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Ïðè äåéñòâèè ãåíîòîêñè÷åñêèõ àãåíòîâ êëåòêè àêòèâèðóþò ñèãíàëüíûå ïóòè, ó÷àñòâóþùèå â ðàñïî-
çíàâàíèè ÄÍÊ-ïîâðåæäåíèé, ôîðìèðîâàíèè ôîêóñîâ ðåïàðàöèè è îñòàíîâêå â êëåòî÷íîì öèêëå (÷åê-
ïîéíò-îòâåò). Âñå ýòè ñèãíàëüíûå ïóòè êîîðäèíèðóþòñÿ ñåíñîðíûìè êèíàçàìè ÀÒÌ è ATR. Â îòëè÷èå
îò ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ìûøè (ìÝÑÊ) íå èìåþò ôóíêöèîíàëüíîé
êîíòðîëüíîé òî÷êè â ôàçå G1 è ïîäâåðãàþòñÿ òîëüêî âðåìåííîé çàäåðæêå íà ãðàíèöå ôàç G2/M. Â íàñòî-
ÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè ñïîñîáíîñòü ìÝÑÊ ðàñïîçíàâàòü ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è ôîðìèðîâàòü ôîêóñû
ðåïàðàöèè ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî îáëó÷åíèå âûçûâàåò â ìÝÑÊ àêòèâàöèþ êèíàç ÀÒÌ
(Ser1981) è ATR (Ser428), êîòîðûå çàòåì ôîñôîðèëèðóþò êëþ÷åâóþ ìèøåíü â ñîçäàíèè ðåïàðàòèâíûõ
ôîêóñîâ ãèñòîíà Í2ÀÕ ñ îáðàçîâàíèåì ôîêóñîâ gÍ2ÀÕ. Ñîâìåñòíî ñ ôîêóñàìè gÍ2ÀÕ, ìàðêèðóþùè-
ìè ðàçðûâû ÄÍÊ, áûëè îáíàðóæåíû áåëêè, ó÷àñòâóþùèå â ðåïàðàöèè, — Rad51 è DNA-PK, à òàêæå
âàæíûé ðåãóëÿòîð ÷åêïîéíò-îòâåòà 53BP1. Ñ ïîìîùüþ èíãèáèòîðîâ êèíàç ÀÒÌ, ATR, Chk1 è Chk2 áû-
ëî ïîêàçàíî, ÷òî âêëàä ñèãíàëüíîãî êàñêàäà ATR/Chk1 â ðåãóëÿöèþ êëåòî÷íîãî öèêëà è âûæèâàåìîñòü
ìÝÑÊ ïîñëå îáëó÷åíèÿ áîëüøå, ÷åì ATM/Chk2, òàê êàê ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ATR-Chk1 (â îòëè÷èå îò
ATM/Chk2) óñèëèâàåò äåéñòâèå îáëó÷åíèÿ ìÝÑÊ. Òàêèì îáðàçîì, ìÝÑÊ ñïîñîáíû ê ðàñïîçíàâàíèþ ïî-
âðåæäåíèé ÄÍÊ è ôîðìèðîâàíèþ ðåïàðàòèâíûõ ôîêóñîâ, îäíàêî ìåõàíèçìû èõ êëåòî÷íîãî îòâåòà íà
ãåíîòîêñè÷åñêîå âîçäåéñòâèå ñóùåñòâåííî îòëè÷àþòñÿ îò ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ìûøè, ðàçðûâû ÄÍÊ, ATM, ATR, gÍ2ÀÕ,
ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÝÑÊ — ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè.

Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ìûøè (ìÝÑÊ)
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óíèêàëüíóþ êëåòî÷íóþ ïîïóëÿöèþ,
òàê êàê îáëàäàþò äâóìÿ âàæíûìè ñâîéñòâàìè — ñàìîîá-
íîâëåíèåì è ïëþðèïîòåíòíîñòüþ, ò. å. ñïîñîáíîñòüþ îá-
ðàçîâûâàòü âñå òèïû êëåòîê âçðîñëîãî îðãàíèçìà. Ñîîò-
âåòñòâåííî ïîääåðæàíèå ñòàáèëüíîñòè ãåíîìà ìÝÑÊ
îáåñïå÷èâàåòñÿ ôóíêöèîíèðîâàíèåì òîíêèõ ìåõàíèçìîâ,
êîíòðîëèðóþùèõ ðàñïîçíàâàíèå è ðåïàðàöèþ ïîâðåæäåíèé
ÄÍÊ. Âûñîêàÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ìÝÑÊ ñîçäàåò
îïðåäåëåííûå îãðàíè÷åíèÿ â ýôôåêòèâíîñòè äåòåêöèè è ðå-
ïàðàöèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ. Êðîìå òîãî, ìÝÑÊ íå èìåþò
ôóíêöèîíàëüíîé êîíòðîëüíîé òî÷êè íà ãðàíèöå ôàç G1/S
êëåòî÷íîãî öèêëà è ïîäâåðãàþòñÿ òîëüêî âðåìåííîìó áëîêó
íà ãðàíèöå ôàç G2/M (Ìàëàøè÷åâà è äð., 2002; Becker et al.,
2006; Chuykin et al., 2008), ÷òî íå ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü
áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà G1/S äëÿ ïîëíîöåííîé ðåïàðàöèè
ïîâðåæäåíèé. Ïîýòîìó ðàñïîçíàâàíèå ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ â
ìÝÑÊ äîëæíî ïðîèñõîäèòü îäíîâðåìåííî ñ ðåïëèêàöèåé
ÄÍÊ, ÷òî òðåáóåò âûñîêîé ñòåïåíè òî÷íîñòè è íàäåæíîñòè
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýòèõ ìåõàíèçìîâ.

Ðàñïîçíàâàíèå ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ íà÷èíàåòñÿ ñ àêòè-
âàöèè êèíàçíûõ ïóòåé, êîíòðîëèðóåìûõ êàñêàäàìè
ÀÒÌ/Chk2 è ATR/Chk1, è ôîðìèðîâàíèÿ òàê íàçûâàåìûõ

ðåïàðàòèâíûõ ôîêóñîâ, ò. å. ó÷àñòêîâ ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ,
â êîòîðûõ àêêóìóëèðóþòñÿ áåëêè, ó÷àñòâóþùèå â ðåïàðà-
öèè, è ôóíêöèîíàëüíî ñâÿçàííûå áåëêè. Ðàíåå ñ÷èòàëîñü,
÷òî êèíàçû ATM è ATR ñòðîãî àêòèâèðóþòñÿ â îòâåò íà
ïîÿâëåíèå ðàçëè÷íûõ àáåððàíòíûõ ñòðóêòóð ÄÍÊ — äâóõ-
öåïî÷å÷íûõ è îäíîöåïî÷å÷íûõ ðàçðûâîâ ñîîòâåòñòâåííî
(Smith et al., 2010). Îäíàêî â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïðåäïîëàãà-
åòñÿ, ÷òî àêòèâàöèÿ êèíàç ATM è ATR ìîæåò áûòü âçàèìî-
çàâèñèìîé è èõ ôóíêöèè ìîãóò ïåðåêðûâàòüñÿ (Cuadrado
et al., 2006; Jazayeri et al., 2006; Myers et al., 2006).

Îäíîé èç öåíòðàëüíûõ ìèøåíåé êèíàç ATM è ATR
ÿâëÿåòñÿ ãèñòîí Í2ÀÕ, êîòîðûé ôîñôîðèëèðóåòñÿ ïî
Ser139 ñ îáðàçîâàíèåì ôîêóñîâ gÍ2ÀÕ è ìàðêèðóåò ïî-
âðåæäåííûå ó÷àñòêè ÄÍÊ (Kuo et al., 2008). Â ðåçóëüòàòå
ê ïîâðåæäåííûì ó÷àñòêàì ïðèâëåêàþòñÿ ðàçëè÷íûå áåë-
êè, óñèëèâàþùèå è ñòàáèëèçèðóþùèå ñèãíàë, ñðåäè êî-
òîðûõ êîìïëåêñ Mre11/Nbs1/Rad50, MDC1, àäàïòåðíûé
áåëîê 53BP1, ðåïàðàöèîííûå áåëêè Rad51 è DNA-PK
(Fernandez-Capetillo et al., 2003). Ïàðàëëåëüíî ñèãíàë î
ïîâðåæäåíèè ïåðåäàåòñÿ ýôôåêòîðíûì êèíàçàì Chk2 è
Chk1, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ñóáñòðàòàìè äëÿ ATM è ATR ñî-
îòâåòñòâåííî è ó÷àñòâóþò â îñòàíîâêå ïðîãðåññèè êëå-
òî÷íîãî öèêëà (Smith et al., 2010).
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Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè àêòèâàöèþ êèíàç
ÀÒÌ è ATR â ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ìûøè
(ìÝÑÊ) è ôîðìèðîâàíèå ðåïàðàòèâíûõ ôîêóñîâ. Áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî îáëó÷åíèå âûçûâàåò àêòèâàöèþ êèíàç ATM
è ATR, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â îáðàçîâàíèè ôîêóñîâ
gÍ2ÀÕ â ìÝÑÊ. Ìû âûÿâèëè, ÷òî ñ ôîêóñàìè gÍ2ÀÕ ëî-
êàëèçóþòñÿ àäàïòåðíûé áåëîê 53ÂÐ1, à òàêæå êëþ÷åâûå
áåëêè îáîèõ òèïîâ ðåïàðàöèé, îòâåòñòâåííûõ çà âîññòà-
íîâëåíèå äâóõíèòåâûõ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ — Rad51 è
DNA-PK ñîîòâåòñòâåííî. Êðîìå òîãî, ñ ïîìîùüþ èíãè-
áèòîðîâ êèíàç ATM, ATR, Chk1 è Chk2 áûë ïðîâåäåí
àíàëèç âêëàäà êàñêàäîâ ATM/Chk2 è ATR/Chk1 â ðàñïðå-
äåëåíèå ìÝÑÊ ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà è æèçíåñïî-
ñîáíîñòü â íîðìå è ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Áûëî îáíàðóæåíî,
÷òî ñèãíàëüíûé ïóòü ATR/Chk1 â áîëüøåé ñòåïåíè âî-
âëå÷åí â ðåãóëÿöèþ ÷åêïîéíò-îòâåòà è âûæèâàåìîñòü
ìÝÑÊ, ÷åì ATM/Chk2.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. ìÝÑÊ ëèíèè IOUD2 êóëüòèâèðîâàëè ïðè
37 °Ñ è 5 % CO2 íà ïëàñòèêîâûõ ÷àøêàõ Ïåòðè (Corning,
ÑØÀ), ïîêðûòûõ 0.2 %-íûì ðàñòâîðîì æåëàòèíà (Sigma,
ÑØÀ) â ñðåäå DMEM/F12 (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé
0.1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 0.1 ìÌ çàìåíèìûõ àìèíî-
êèñëîò è 1 ìÌ ïèðóâàòà (Gibco, ÑØÀ),10 % ñûâîðîò-
êè (Hyclone, ÑØÀ), 50 åä./ìë ôàêòîðà LIF (Sigma, ÑØÀ)
èëè 1000 åä./ìë ðåêîìáèíàíòíîãî LIF. Ïîñëåäíèé áûë
ýêñïðåññèðîâàí Å. ñoli ñ êîíñòðóêöèè pGEX-2Ò-hLIF è
î÷èùåí íà ãëóòàòèîí-ñåôàðîçå (êîíñòðóêöèÿ ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåíà À. Í. Òîìèëèíûì, Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå èíãèáèòîðû (Cal-
biochem, Ãåðìàíèÿ) : èíãèáèòîð êèíàç ATM/ATR (CGK733,
4 ìêÌ), èíãèáèòîð òîëüêî êèíàçû ATM (KU55933,
10 ìêÌ), èíãèáèòîð êèíàçû Chk2 (2-(4-(4-chloropheno-
xy)phenyl)-1H-benzimidazole-5-carboxamide, 8 ìêÌ) è èí-
ãèáèòîð êèíàçû Chk1 (4-(2-Phenyl)-9-hydroxypyrro-
lo[3,4-c]carbazole-1,3-(2H,6H)-dione, 2 ìêÌ).

Êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ïîäâåðãàëè ðåíòãåíîâñêîìó
îáëó÷åíèþ â äîçå 6 Ãð íà óñòàíîâêå ÐÓÌ-17 (200 êÂ,
13 ìÀ, áåç ôèëüòðà, ôîêóñíîå ðàññòîÿíèå 40 ñì).

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 èçó÷àëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðè-
ìåòðèè. Êëåòêè ñíèìàëè ñ ÷àøåê è ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì
PBS. Ïåðìåàáèëèçàöèþ êëåòîê ïðîâîäèëè â 0.01%-íîì
ðàñòâîðå ñàïîíèíà â PBS è èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå 30 ìèí. Çàòåì ïðîáû äâàæäû ïðîìûâàëè
PBS è èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå ÐÍÊàçû À (100 ìêã/ìë) è
èîäèñòîãî ïðîïèäèÿ (40 ìêã/ìë) 15 ìèí ïðè 37 °C. Ïðîáû
ïîäâåðãàëè àíàëèçó íà ñîäåðæàíèå ÄÍÊ íà ïðîòî÷íîì
öèòîìåòðå Becton Dickinson FAC scan (ÑØÀ).

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ê ë å ò î ê îöåíèâàëè êîëîðè-
ìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì, èñïîëüçóÿ ìåòèëòèàçîëèëäèôå-
íèë-òåòðàçîëèóì áðîìèäà (ÌÒÒ) (Sigma, ÑØÀ). Ìåòîä
îñíîâàí íà òîì, ÷òî ìèòîõîíäðèàëüíûå îêñèäîðåäóêòàçû
(ïðåèìóùåñòâåííî äåãèäðîãåíàçû) âîññòàíàâëèâàþò æåë-
òûé ÌÒÒ äî ïóðïóðíîãî ôîðìàçàíà, êîëè÷åñòâî êîòîðîãî
çàòåì èçìåðÿþò ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè. Ïîñêîëüêó
ýòà ðåàêöèÿ ïðîèñõîäèò òîëüêî â æèâûõ êëåòêàõ ñ àêòèâ-
íûìè ìèòîõîíäðèàëüíûìè ôåðìåíòàìè, êîëè÷åñòâî ôîð-
ìàçàíà êîððåëèðóåò ñ ÷èñëîì æèâûõ êëåòîê â ïîïóëÿöèè.
Êëåòêàì çàìåíÿëè ñðåäó íà ðàñòâîð PBS, ñîäåðæàùèé
0.5 ìã/ìë ÌÒÒ, è èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè 37 °Ñ â àòìîñôå-

ðå 5 % CO2. Îáðàçîâàâøèéñÿ îñàäîê ôîðìàçàíà ðàñòâîðÿ-
ëè â ÄÌÑÎ (Sigma, ÑØÀ). Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü
èçìåðÿëè ïðè äëèíå âîëíû 570 íì ïðîòèâ ðàñòâîðà ÌÒÒ
â ÄÌÑÎ íà ñïåêòðîôîòîìåòðå Multiskan EX (Thermo
Electron, ÑØÀ). Äëÿ êàæäîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé òî÷êè
ïðîâîäèëè 6 ïîâòîðåíèé è ïîäñ÷èòûâàëè ñòàíäàðòíóþ
îøèáêó ñðåäíåãî.

Äëÿ è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î ã î à í à ë è ç à
êëåòêè ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS, ôèêñèðîâàëè 4%-íûì
ïàðàôîðìàëüäåãèäîì 15 ìèí è ïåðìåàáèëèçîâûâàëè
0.2%-íûì Òðèòîíîì X-100 â PBS 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Çàòåì êëåòêè ïðîìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí â
PBS è èíêóáèðîâàëè â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå (PBS, 5 %
ÁÑÀ, 0.01 % Tween-20) 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Ïåðâûå è âòîðûå àíòèòåëà ðàçâîäèëè â áëîêèðóþùåì
ðàñòâîðå. Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë â ðàçâåäåíèè 1 : 300
èñïîëüçîâàëè ìûøèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ ôîñôðèëèðî-
âàííîéïî Ser1981 êèíàçû ATM (Millipore, ÑØÀ), ôîñôî-
ðèëèðîâàííîé ïî Ser428 êèíàçû ATR (SantaCruz, ÑØÀ),
ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî Ser139 ãèñòîíà Í2ÀÕ (gH2AX)
(Cell Signalling, ÑØÀ), êðîëè÷üè àíòèòåëà ïðîòèâ áåëêà
53BP1, áåëêà Rad51 (Santa Cruz, ÑØÀ), ôîñôîðèëèðîâàí-
íîé ïî Ser2056 êèíàçû DNA-PK (Abcam, Àíãëèÿ). Â êà÷å-
ñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ èì-
ìóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà èëè èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðîõðîìîì GAM/GAR-Alexa488
èëè GAM/GAR-Alexa 568; ÿäðà îêðàøèâàëè Top-ro3 (In-
vitrogen, ÑØÀ).

Ä ë ÿ è ç ì å ð å í è ÿ è í ò å í ñ è â í î ñ ò è è ì ì ó í î ô -
ë ó î ð å ñ ö å í ö è è ïîëó÷åííûå öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ ñ
ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà îáðàáàòûâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ IPLab.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñîäåðæàíèÿ áåëêîâ ì å ò î ä î ì
Â å ñ ò å ð í - á ë î ò è í ã à êëåòêè ëèçèðîâà â PBS, ñîäåðæà-
ùåì 1 % NP40, 0.5 % äåîêñèõîëàòà íàòðèÿ, 0.1 % SDS,
èíãèáèòîðû ïðîòåàç è ôîñôàòàç, è äàëåå öåíòðèôóãèðî-
âàëè. Êîëè÷åñòâî áåëêà â ïðîáàõ èçìåðÿëè ïî ìåòîäó
Áðýäôîðä, íà ãåëü íàíîñèëè ðàâíîå êîëè÷åñòâî áåëêà â
êàæäîé ïðîáå (50 ìêã). Ïîñëå äèñê-ýëåêòðîôîðåçà â ïîëè-
àêðèëàìèäíîì ãåëå â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ áåëêè
ïåðåíîñèëè íà ìåìáðàíó PVDF (Amersham, Àíãëèÿ).
Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ìûøèíûå àíòè-
òåëà ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî Ser139 ãèñòîíà
Í2ÀÕ (gH2AX) (CellSignaling, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 :
1000, à òàêæå êðîëè÷üè àíòèòåëà ïðîòèâ GAPDH (CellSig-
naling, ÑØÀ; ðàçâåäåíèå 1 : 1000). Â êà÷åñòâå âòîðûõ àí-
òèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà êðîëèêà ïðîòèâ èììóíîãëî-
áóëèíîâ ìûøè è àíòèòåëà êîçëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëè-
íîâ êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà.
Áåëêè âûÿâëÿëè ìåòîäîì óñèëåííîé õåìèëþìèíåñöåí-
öèè (ECL, Amersham, Àíãëèÿ).

Ðåçóëüòàòû

À ê ò è â à ö è ÿ ê è í à ç A T M è A T R â ì Ý Ñ Ê ï î ñ -
ë å î á ë ó ÷ å í è ÿ. Â îòâåò íà ãåíîòîêñè÷åñêîå âîçäåéñò-
âèå êèíàçû ÀÒÌ è ATR àêòèâèðóþòñÿ àâòîôîñôîðèëèðî-
âàíèåì ïî Ser1981 è Ser428 ñîîòâåòñòâåííî è ïðèâëåêàþò
ê ïîâðåæäåííûì îäíî- è äâóõíèòåâûì ó÷àñòêàì ÄÍÊ
ðàçëè÷íûå áåëêè. Íà ðèñ. 1, à, á âèäíî, ÷òî îáëó÷åíèå èí-
äóöèðóåò àêòèâàöèþ êèíàç ÀÒÌ è ATR ïî ñàéòàì àóòî-
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è èõ íàêîïëåíèå â ÿäðå.

Ô î ð ì è ð î â à í è å ô î ê ó ñ î â g Í 2 À Õ è è õ ê î -
ë î ê à ë è ç à ö è ÿ ñ á å ë ê à ì è R A D 5 1, D N A - P K è
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5 3 B P 1 â ì Ý Ñ Ê ï î ñ ë å î á ë ó ÷ å í è ÿ. ×åðåç 30 ìèí
ïîñëå îáëó÷åíèÿ àêòèâàöèÿ êèíàç ÀÒÌ è ATR ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ ôîñôîðèëèðîâàíèåì ãèñòîíà Í2ÀÕ ïî Ser139 ñ
îáðàçîâàíèåì ôîêóñîâ gÍ2ÀÕ (ðèñ. 2). Ïîñêîëüêó
gÍ2ÀÕ ïðèâëåêàåò ê ìåñòàì ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ äðóãèå
áåëêè, ìû èññëåäîâàëè êîëîêàëèçàöèþ ôîêóñîâ gÍ2ÀÕ ñ
áåëêàìè Rad51, DNA-PK è 53ÂÐ1 ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Ïîêà-
çàëè, ÷òî êëþ÷åâîé áåëîê ïðîöåññà ðåïàðàöèè ïî òèïó ãî-
ìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè (HRR) Rad51 ëîêàëèçóåòñÿ
ñîâìåñòíî ñ ôîêóñàìè gÍ2ÀÕ ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå îáëó-
÷åíèÿ (ðèñ. 2, à). Èñïîëüçóÿ àíòèòåëà ê àêòèâèðîâàííîé
ïî Ser2056 êèíàçå DNA-PK, êîòîðàÿ ó÷àñòâóåò â ðåïàðà-
öèè ïî òèïó íåãîìîëîãè÷íîãî âîññîåäèíåíèÿ êîíöîâ
(NHEJ), ìû òàêæå îáíàðóæèëè åå êîëîêàëèçàöèþ ñ ôîêó-
ñàìè gÍ2ÀÕ â ìÝÑÊ ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå îáëó÷åíèÿ
(ðèñ. 2, á). Áåëîê 53BP1, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ àäàïòîðíûì
äëÿ îïóõîëåâîãî ñóïðåññîðà ð53 è îäíèì èç öåíòðàëüíûõ
ó÷àñòíèêîâ â ñîçäàíèè ðåïàðàòèâíûõ ôîêóñîâ, áûë ëîêà-
ëèçîâàí ñ ôîêóñàìè gÍ2ÀÕ ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå îáëó÷å-
íèÿ (ðèñ. 2, á).

Äàëåå ìû âûÿâèëè, ÷òî íåèíäóöèðîâàííûå ôîêóñû
gH2AX, êîòîðûå îáíàðóæèâàþòñÿ â íåîáëó÷åííûõ ìÝÑÊ,
êîëîêàëèçóþòñÿ òîëüêî ñ Rad51, â òî âðåìÿ êàê áåëêè
DNA-PK è 53ÂÐ1 îáíàðóæèâàþòñÿ ñ ôîêóñàìè gH2AX

òîëüêî â îáëó÷åííûõ êëåòêàõ (ðèñ. 2, à). Èñïîëüçóÿ èíãè-
áèòîð êèíàç ÀÒÌ/ATR, ìû èññëåäîâàëè âêëàä ýòèõ êèíàç â
ôîðìèðîâàíèå ýíäîãåííûõ è èíäóöèðîâàííûõ îáëó÷åíèåì
ôîêóñîâ gH2AX. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèòîð ATM/ATR
íå âëèÿåò íà ÷èñëî ôîêóñîâ â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ, â òî
âðåìÿ êàê â îáëó÷åííûõ êëåòêàõ ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîò-
êà ýòèì èíãèáèòîðîì ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ÷èñëà ôîêóñîâ
gÍ2ÀÕ, èíäóöèðîâàííûõ îáëó÷åíèåì (ðèñ. 3).

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å ì Ý Ñ Ê ï î ô à ç à ì ê ë å ò î ÷ í î -
ã î ö è ê ë à ï î ñ ë å è í ã è á è ð î â à í è ÿ ê è í à ç A T M ,
A T R , C h k 1 è C h k 2 â í î ð ì å è ï î ñ ë å î á ë ó -
÷ å í è ÿ. Êèíàçû ÀÒÌ è ATR èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü íå
òîëüêî â ôîðìèðîâàíèè ðåïàðàòèâíûõ ôîêóñîâ, íî è â àê-
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Ðèñ. 1. Àêòèâàöèÿ êèíàç ATM è ATR â ÝÑÊ ìûøè (ìÝÑÊ) ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ.

à — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñôîðèëèðî-
âàííîé ïî Ser1981 ôîðìû êèíàçû ÀÒÌ â ìÝÑÊ â êîíòðîëå è ÷åðåç
30 ìèí ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 6 Ãð; ÿäðà îêðàøåíû To-pro3. á — èììó-
íîôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàííîé ïî
Ser428 ôîðìû êèíàçû ÀÒR â ìÝÑÊ â êîíòðîëå è ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå îá-

ëó÷åíèÿ â äîçå 6 Ãð; ÿäðà îêðàøåíû To-pro3.
Ìàñòàáíûå îòðåçêè (à, á) — 15 ìêì.

Ðèñ. 2. Îáðàçîâàíèå ôîêóñîâ gÍ2ÀÕ, êîëîêàëèçîâàííûõ ñ áåë-
êàìè Rad51, DNA-PK è 53BP1, â ìÝÑÊ ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå îá-

ëó÷åíèÿ â äîçå 6 Ãð.

à — èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ëîêàëèçàöèè ôîêóñîâ gÍ2ÀÕ
(êðàñíûé öâåò) è áåëêà Rad51 (çåëåíûé öâåò), ÿäðà îêðàøåíû To-pro3;
á — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñôîðèëèðî-
âàííîãî ïî Ser139 ãèñòîíà Í2ÀÕ (gÍ2ÀÕ) (çåëåíûé öâåò) è ôîñôîðèëè-
ðîâàííîãî ïî Ser2056 áåëêà DNA-PK (êðàñíûé öâåò); â — èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîå ìå÷åíèå àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî Ser139
ãèñòîíà Í2ÀÕ (gÍ2ÀÕ) (çåëåíûé öâåò) è áåëêà 53BP1 (êðàñíûé öâåò).

Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 3.75 (à), 5 (á) è 6 (â) ìêì.



òèâàöèè êîíòðîëüíûõ òî÷åê êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè ïî-
âðåæäåíèè ÄÍÊ ÷åðåç ôîñôîðèëèðîâàíèå ñâîèõ ñóáñòðà-
òîâ Chk2 è Chk1 ñîîòâåòñòâåííî (Helt et al., 2005). Ìû
ïðîàíàëèçèðîâàëè ýôôåêò èíãèáèòîðîâ êèíàç ATM/ATR
è èõ ìèøåíåé êèíàç Chk2/Chk1 íà ðàñïðåäåëåíèå ìÝÑÊ
ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà äî è ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî îáëó÷åííûå ìÝÑÊ íå îñòàíàâëèâàþòñÿ â êîíò-
ðîëüíîé òî÷êå G1 êëåòî÷íîãî öèêëà è ðåàëèçóþò ëèøü
âðåìåííóþ çàäåðæêó íà ãðàíèöå ôàç G2/M (ðèñ. 4), ÷òî
ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû (Ìàëàøè÷åâà è äð.,
2002; Hong et al., 2004; Chuykin et al., 2008; Momcilovic
et al., 2009). Ìû îáíàðóæèëè ñóùåñòâåííîå ñíèæåíèå
(ñ 72 äî 56 %) ÷èñëà ìÝÑÊ, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçå S, ÷åðåç
20 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà êèíàç
ATM/ATR (ðèñ. 4, à). Â ñî÷åòàíèè ñ îáëó÷åíèåì èíãèáè-
òîð êèíàç ATM/ATR âûçûâàë åùå áîëüøåå ñíèæåíèå
÷èñëà S-ôàçíûõ êëåòîê (äî 31 %) è çíà÷èòåëüíóþ àêêóìó-
ëÿöèþ êëåòîê â ôàçå G2 (ðèñ. 4, á). Èíãèáèðîâàíèå òîëüêî
êèíàçû ATM ñëàáî âëèÿëî íà ðàñïðåäåëåíèå ìÝÑÊ ïî
ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà êàê â íîðìå, òàê è ïîñëå îáëó÷å-
íèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîâìåñòíûì èíãèáèðîâàíèåì êèíàçà-
ìè ATM è ATR (ðèñ. 5, à, á).

Èíãèáèðîâàíèå êèíàçû Chk1 â íîðìå âåäåò ê íåçíà-
÷èòåëüíîìó óâåëè÷åíèþ ÷èñëà ìÝÑÊ â ôàçå G1 çà ñ÷åò

ïîíèæåíèÿ äîëè S-ôàçíûõ êëåòîê (ðèñ. 4, à). Ïðè ñîâìå-
ñòíîì äåéñòâèè ñ îáëó÷åíèåì èíãèáèòîð Chk1 âûçûâàë
çíà÷èòåëüíóþ àêêóìóëÿöèþ ìÝÑÊ â ôàçå G1 è èõ óìåíü-
øåíèå â ôàçå G2 (ðèñ. 4, á). Èíãèáèðîâàíèå êèíàçû Chk2
íå âëèÿëî íà ïàðàìåòðû ðàñïðåäåëåíèÿ ìÝÑÊ ïî êëåòî÷-
íîìó öèêëó êàê â íîðìå, òàê è ïîñëå îáëó÷åíèÿ (ðèñ. 4, à,
á). Òàêèì îáðàçîì, ñèãíàëüíûé ïóòü ATR/Chk1, à íå
ATM/Chk2 âíîñèò çíà÷èòåëüíûé âêëàä â ïðîãðåññèþ
ìÝÑÊ ïî êëåòî÷íîìó öèêëó.

Â ë è ÿ í è å è í ã è á è ð î â à í è ÿ ê è í à ç A T M, A T R,
C h k 1 è C h k 2 í à â û æ è â à å ì î ñ ò ü ì Ý Ñ Ê â í î ð ì å
è ï î ñ ë å î á ë ó ÷ å í è ÿ. Èñïîëüçóÿ ÌÒÒ-òåñò, ìû ïðîà-
íàëèçèðîâàëè âûæèâàåìîñòü ìÝÑÊ ÷åðåç 20 ÷ ïîñëå îá-
ðàáîòêè êëåòîê èíãèáèòîðàìè êèíàç ATM, ATM/ATR,
Chk1 è Chk2 äî è ïîñëå îáëó÷åíèÿ (ðèñ. 5). Îáëó÷åíèå â
äîçå 6 Ãð âûçûâàëî ãèáåëü îêîëî 50 % âñåé êëåòî÷íîé ïî-
ïóëÿöèè, â òî âðåìÿ êàê èíãèáèòîð ATM/ATR îáëàäàë
åùå áîëüøèì ïîäàâëÿþùèì äåéñòâèåì íà æèçíåñïîñîá-
íîñòü ìÝÑÊ: ãèáåëü êîíòðîëüíûõ êëåòîê ñîñòàâèëà ñâû-
øå 70, à îáëó÷åííûõ — 80 % (ðèñ. 5, à). Èíãèáèòîð êèíà-
çû Chk1 òàêæå ïðèâîäèë ê ñóùåñòâåííîé ãèáåëè êëåòî÷-
íîé ïîïóëÿöèè ïîñëå îáëó÷åíèÿ, õîòÿ è ñàì ïî ñåáå
íåñêîëüêî âëèÿë íà âûæèâàåìîñòü ìÝÑÊ â íîðìå (ðèñ. 5,
à). Â îòëè÷èå îò èíãèáèòîðîâ êèíàç ÀÒR è Chk1 èíãèáè-
ðîâàíèå êèíàçû ATM è åå ìèøåíè Chk2 íåçíà÷èòåëüíî
âëèÿëî íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê êàê â íîðìå, òàê è
ïîñëå îáëó÷åíèÿ (ðèñ. 5, à, á). Òàêèì îáðàçîì, èìåííî
ñèãíàëüíûé êàñêàä ATR/Chk1 âíîñèò ñóùåñòâåííûé
âêëàä â âûæèâàåìîñòü ìÝÑÊ.
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Ðèñ. 3. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ôîêóñîâ gÍ2ÀÕ, ìå÷åí-
íûõ àíòèòåëàìè ê gÍ2ÀÕ, â ìÝÑÊ.

à — ôëóîðåñöåíöèÿ êëåòîê (ââåðõó) è åå êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà ñ ïîìî-
ùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ IPLab (âíèçó). Àíàëèçèðîâàëè ìÝÑÊ â
êîíòðîëå, ïîñëå îáðàáîòêè èíãèáèòîðîì êèíàç ATM/ATR (4 ìêì) â òå÷å-
íèå 1 , ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå îáëó÷åíèÿ (6 Ãð) è ïîñëå ñîâìåñòíîãî äåéñò-
âèÿ èíãèáèòîðà è îáëó÷åíèÿ. á — Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ôîñôîðèëèðî-
âàííîãî ïî Ser139 ãèñòîíà Í2ÀÕ (gÍ2ÀÕ) â êîíòðîëå, ÷åðåç 30 ìèí ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ è ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå îáëó÷åíèÿ â ïðèñóòñòâèè
èíãèáèòîðà ÀÒÌ/ATR (4 ìêì). Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ íàãðóçêè èñïîëüçî-

âàëè àíòèòåëà ê áåëêó GAPDH.
Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 15 ìêì.

Ðèñ. 4. Äèàãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ìÝÑÊ ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî
öèêëà â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ êèíàç ATM/ATR (4 ìêÌ),
ATM (10 ìêÌ), Chk1 (2 ìêÌ) è Chk2 (8 ìêÌ) â íîðìå (à) è ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ (á). Äàííûå ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Èí-

ãèáèòîðû ââîäèëè çà 1 ÷ äî îáëó÷åíèÿ (6 Ãð).



Îáñóæäåíèå

Çàïóñê ñèãíàëüíûõ ïóòåé, îòâåòñòâåííûõ çà îñòàíîâ-
êó êëåòî÷íîãî öèêëà è ðåïàðàöèþ ÄÍÊ â îòâåò íà äåéñò-
âèå ãåíîòîêñè÷åñêîãî ñòðåññà, íà÷èíàåòñÿ ñ àêòèâàöèè
ñåíñîðíûõ êèíàç ÀÒÌ è ATR è äåòåêöèè ïîâðåæäåíèÿ
ÄÍÊ. ìÝÑÊ õàðàêòåðèçóþòñÿ êîðîòêîé ïðîäîëæèòåëü-
íîñòüþ êëåòî÷íîãî öèêëà çà ñ÷åò óêîðî÷åííîé ôàçû G1 è
íå èìåþò ôóíêöèîíàëüíîé êîíòðîëüíîé òî÷êè â ôàçå G1

(Ìàëàøè÷åâà è äð., 2002; Becker et al., 2006; Chuykin
et al., 2008; Coronado et al., 2013). Ïîñêîëüêó ïðîëèôåðà-
òèâíàÿ àêòèâíîñòü ìÝÑÊ âûñîêà, îíè äîëæíû èìåòü ýô-
ôåêòèâíûå ìåõàíèçìû ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèé, ÷òîáû íå
äîïóñòèòü äåôåêòîâ ÄÍÊ è ïåðåäà÷è ìóòàöèé äî÷åðíèì
êëåòêàì.

Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì ðåçóëüòàòàì, îáëó÷åíèå âûçû-
âàåò àêòèâàöèþ êèíàç ÀÒÌ è ATR, êîòîðûå ôîñôîðèëè-
ðóþò ãèñòîí H2AX ïî Ser139, ÷òî ïðÿìî ñâèäåòåëüñòâóåò
î ñïîñîáíîñòè ìÝÑÊ îïîçíàâàòü ïîâðåæäåííûå ó÷àñòêè
ÄÍÊ è ôîðìèðîâàòü ðåïàðàòèâíûå ôîêóñû (ðèñ. 1—3).
Îáíàðóæåíèå áåëêà Rad51 â ñàéòàõ ëîêàëèçàöèè ôîêóñîâ
gÍ2ÀÕ ïðÿìî ñâèäåòåëüñòâóåò îá èíèöèàöèè ðåïàðàöè-
îííîãî ïðîöåññà ïî òèïó HRR, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ î÷åíü
òî÷íûì, òàê êàê â êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïîëüçóåòñÿ ãîìî-
ëîãè÷íàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. À êîëîêàëèçàöèÿ gH2AX ñ
áåëêîì Rad51 êàê â íîðìå, òàê è ïîñëå îáëó÷åíèÿ ñâèäå-
òåëüñòâóåò î ïðåäïî÷òåíèè ýòèìè êëåòêàìè HRR-ïóòè íå-
çàâèñèìî îò èñòî÷íèêà ïîâðåæäåíèé. Íàáëþäàåìûå ôî-
êóñû Rad51 è gH2AX â íåîáëó÷åííûõ ìÝÑÊ ìîãóò ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü î íåïîëíîì ñîçðåâàíèè ðåïëèêàòèâíîé
âèëêè èëè ðåïëèêàòèâíîì êîëëàïñå, âîçíèêàþùåì íà
ôîíå áûñòðîé ïðîëèôåðàöèè ýòèõ êëåòîê, è èõ ïðåèìó-
ùåñòâåííîì íàõîæäåíèè â ôàçå S. Èíòåðåñíî, ÷òî ñîâìå-
ñòíî ñ ôîêóñàìè gH2AX âûÿâëÿåòñÿ êèíàçà DNA-PK —
êëþ÷åâîé áåëîê ðåïàðàöèè ïî òèïó NHEJ, êîòîðûé â
áîëüøåé ñòåïåíè ïîäâåðæåí îøèáêàì (ðèñ. 2, á). Ðàíåå
ñîîáùàëîñü îá îòñóòñòâèè NHEJ-ðåïàðàöèè â ìÝÑÊ, îáó-
ñëîâëåííîé íèçêîé ýêñïðåññèåé áåëêà DNA-PK (Banuelos
et al., 2008). Îäíàêî íàøè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî íàðÿäó ñ HRR-ïóòåì ìÝÑÊ èñïîëüçóþò è
NHEJ-ïóòü. Êðîìå òîãî, îáíàðóæåííûå ôîêóñû áåëêà
53ÂÐ1 ñ gH2AX ñâèäåòåëüñòâóþò íå òîëüêî îá óñïåøíîé
àêòèâàöèè ÷åêïîéíò-îòâåòà, íî è î íàëè÷èè ðåãóëÿöèè ðå-
ïàðàöèè ïî òèïó NHEJ (Iwabuchi et al., 2003; Gupta et al.,
2014). Ïî âñåé âèäèìîñòè, ìÝÑÊ äåìîíñòðèðóþò óíè-

êàëüíóþ ðåïàðàöèîííóþ ñòðàòåãèþ ñ èñïîëüçîâàíèåì
îáîèõ òèïîâ ðåïàðàöèé ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ, à òàêæå èõ
âîçìîæíîãî ïåðåêëþ÷åíèÿ.

Äàëåå ìû âûÿâèëè ðàçëè÷íûé âêëàä ñèãíàëüíûõ ïó-
òåé ATM/Chk2 è ATR/Chk1 â êëåòî÷íóþ ïðîãðåññèþ è
âûæèâàåìîñòü ìÝÑÊ. Ìû ñðàâíèëè ýôôåêò èíãèáèòî-
ðîâ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ ATM/Chk2 è ATR/Chk1 è îá-
íàðóæèëè, ÷òî ñèãíàëüíûé ïóòü ATR/Chk1 âíîñèò áîëü-
øèé âêëàä â ðàñïðåäåëåíèå ÝÑÊ ïî êëåòî÷íîìó öèêëó è
èõ âûæèâàåìîñòü ïîñëå îáëó÷åíèÿ, ÷åì ïóòü ATM/Chk2
(ðèñ. 4, 5). Ðàçëè÷íûé âêëàä ñèãíàëüíûõ ïóòåé ATM/Chk2
è ATR/Chk1 â ÷åêïîéíò-îòâåò ïîäòâåðæäàåòñÿ äàííûìè,
ïîëó÷åííûìè in vivo. Òàê, íîêàóò ãåíà atm ó ìûøåé íå
ÿâëÿåòñÿ ëåòàëüíûì, õîòÿ æèâîòíûå õàðàêòåðèçóþòñÿ îò-
ñòàëîñòüþ â ðîñòå è îñëàáëåííîé ôåðòèëüíîñòüþ, â òî
âðåìÿ êàê íîêàóò ãåíà atr âåäåò ê ýìáðèîíàëüíîé ëåòàëü-
íîñòè (De Klein et al., 2000). Áîëåå òîãî, áëàñòîöèñòû, ïî-
ëó÷åííûå îò ìûøåé atr–/–, óìèðàëè â êóëüòóðå ïîñðåäñò-
âîì ìèòîòè÷åñêîé êàòàñòðîôû (Banuelos et al., 2008). Òåì
íå ìåíåå ÝÑÊ ñ íîêàóòîì ïî ãåíó atm ìîãëè îñóùåñòâ-
ëÿòü ðåïàðàöèþ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, õîòÿ è ñ îãðîìíûì
÷èñëîì îøèáîê ïî ñðàâíåíèþ ÝÑÊ, íîðìàëüíî ýêñïðåñ-
ñèðóþùèìè áåëîê ÀÒÌ. Ñíèæåííàÿ ðîëü êèíàçû ATM â
ïðîöåññå ðåïàðàöèè ìÝÑÊ ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ ôóíêöè-
îíàëüíûìè îãðàíè÷åíèÿìè åå ñóáñòðàòà Chk2, êîòîðàÿ
ëîêàëèçîâàíà íà öåíòðîñîìàõ (Hong et al., 2007). Â ñîãëà-
ñèè ñ äàííûìè ýòîé ðàáîòû ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïîñëåäñòâèÿ
èíãèáèðîâàíèÿ êèíàç Chk1 è Chk2 â ìÝÑÊ ðàçëè÷íû. Ïî-
äàâëåíèå àêòèâíîñòè Chk1 ñíèæàåò âûæèâàåìîñòü è
óìåíüøàåò ÷èñëî êëåòîê, ïðåòåðïåâàþùèõ âðåìåííîé
áëîê íà ãðàíèöå ôàç G2/M, â òî âðåìÿ êàê èíãèáèðîâàíèå
Chk2 íå èìååò íèêàêîãî âëèÿíèÿ íà ïðîõîæäåíèå ïî êëå-
òî÷íîìó öèêëó è âûæèâàåìîñòü êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü êëþ÷åâûõ êîìïîíåíòîâ ðåïàðàòèâíûõ ôîêóñîâ
ATM/ATR-êèíàçíîãî ñèãíàëüíîãî êàñêàäà, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâóåò î ñïîñîáíîñòè ìÝÑÊ äåòåêòèðîâàòü ïîâðåæ-
äåíèå ÄÍÊ ñ çàïóñêîì ñîîòâåòñòâóþùèõ ñèãíàëüíûõ ïó-
òåé. Ïî-âèäèìîìó, ôóíêöèîíèðîâàíèå ýòèõ ïóòåé ñòðîãî
ñêîîðäèíèðîâàíî ñ îñíîâíûìè ñâîéñòâàìè ÝÑÊ, ñàìîîá-
íîâëåíèåì è ïëþðèïîòåíòíîñòüþ è ìîæåò îòëè÷àòüñÿ îò
ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
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Ðèñ. 5. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ êèíàç ATM/ATR (4 ìêÌ), Chk2 (8 ìêÌ), Chk1 (2 ìêÌ) (à) è ATM (10 ìêÌ) (á) íà æèçíåñïîñîáíîñòü
ìÝÑÊ â êîíòðîëå (áåëûå ñòîëáöû) è ÷åðåç 20 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 6 Ãð (÷åðíûå ñòîëáöû).

ÌÒÒ-òåñò.
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ANALYSIS OF IRRADIATION-INDUCED REPAIR FOCI IN MOUSE EMBRYONIC STEM CELLS
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Somatic cells in response to DNA damage activate two important protective mechanisms: G1 checkpoint
control and a program for recognizing and repairing DNA defects (DDR signaling). Both mechanisms are trig-
gered by the activation of common sensor kinases ATM and ATR, which in turn phosphorylate downstream tar-
gets. Mouse embryonic stem cells (mESCs) lack of G1 checkpoint and undergo only temporary G2 delay after
DNA damage.We have analyzed the ability of mESCs to detect DNA damage and to form repair foci after irra-
diation. We showed irradiation-induced activation of ATM and ATR is followed by formation of gH2AX foci
co-localized with DNA repair proteins Rad51, DNA-PK and adapter protein 53BP1. Furthermore, we checked
contribution of ATM/Chk2 and ATR/Chk1 cascades to cell cycle control and viability of mESCs after DNA da-
mage. Inhibition of ATR/Chk1 cascade leads to accumulation of G1 phase cells, whereas perturbation of
ATM/Chk2 activity causes no such effect. Moreover, inhibition of ATR/Chk1 activity, but not ATM/Chk2,
substantially augments the killing effect of ionizing radiation on mESCs. In summary, our results indicate that
mESCs are capable of recognizing DNA damage and forming repair foci, but their DDR signaling it seems to
be distinct from somatic cells and tightly connected with maintaining of pluripotency and self-renewal.
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