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И РЕНТГЕНОВСКОГО ИЗЛУЧЕНИЯ В УСЛОВИЯХ 
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Изучено модифицирующее влияние арабинозид цитозина 
(АраЦ), гидроксимочевины (ГМ) и SCR7 пиразина на частоту образо-
вания двунитевых разрывов (ДР) ДНК в клетках глиобластомы чело-
века U87 и меланомы мышей В16 при действии протонов и рентге-
новского излучения. Методом ДНК-комет определены зависимости 
частоты образования ДР ДНК и кинетика их репарации в опухолевых 
клетках при облучении в обычных условиях и в присутствии модифи-
каторов in vitro. Показано, что количество формируемых при облу-
чении всеми типами использованных излучений ДР ДНК в условиях 
влияния АраЦ достоверно возрастает. В условиях влияния комплекса 
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модификаторов – АраЦ+ГМ и АраЦ+SCR7 выход ДР ДНК увеличива-
ется. Величина фактора изменения дозы составляет ⁓2.01 и 1,58,
соответственно. Изучена кинетика репарации ДР ДНК в условиях 
влияния радиомодификаторов. Показано, что в нормальных условиях 
элиминация повреждений реализуется по экспоненциальной кинетике 
и к 6 часам практически заканчивается. В условиях влияния ингиби-
торов к 6 ч пострадиационной инкубации происходит некоторое воз-
растание количества ДР ДНК с последующим их снижением к 24 ч 
наблюдения.  

Ключевые слова: двунитевые разрывы, репарация ДНК, инги-
биторы репарации, араЦ, арабинозид цитозин, глиобластома, мела-
нома 

Поиск подходов, направленных на изменение чувстви-
тельности нормальных и опухолевых клеток к действию иони-
зирующих излучений, является одной из приоритетных задач 
радиобиологии. Перспективными представляются исследова-
ния модифицирующего действия агентов, влияющих на про-
цессы индукции и репарации двунитевых разрывов (ДР) ДНК – 
арабинозид цитозин (АраЦ), гидроксимочевина (ГМ) и SCR7 
пиразин. 

Ранее нами было изучено модифицирующее влияние ара-
бинозид цитозина (АраЦ) и гидроксимочевины (ГМ) на чув-
ствительность нормальных клеток к действию излучений, с раз-
ными физическими характеристиками [1; 2]. АраЦ является эф-
фективным ингибитором ДНК-полимеразы α, и в меньшей сте-
пени β, ведущих репаративный синтез ДНК [3]. При длитель-
ной фиксации нерепарируемых прямых однонитевых разрывов 
(ОР) ДНК, либо ОР, образующихся в ходе эксцизионной репа-
рации модифицированных оснований, такие повреждения ДНК 
могут являться сайтами при формировании энзиматических ДР 
ДНК в результате атаки нити, оппозитной поврежденному 
участку, эндонуклеазами типа S1. Это обусловливает высокий 
суммарный выход ДР ДНК [4] при действии излучений с низ-
кими величинами ЛПЭ.  

Поскольку на выход ДР ДНК может оказывать влияние 
эффективность работы систем репарации, то возникает необхо-
димость в изучении комбинированного действия различного 
рода модификаторов, ингибирующих отдельные этапы репара-
ции и повышающих эффективность работы АраЦ. В настоящей 
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работе в качестве таких модификаторов были использованы ин-
гибиторы репарации и репликации ДНК –гидроксимочевина, 
а также ингибитор лигазы IV – SCR7 пиразин.  

Целью данной работы было изучение особенностей ин-
дукции и репарации ДР ДНК в опухолевых клетках – глиобла-
стомы человека линии U87 и меланомы мышей линии B16, при 
действии протонов и рентгеновского излучения в условиях мо-
дифицирующего действия ингибиторов репарации. 

Методы и материалы 
Клеточная культура. Клетки глиобластомы человека U87 

и меланомы мышей B16 культивировали в среде IMDM c до-
бавлением 10%-ной эмбриональной телячьей сыворотки и 1%-
ного раствора гентамицин-L-глутамина (все реактивы Sigma-
Alrich, Германия) в пластиковых культуральных флаконах Т25 
при 37 °C и 5%-м содержанием СО2 в атмосфере. Перед облу-
чением (16-18 ч) клеточную суспензию наносили на покровные 
стекла, размещенные в пластиковых чашках Петри диаметром 
35 мм (“MatTek Corporation”, США). За один час до облучения 
в культуральную среду добавляли растворы ингибиторов до не-
обходимой концентрации: АраЦ (20 мкМ), ГМ (2 мМ) и SCR7 
пиразина (100 мкМ), после чего клетки инкубировали при 37 
°C. Клеточные образцы облучали при комнатной температуре 
в условиях 80% конфлюентности монослоя клеток. Непосред-
ственно после облучения образцы помещали в CO2 термостат 
с поддерживаемой температурой 37 °С. 

Облучение. Облучение протонами проводили на меди-
цинском пучке ускорителя фазотрон Лаборатории ядерных 
проблем им. В.П. Джелепова ОИЯИ в дозах 1-5 Гр. Начальная 
энергия протонов на входе в кабину составляла (170±10) МэВ, 
ЛПЭ протонов с энергией 170 МэВ – 0,49 кэВ/мкм. С помощью 
гребенчатого фильтра пик Брэгга модифицирован по 90%-му 
изоуровню мощности дозы и расширен до 2 см. Мощность дозы 
составляла ~ 1,5 Гр/мин. В эксперименте протонный пучок пе-
ред пересечением монослоя клеток проходил через стеклянное 
дно чашки Петри толщиной 170 мкм под углом 10°, при этом 
разброс энергии в пучке сузился до 0-44,7 МэВ, а с учетом воз-
духа – до 0-44 МэВ [5]. В однородном поле излучения разме-
рами 8×8 см одновременно облучалось 8 чашек Петри. 
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Облучение рентгеновскими лучами проводили в Лабора-
тории радиационной биологии ОИЯИ в дозах 1-5 Гр на уста-
новке Precision CellRad (5 мА, 130 кВ, 1,5 Гр/мин) при комнат-
ной температуре. 

Метод ДНК-комет. Суспензию облученных клеток сме-
шивали при 37 ℃ с 1%-ным раствором легкоплавкой агарозы, 
имеющей низкую температуру затвердевания, в соотношении 
1:5. На предметные стекла наносили 60 мкл приготовленной 
смеси и, накрыв покровным стеклом, помещали в холодильник 
на 5 мин, затем покровное стекло осторожно удаляли. Получен-
ные слайды переносили в емкость с лизирующим раствором, 
установленную в холодильнике. Лизис проводили в течение 
12 – 14 ч. Для определения выхода ДР ДНК проводили электро-
форез в нейтральных условиях при напряжении 0,5 В/см в тече-
ние 40 мин в низкосолевом ТАЕ-буфере (рН 8,3; Панэко, Рос-
сия). Далее проводили нейтрализацию 0,4 М раствором Трис-
HCl (рН 7,4; Панэко, Россия). Данную процедуру повторяли 
трижды. После того, как слайды хорошо просыхали на воздухе, 
их помещали в емкости с метанолом на 15 мин при комнатной 
температуре для окончательной дегидратации и фиксации 
ДНК. Полученные слайды прокрашивали йодистым пропидием 
(6 мкг/мл). С каждого слайда регистрировали ~100 – 200 комет. 

Обработку изображения «кометы» проводили с помощью 
программы CASP [6]. 

Статистический анализ и обработка данных. Статистиче-
скую обработку данных проводили с помощью программного 
обеспечения OriginPro 2018 (OriginLab Corporation, США) 
и Prism (Systat Software Inc.). Статистическую значимость меж-
групповых различий для выборок устанавливали по критерию 
Манна-Уитни. Различия считали значимыми при р<0,05. Для 
описательной статистики использовали средние значения пока-
зателей и стандартную ошибку. 

Результаты и обсуждение 
На рисунке 1 представлены зависимости частоты образо-

вания ДР ДНК и кинетика их репарации в клетках глиобла-
стомы при облучении протонами в обычных условиях и в при-
сутствии модификаторов. Как можно видеть, наибольшее мо-
дифицирующее влияние на выход ДР оказывает комбинация 
агентов АраЦ+ГМ. Величина фактора изменения дозы (ФИД), 
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определяемая как ФИД = kмод/kнорм, где kмод и kнорм – пара-
метры наклона зависимостей «доза-эффект» при действии ра-
диомодификаторов и в нормальных условиях инкубации, при 
действии только АраЦ, составляет 1,38±0,08, а для комбинации 
агентов АраЦ+ГМ – 2,01±0,12.  

Репарация ДР при облучении клеток в обычных условиях 
происходит по экспоненциальной кинетике в отличие от усло-
вий влияния модификаторов. В последнем случае к 6 ч постра-
диационной инкубации наблюдается некоторое возрастание ко-
личества ДР ДНК с последующим небольшим снижением к 24 
ч наблюдения. При этом на всех временных интервалах уровень 
ДР ДНК в условиях комбинированного действия АраЦ+ГМ 
превышает уровень ДР при действии только АраЦ на ~20-25%. 
Уровень же повреждений через 24 ч превышает контрольный в 
~5,4 и 7 раз для АраЦ и Арац+ГМ, соответственно. 

0 1 2 3 4 5
0

4

8

12

16

20

24

28

 араЦ+ГМ
 араЦ
 контроль

m
t

Доза, Гр

*
*

*

*

**

*
*

*
*

#

0 2 4 6 22 24
0

4

8

12

16

20

24

28

m
t

Время, ч

 араЦ+ГМ
 араЦ
 контроль

*
*

* *

*
*

*

#

5 Гр

Рис. 1. Индукция и кинетика репарации ДР ДНК в клетках глиобла-
стомы человека линии U87 при действии протонов in vitro, p<0,05 

На рисунке 2 приведены зависимости частоты образова-
ния ДР ДНК и кинетика их репарации в клетках меланомы мы-
шей B16 при облучении рентгеновским излучением. Выход ДР 
ДНК при облучении клеток в условиях влияния АраЦ близок 
к наблюдаемым для клеток глиобластомы и величина ФИД так 
же составляет 1,38±0,08, для комбинации АраЦ+SCR7 вели-
чина ФИД составляет 1,58±0,11, что может указывать на мень-
ший действующий эффект SCR7. Скорее всего это можно объ-
яснить тем, что свое действие данный ингибитор будет прояв-
лять на поздних, отдаленных стадиях репарации для чего тре-
буется больший временной промежуток. Характер кинетики ре-
парации ДР ДНК в клетках меланомы мышей аналогичен клет-
кам глиобластомы и как отдельный АраЦ, так и комбинация 
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АраЦ+SCR7 оказывают существенное модифицирующее влия-
ние на формирование ДР ДНК в клетках В16. При этом эффек-
тивность комбинации АраЦ+SCR7 выше АраЦ на 10-15% 
и только через 24 ч на ~40%. Так же уровень повреждений через 
24 ч превышает контрольный в ~5,8 и 10 раз. 
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Рис. 2. Индукция и кинетика репарации ДР ДНК в клетках меланомы 
мышей линии B16 при действии рентгеновского излучения in vitro, 

p<0,05 
Полученные результаты свидетельствуют об увеличении 

количества ДР ДНК, в присутствии АраЦ в исследуемых типах 
клеточных культур при действии протонов и рентгеновского 
излучения. Наиболее ярко радиосенсибилизирующий эффект 
действия АраЦ проявляется при его комбинированном воздей-
ствии с другими модификаторами. В условиях комбинирован-
ного действия модификаторов (АраЦ+SCR7 и АраЦ+ГМ) коли-
чество ДР ДНК существенно превышает количество ДР ДНК, 
формируемых только при действии ионизирующих излучений 
без использования модификаторов. Кинетика репарации ДР 
ДНК в культурах опухолевых клеток в условиях влияния раз-
личных ингибиторов синтеза ДНК имеет сложный характер 
и характеризуется увеличением выхода повреждений ДНК 
вплоть до 6 ч пострадиационной инкубации, после чего, коли-
чество повреждений начинает уменьшаться. Однако, даже спу-
стя 24 ч после воздействия ионизирующего излучения количе-
ство ДР ДНК в условиях действия ингибиторов превышает кон-
трольный уровень повреждений. Наблюдаемый эффект влия-
ния АраЦ на увеличение выхода ДР ДНК может быть связан 
с образованием энзиматических ДР ДНК из других радиацион-
ных повреждений [5]. 

Репарация повреждений, формируемых ионизирующим 
излучением представляет из себя совокупность одновременно 
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протекающих, но разнонаправленных процессов: формирова-
ние энзиматических ДР из ОР и ПО за счет работы эксцизион-
ной репарации оснований и репарации АП-сайтов, и репарации 
по пути негомологичного соединения концов как прямых ДР 
ДНК, так и формируемых ЭДР.  

Комбинированное использование ингибиторов репара-
ции ДНК и ионизирующих излучений может быть перспектив-
ным подходом для повышения радиочувствительности опухо-
левых клеток.  
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