìèí ïðè
37 °Ñ è ïåðèîäè÷åñêîì ïåðåìåøèâàíèè. Äëÿ èñêëþ÷åíèÿ
èç àíàëèçà ìåðòâûõ è ïîãèáàþùèõ êëåòîê äîáàâëÿëè PI â
êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 2 ìêã/ìë. Êàæäûé îáðàçåö ôèëü-
òðîâàëè ñ ïîìîùüþ íåéëîíîâîãî ôèëüòðà ñ äèàìåòðîì
ïîð 40 ìêì. Êëåòêè õðàíèëè ïðè 4 °Ñ íå áîëåå 30 ìèí è
àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðèìåòðà.
Ôëóîðåñöåíöèþ Íî342 èçìåðÿëè â êðàñíîé (675 � 20 íì)
è ñèíåé (424 � 20 íì) îáëàñòÿõ ñïåêòðà, âîçáóæäàÿ ñâå-
òîì 364 íì, êàê îïèñàíî âûøå. Ôëóîðåñöåíöèþ DAF-2T
ðåãèñòðèðîâàëè ïðè äëèíå âîëíû 525 � 30 íì (âîçáóæäà-
ëè ïðè 488 íì). Â êàæäîé ïðîáå àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå
200 òûñ. êëåòîê. Ïîëó÷åííûå äàííûå îáðàáàòûâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû CellQuestPro: âûäåëÿëè ðåãèîíû êëå-
òîê SP è íå SP, êàê îïèñàíî âûøå, è àíàëèçèðîâàëè
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè DAF-2T, ïî êîòîðîé ñóäè-

Ìåõàíèçìû ðàäèîðåçèñòåíòíîñòè êëåòîê SP êóëüòóðû ìûøèíîé ìåëàíîìû B16 555



ëè î âíóòðèêëåòî÷íîì ñîäåðæàíèè NO â âûäåëåííûõ
êëåòêàõ.

Ïî ðåçóëüòàòàì 3 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ ðàñ-
ñ÷èòûâàëè ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè DAF-2T â êëåòêàõ SP è íå SP. Äëÿ ñðàâíèòåëüíîé
îöåíêè êîíöåíòðàöèè NO ñðåäíþþ èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè DAF-2T â êàæäîé ïîïóëÿöèè îòíîñèëè ê ñðåä-
íåìó îáúåìó êëåòêè è âûðàæàëè â îòí. åä. íà 1 ìêì3. Ñòà-
òèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ âûïîë-
íÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì Origin 6.0 (MicroCal Software,
ÑØÀ) è Statistica 6.0 (StatSoft, Inc., ÑØÀ), èñïîëüçóÿ íå-
ïàðàìåòðè÷åñêèé êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè. Ðåçóëüòàòû
ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è èõ ñðåäíåñòàòè-
ñòè÷åñêîé îøèáêè.

Ðåçóëüòàòû

Äîëÿ êëåòîê SP â êóëüòóðå êëåòîê ìåëàíîìû Â16 â
óñëîâèÿõ 80 % êîíôëþýíòíîñòè ñîñòàâèëà 0.9 � 0.2 %,
÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ èìåþùèìèñÿ â çàðóáåæíîé ëèòåðàòóðå
äàííûìè (Dou et al., 2009).

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å ê ë å ò î ê ï î ô à ç à ì ê ë å ò î ÷ -
í î ã î ö è ê ë à. Ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü îòñîðòèðî-
âàííûõ êëåòîê SP è íå SP â ëîãàðèôìè÷åñêîé ñòàäèè ðîñ-
òà îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ïî ñóì-
ìàðíîé äîëå êëåòîê â ôàçàõ S, G2 è M (ðèñ. 2).
Íåîäíîêðàòíûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî áîëüøèíñò-
âî êëåòîê íå SP íàõîäèòñÿ â ôàçå S èëè G2/M (ñóììàðíàÿ
äîëÿ òàêèõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà 61 � 6 %), â òî âðåìÿ êàê
äëÿ êëåòîê SP ýòîò ïîêàçàòåëü ñîñòàâëÿë òîëüêî 15 � 4 %
(P < 0.01). Òàêèì îáðàçîì, áîëüøèíñòâî (85 � 4 %) êëå-
òîê SP íàõîäèëîñü â ôàçàõ G1 è G0. È õîòÿ èñïîëüçî-
âàííûé ìåòîä íå ïîçâîëÿåò òî÷íî ðàçäåëèòü ôðàêöèè

ïðîëèôåðèðóþùèõ è ïîêîÿùèõñÿ êëåòîê èçó÷àåìûõ ïî-
ïóëÿöèé, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î
ñóùåñòâåííûõ ðàçëè÷èÿõ â ðàñïðåäåëåíèè êëåòîê SP è íå
SP ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà, à òàêæå î ñîñòîÿíèè îòíî-
ñèòåëüíîãî ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîêîÿ êëåòîê SP.

Ä â ó õ í è ò å â û å ï î â ð å æ ä å í è ÿ Ä Í Ê ä î è ï î ñ -
ë å î á ë ó ÷ å í è ÿ ê ë å ò î ê. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïðåä-
ñòàâëåíû â òàáë. 1 è íà ðèñ. 3. Àíàëèç êîëè÷åñòâà ôîêó-
ñîâ gH2AX, ïðîèçâåäåííûé ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Statis-
tica 6.0 ïî êðèòåðèþ Ìàííà—Óèòíè, âûÿâèë ðàçëè÷èÿ (P
< 0.05) ìåæäó ñëåäóþùèìè ãðóïïàìè êëåòîê: êîíòðîëü-
íûå êëåòêè SP è íå SP (P = 0.047); SP è íå SP ïîñëå îáëó-
÷åíèÿ â äîçå 3 Ãð (P = 0.004); SP êîíòðîëüíûå è ïîñëå îá-
ëó÷åíèÿ â òîé æå äîçå (P = 0.0004); íå SP êîíòðîëüíûå è
ïîñëå îáëó÷åíèÿ (P < 0.0001).

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ñäåëàòü íåñêîëüêî âûâîäîâ:
âî-ïåðâûõ, â îòñóòñòâèå îáëó÷åíèÿ äëÿ êëåòîê SP õàðàê-
òåðíî çíà÷èìî áîëüøåå êîëè÷åñòâî äâóõíèòåâûõ ïîâðåæ-
äåíèé ÄÍÊ, ÷åì äëÿ íå SP-êëåòîê; âî-âòîðûõ, îáëó÷åíèå
èçìåíÿåò, à èìåííî óâåëè÷èâàåò, êîëè÷åñòâî gH2AX-ôî-
êóñîâ â îáåèõ ãðóïïàõ; â-òðåòüèõ, äåéñòâèå îáëó÷åíèÿ
ïðîÿâëÿåòñÿ çíà÷èòåëüíî ñèëüíåå â ãðóïïå êëåòîê íå SP:
êîëè÷åñòâî gH2AX-ôîêóñîâ óâåëè÷èâàåòñÿ â 10 ðàç è ñî-
ñòàâëÿåò 40.3 â ñðåäíåì íà êëåòêó. Â êëåòêàõ SP êîëè-
÷åñòâî gH2AX-ôîêóñîâ ïîñëå îáëó÷åíèÿ âñåãî â 3 ðàçà
áîëüøå êîíòðîëüíîãî çíà÷åíèÿ è ñîñòàâëÿåò 24.4 â ñðåä-
íåì íà êëåòêó.

Ê î í ö å í ò ð à ö è ÿ N O â ê ë å ò ê à õ. Ñðåäíèå çíà÷å-
íèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè DAF-2T â êëåòêàõ SP
è íå SP ìåëàíîìû, ïîëó÷åííûå èç ìíîãîêðàòíûõ èçìåðå-
íèé, ñîñòàâèëè 1464 è 1892 îòí. åä. ñîîòâåòñòâåííî
(P < 0.05) (òàáë. 2). Ïîñêîëüêó èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè çàâèñèò îò ðàçìåðà êëåòîê, ïîëó÷åííûå äàííûå
ïðîàíàëèçèðîâàëè ñ ó÷åòîì îáúåìà êëåòîê êàæäîé ïîïó-
ëÿöèè. Ñðåäíèé îáúåì êëåòîê SP è íå SP ìåëàíîìû Â16
ñîñòàâëÿë 972 è 1845 ìêì3 ñîîòâåòñòâåííî (P = 0.001). Òà-
êèì îáðàçîì, ñðåäíÿÿ êîíöåíòðàöèÿ NO â 1 ìêì3 êëåòêè
ñîñòàâèëà 1.51 îòí. åä. äëÿ SP è 1.03 äëÿ íå SP (Ð < 0.05).

Îáñóæäåíèå

Êàê ïîêàçûâàþò ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ, ÎÑÊ
â ðàçëè÷íûõ ìîäåëüíûõ ñèñòåìàõ îáëàäàþò áîëåå âûñî-
êîé ðåçèñòåíòíîñòüþ ê äåéñòâèþ ðåäêîèîíèçèðóþùåãî
èçëó÷åíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ îñòàëüíîé ìàññîé êëåòîê (Bau-
mann et al., 2008; Woodward, Bristow, 2009). Íåäàâíî ýòî
ñâîéñòâî áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî íàìè â îòíîøåíèè
SP ìåëàíîìû Â16 ñ ïîìîùüþ òðàäèöèîííîãî ìåòîäà
îöåíêè âûæèâàåìîñòè êëåòîê (Ìàò÷óê è äð., 2012), îäíà-

556 Î. Í. Ìàò÷óê è äð.

Ðèñ. 2. Òèïè÷íûå ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ îòñîðòèðîâàííûõ êëåòîê äâóõ ïîïóëÿöèé ìåëàíîìû B16 ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè èîäèñòîãî ïðîïèäèÿ (PI).

à — íå SP; á — SP.

Ò à á ë è ö à 1

Êîëè÷åñòâî ôîêóñîâ gH2AX â êëåòêàõ äî è ÷åðåç 1 ÷
ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 3 Ãð

Ïîïóëÿöèÿ
êëåòîê

Ñðåäíåå êîëè÷åñòâî ôîêóñîâ gH2AX

äî îáëó÷åíèÿ ïîñëå îáëó÷åíèÿ

SP 7.2 � 1.6 24.4 � 3.7

Íå SP 4.0 � 1.3 40.3 � 3.4

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Â êàæäîé ãðóïïå ïðîàíàëèçèðîâàíî 20—35 êëåòîê;
çäåñü è â òàáë. 2 äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ ñðåäíåñòàòèñòè÷åñêàÿ
îøèáêà. Ðàçëè÷èÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìû ìåæäó âñåìè ãðóïïàìè ïðè
Ð < 0.05 ïî êðèòåðèþ Ìàííà—Óèòíè.



êî ìåõàíèçìû âûñîêîé ðàäèîðåçèñòåíòíîñòè ýòîé ïîïó-
ëÿöèè îñòàâàëèñü íåÿñíûìè. Ïîýòîìó â äàííîé ðàáîòå
èçó÷åí ðÿä ôàêòîðîâ, êîòîðûå, ïî îáùåïðèíÿòûì ïðåä-
ñòàâëåíèÿì, îêàçûâàþò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà ðàäèî-
÷óâñòâèòåëüíîñòü ðàçëè÷íûõ êëåòîê è ìîãóò îáóñëîâëè-
âàòü áîëåå âûñîêóþ ðàäèîðåçèñòåíòíîñòü êëåòîê SP, ÷åì
íå SP.

Â ÷àñòíîñòè èçâåñòíî, ÷òî ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê çàâèñèò îò ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è ðàçëè-
÷àåòñÿ â ðàçíûõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà. Â ñâÿçè ñ ýòèì â
äàííîé ðàáîòå ñðàâíèâàëè ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê SP è íå
SP ïî ôàçàì öèêëà. Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì äàííûì, êëåò-
êè SP â îñíîâíîì íàõîäÿòñÿ â ôàçàõ G0 è G1 (85 %), â òî
âðåìÿ êàê êëåòêè íå SP — â ôàçàõ S, G2 è M (61 %), ïðè-
÷åì îêîëî 20 % èç íèõ — â S-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà, â òî
âðåìÿ êàê ó êëåòîê SP äîëÿ S-ôàçû åäâà äîñòèãàåò 1 %.
Õîòÿ èñïîëüçîâàííûé íàìè ïîäõîä íå ïîçâîëÿåò òî÷íî
îïðåäåëèòü ôðàêöèþ ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê, ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ñîñòîÿíèè îòíîñè-
òåëüíîãî ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîêîÿ êëåòîê SP ìåëàíîìû.
Ýòè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ãèïîòåçîé î òîì, ÷òî äëÿ ÎÑÊ
õàðàêòåðíî ñîñòîÿíèå ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîêîÿ, êàê è äëÿ
ñòâîëîâûõ êëåòîê íîðìàëüíûõ òêàíåé (Yi et al., 2012).

Ïðè ýòîì ñëåäóåò îòìåòèòü íåìíîãî÷èñëåííîñòü äàííûõ
ëèòåðàòóðû î ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÎÑÊ â öåëü-
íîé êóëüòóðå îïóõîëåâûõ êëåòîê (íåñìîòðÿ íà îáèëèå
äàííûõ î âûñîêîì ïðîëèôåðàòèâíîì ïîòåíöèàëå ýòèõ
êëåòîê, óñòàíîâëåííîì ïî êðèòåðèÿì êîëîíèåîáðàçîâà-
íèÿ in vitro è ôîðìèðîâàíèÿ îïóõîëåâîãî î÷àãà in vivo ïî-
ñëå ñîðòèðîâêè ÎÑÊ). Ðåçóëüòàòû áîëüøèíñòâà èññëåäî-
âàíèé äðóãèõ àâòîðîâ ñâèäåòåëüñòâóþò î íèçêîé ïðîëè-
ôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÎÑÊ (Buczacki et al., 2011; Li,
Bhatia, 2011). Òî æå ïîêàçàíî è â íàñòîÿùåé ðàáîòå â îò-
íîøåíèè êëåòîê SP.

Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî êëåòêè íàèáîëåå ðàäèî÷óâñòâè-
òåëüíû âî âðåìÿ íàõîæäåíèÿ â ôàçàõ M è G2 êëåòî÷íîãî
öèêëà. Ôàçû G0 è G1 ÿâëÿþòñÿ îòíîñèòåëüíî ðàäèîðåçè-
ñòåíòíûìè, à ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê â S-ôàçå äî-
ñòàòî÷íî ñèëüíî èçìåíÿåòñÿ, äîñòèãàÿ ìàêñèìóìà â ðàí-
íåé S-ôàçå è ìèíèìóìà — â ïîçäíåé (ßðìîíåíêî, Âàé-
íñîí, 2004; Kim et al., 2012). Áîëüøèíñòâî êëåòîê SP
(â îòëè÷èå îò íå SP) íàõîäèòñÿ â îòíîñèòåëüíî ðàäèîðå-
çèñòåíòíûõ ôàçàõ (G0/G1). Â òî æå âðåìÿ â íå SP çíà÷èòå-
ëüíî áîëüøå êëåòîê â ðàäèî÷óâñòâèòåëüíûõ ôàçàõ G2 è
M. Òàêèì îáðàçîì, ðàçëè÷èå â ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòè
êëåòîê SP è íå SP, ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòè÷íî, ìîæåò
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Ðèñ. 3. Ôîòîãðàôèè êëåòîê SP (à, á) è íå SP (â, ã) ìåëàíîìû B16 äî îáëó÷åíèÿ (à, â) è ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 3 Ãð (á, ã). Ëàçåðíàÿ
êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Êëåòêè ìå÷åíû àíòèòåëàìè ê ôîñôîðèëèðîâàííûì ãèñòîíàì gH2AX.

Ò à á ë è ö à 2

Ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà êëåòîê SP è íå SP ïî îáùåìó ñîäåðæàíèþ
è êîíöåíòðàöèè NO

Ïîïóëÿöèÿ êëåòîê Îáúåì êëåòîê, ìêì3 Cîäåðæàíèå NO, îòí. åä. [NO] â 1 ìêì3, îòí. åä.

SP 972 � 84 1464 � 59 1.51 � 0.06

Íå SP 1845� 228 1892 � 18 1.03 � 0.1

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó SP è íå SP ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìû ïðè P < 0.05 ïî âñåì
óêàçàííûì â òàáëèöå ïàðàìåòðàì.



îáúÿñíÿòüñÿ ðàçíûì ðàñïðåäåëåíèåì êëåòîê èçó÷àåìûõ
ïîïóëÿöèé ïî ôàçàì öèêëà.

Óêàçàííûå ðàçëè÷èÿ â ñòðóêòóðå èçó÷àåìûõ ïîïóëÿ-
öèé ñîãëàñóþòñÿ òàêæå è ñ ðàçíûì êîëè÷åñòâîì ôîêóñîâ
gH2AX, ôîðìèðóþùèõñÿ â êëåòêàõ SP è íå SP â îòâåò íà
äâóõíèòåâûå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 3
Ãð. Òàê, êîëè÷åñòâî ôîñôîãèñòîíîâûõ ôîêóñîâ â êëåòêàõ
íå SP âîçðàñòàåò â 10 ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûì è
çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàåò òàêîâîå â ïîïóëÿöèè SP ïîñëå
îáëó÷åíèÿ. Â òî æå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî êîëè÷åñòâî ðàäè-
àöèîííî-èíäóöèðîâàííûõ ôîêóñîâ gH2AX â 2—3 ðàçà
âûøå ïðè îáëó÷åíèè êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçå G2, ÷åì
â G1 (Kato et al., 2009). Ïîýòîìó íåóäèâèòåëüíî, ÷òî â ïî-
ïóëÿöèè SP, ñîäåðæàùåé â îñíîâíîì êëåòêè â ôàçå G0/G1,
âîçíèêàåò ìåíüøåå êîëè÷åñòâî òàêèõ ôîêóñîâ, ÷åì â íå
SP. ×àñòè÷íî ýòè ðàçëè÷èÿ ìîãóò áûòü òàêæå îáóñëîâëå-
íû ñîñòîÿíèåì ïîêîÿ êëåòîê SP, ïðè êîòîðîì ðàçìåðû
êëåòîê è ÿäåð ìåíüøå, êîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà è äîëÿ ãå-
òåðîõðîìàòèíà âûøå, ÷òî òàêæå ñíèæàåò ýôôåêòèâíîñòü
îáðàçîâàíèÿ ôîêóñîâ. Èçâåñòíî, ÷òî ôîñôîðèëèðîâàíèå
ãèñòîíîâ H2AX ãîðàçäî àêòèâíåå ïðîèñõîäèò â ó÷àñòêàõ
ýóõðîìàòèíà ïî ïðè÷èíå åãî áîëüøåé äîñòóïíîñòè äëÿ
ñîîòâåòñòâóþùèõ ôåðìåíòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ ãåòåðîõðî-
ìàòèíîì (Kinner et al., 2008). Êðîìå òîãî, ñëåäóåò ó÷èòû-
âàòü òàêæå äàííûå î çàùèòíîì äåéñòâèè ãèñòîíîâûõ áåë-
êîâ â ñîñòàâå ãåòåðîõðîìàòèíà êàê ïåðåõâàò÷èêîâ ðàäèêà-
ëîâ, âîçíèêàþùèõ ïðè ðàäèàöèîííîì âîçäåéñòâèè è
ïîâðåæäàþùèõ ÄÍÊ (Falk et al., 2010).

Îäíàêî íåçàâèñèìî îò ïðè÷èí, îáúÿñíÿþùèõ ðàçíóþ
ýôôåêòèâíîñòü èíäóêöèè ôîêóñîâ gH2AX â SP è íå SP,
ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî êîëè÷å-
ñòâî ðàäèàöèîííî-èíäóöèðîâàííûõ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ
ìåíüøå â êëåòêàõ SP ïî ñðàâíåíèþ ñ íå SP, è ýòîò ôàêò
ìîæåò ÷àñòè÷íî îáúÿñíÿòü áîëåå âûñîêóþ ðàäèîðåçè-
ñòåíòíîñòü SP ïî êðèòåðèþ âûæèâàåìîñòè.

Îäíèì èç âàæíåéøèõ ôàêòîðîâ, îïðåäåëÿþùèõ ðà-
äèî÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê, ÿâëÿåòñÿ èõ îêèñëèòåëü-
íî-âîññòàíîâèòåëüíîãî ñîñòîÿíèå, êîòîðîå ìîæíî îöåíè-
âàòü ïî ðàçëè÷íûì ïîêàçàòåëÿì, â òîì ÷èñëå ïî êîëè÷åñò-
âó ðåàêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà è àçîòà. Ïðè ýòîì âàæíî
íå ñòîëüêî èõ îáùåå ñîäåðæàíèå â êëåòêå, ñêîëüêî êîí-
öåíòðàöèÿ, ïîñêîëüêó èìåííî ïîñëåäíÿÿ îïðåäåëÿåò ñêî-
ðîñòü ïðîòåêàíèÿ áèîõèìè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Îäíàêî,
ñóäÿ ïî èìåþùåéñÿ ëèòåðàòóðå, ÎÑÊ ïðàêòè÷åñêè íå èñ-
ñëåäîâàíû â ýòîì îòíîøåíèè. Ïî íàøèì äàííûì, êîíöåí-
òðàöèÿ NO çíà÷èìî âûøå â SP, ÷åì â íå SP. Ó÷èòûâàÿ òî,
÷òî NO è ïðîäóêòû åãî îêèñëåíèÿ ïîâðåæäàþò ÄÍÊ, èí-
ãèáèðóþò ôåðìåíòû ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ (Mar-
nett, 2000) è èõ êîëè÷åñòâî êîððåëèðóåò ñ ãåíåòè÷åñêîé
íåñòàáèëüíîñòüþ êëåòîê (Çàìóëàåâà è äð., 2007), íåóäè-
âèòåëüíî, ÷òî êîëè÷åñòâî ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ äî îáëó÷å-
íèÿ âûøå èìåííî â êëåòêàõ SP. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ïîêàçûâàþò ïåðñïåêòèâíîñòü äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ
ðîëè NO êàê ôàêòîðà ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê SP è
íå SP. Â ÷àñòíîñòè, ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ ñðàâíèòåëüíàÿ
îöåíêà ðàäèàöèîííî-èíäóöèðîâàííûõ èçìåíåíèé êîí-
öåíòðàöèè NO â ýòèõ êëåòêàõ, ïîñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî
NO àêòèâíî ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè ïðîöåññîâ êëåòî÷íîé
ãèáåëè è ïðè îïðåäåëåííûõ îáñòîÿòåëüñòâàõ ñïîñîáåí
ïîäàâëÿòü àïîïòîç ðàçíûõ êëåòîê (Beltran et al., 2002; Ma-
hidhara et al., 2003).

Òàêèì îáðàçîì, ïîêàçàíû ðàçëè÷èÿ êëåòîê ïîïó-
ëÿöèé ìåëàíîìû ëèíèè Â16 ïî ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíî-
ñòè, êîëè÷åñòâó ñïîíòàííûõ è ðàäèàöèîííî-èíäóöèðî-
âàííûõ ôîêóñîâ gH2AX è êîíöåíòðàöèè NO. Îáíàðóæåí-

íûå îñîáåííîñòè êëåòîê SP (îòíîñèòåëüíî íèçêàÿ ïðîëè-
ôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü, íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ðàäèàöè-
îííî-èíäóöèðîâàííûõ ôîêóñîâ gH2AX è âûñîêàÿ êîí-
öåíòðàöèÿ NO) îáúÿñíÿþò èõ áîëåå âûñîêóþ ðàäèîðåçè-
ñòåíòíîñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ îñòàëüíûìè êëåòêàìè.
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RADIORESISTANCE MECHANISMS OF SIDE POPULATION CELLS

IN MOUSE MELANOMA CELL LINE B16

O. N. Matchuk,1 I. A. Zamulaeva, O. A. Kovalev, A. S. Saenko

Medical Radiological Research Center of the Ministry of Health of the Russian Federation, Obninsk;
1 e-mail: matchyk@mail.ru

As it was shown by us earlier, side population (SP) cells are more resistant to the low-LET radiation than
the other part of mouse melanoma B16 cells (Matchuk et al., 2012). The aim of our research was finding some
mechanisms of radioresistance, therefore we analyzed SP and nonSP cell cycle distribution, spontaneous and
radiation induced DNA double-strand breaks (number of gH2AX foci) and intracellular NO concentration. The
results indicate that SP cells have significantly less DNA double-strand breaks after irradiation at dose of 3 Gy
than nonSP cells (24.4 vs 40.3, accordingly, P < 0.05 Mann—Whitney U criterion). SP cells are more quiescent
compared to nonSP G1/G0-fraction is 85 vs 39 %, accordingly, P < 0.01 Mann—Whitney U criterion). Most
nonSP cells reside in S, G2/M phases (61 %), believed to be rather radiosensitive. Thus, the difference of SP
and nonSP cells radiosensitivity can be partly explained by peculiarities of cell cycle distribution. NO concent-
ration is 1.5 times higher in SP than nonSP cells (P < 0.05 Mann—Whitney U criterion); since it is known that
NO inhibits apoptosis, being one of the mechanisms of genetic stability maintenance, greater number of sponta-
neous DNA double-strand breaks in SP cells is unsurprising (P < 0.05 Mann—Whitney U criterion). The abo-
ve-listed results explain considerably the higher resistance of SP cells to the action of low-LET radiation in
comparison with other melanoma B16 cells. Further study of this question can become the basis for develop-
ment of tools to target SP cells and, ultimately, more effective cancer treatment.

K e y w o r d s: side population, melanoma B16, cell cycle, H2AX foci, nitric oxide.
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