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Цель исследования	 Изучить	копийность	генов-компонентов	сигнальных	каскадов,	вовлеченных	в	репарацию	ДНК,	ре-
гуляцию	клеточного	цикла	и	апоптоза	при	воздействии	высоких	доз	ионизирующего	излучения.

Материал и методы	 Исследование	 проведено	 на	 культуре	 клеток	 немелкоклеточного	 рака	 легкого	Н1299.	Клеточные	
линии	культивировали	в	инкубаторе	Binder	(Германия)	24	ч	(при	37	°C,	5%	СО2),	а	затем	разделили	
группы	на	 терапевтическую	и	 контрольную.	Первая	 группа	 облучалась	 на	 линейном	ускорителе	
NovalisTx,	Varian	дозами	от	18	до	24	Гр,	вторая	не	подвергалась	облучению.	Во	время	исследования	
осуществляли:	контроль	жизнеспособности	клеток,	оценку	апоптотической	активности,	затем	про-
водили	амплификацию	каждой	из	проб	в	двух	повторностях.	Определение	относительной	копий-
ности	генетических	локусов	осуществляли	методом	Real-Time	qPCR	(RT-qPCR).	

Результаты		 При	сравнении	относительной	копийности	в	генетических	локусах	культуры	клеток	немелкокле-
точного	рака	легкого	Н1299	после	воздействия	высокой	дозой	ионизирующего	излучения	было	об-
наружено	статически	достоверное	снижение	относительной	копийности	генов	CASP3	и	RBBP8,	что	
может	свидетельствовать	о	снижении	потенциала	каспаза-опосредованной	репопуляции	опухоли	и	
повышении	радиочувствительности	опухолевых	клеток.	

Выводы		 Воздействие	 высоких	 доз	 ионизирующего	 излучения	 приводит	 к	 губительному	 воздействию	 на	
опухолевые	клетки	и	позволяет	преодолеть	один	из	механизмов	радиорезистентности	–	репопуля-
цию	опухолевых	клеток.	
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диохирургия,	культура	клеток,	комплексная	терапия
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Objective	 To	study	the	copy	number	of	genes-components	of	signaling	cascades	involved	in	DNA	repair,	cell	cycle	
regulation	and	apoptosis	under	the	influence	of	high	doses	of	ionizing	radiation.

Material and Мethods	 The	study	was	carried	out	on	a	culture	of	H1299	non-small	cell	lung	cancer	cells.	Cell	lines	were	cultured	
in	 a	Binder	 incubator	 (Germany)	 for	24	h	 (at	 37	 °C,	5%	CO2),	 and	 then	 the	groups	were	divided	 into	
therapeutic	and	control.	The	first	one	was	irradiated	with	a	NovalisTx,	Varian	linear	accelerator	at	doses	
from	18	to	24	Gy,	the	second	was	not	exposed	to	radiation.	During	the	study,	we	monitored	cell	viability	
and	evaluated	apoptotic	activity,	then	each	sample	was	amplified	in	two	iterations.	During	the	study,	cell	
viability	 was	monitored,	 apoptotic	 activity	 was	 assessed,	 and	 then	 each	 sample	 was	 amplified	 in	 two	
replicates.	The	relative	copy	number	of	genetic	loci	was	determined	by	Real-Time	qPCR	(RT-qPCR).

Results	 When	comparing	the	relative	copy	number	in	the	genetic	loci	of	the	H1299	non-small	cell	lung	cancer	cell	
culture	after	exposure	to	a	high	dose	of	ionizing	radiation,	a	statistically	significant	decrease	in	the	relative	
copy	number	of	the	CASP3	and	RBBP8	genes	was	found,	which	may	indicate	a	decrease	in	the	potential	
of	caspase-mediated	tumor	repopulation	and	an	increase	in	the	radiosensitivity	of	tumor	cells.
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ВВЕДЕНИЕ
Рак	легких	(РЛ)	во	всем	мире	занимает	первое	ме-

сто	в	структуре	смертности	от	злокачественных	ново-
образований	как	у	мужчин,	так	и	у	женщин.	Около	1,6	
миллиона	человек	ежегодно	умирают	от	рака	легких,	
а	 общая	 5-летняя	 выживаемость	 составляет	 всего	
15%	[1,	2].	В	структуре	общей	заболеваемости	злока-
чественными	новообразованиями	в	России	РЛ	входит	
в	 тройку	 ведущих	 (9,4%),	 а	 среди	мужского	 населе-
ния	занимает	первое	место	(16,3%)	[3].	

РЛ	 является	 заболеванием	пожилых	 людей,	 сред-
ний	возраст	трети	пациентов	составляет	75	лет,	при-
чем	многие	больные	имеют	значительные	сопутству-
ющие	 заболевания	 вследствие	 влияния	 различных	
факторов	в	течение	жизни	[4].	В	связи	с	чем	лечение	
таких	 пациентов	 представляет	 сложную	 задачу.	 Ос-
новным	методом	 лечения	 ранних	 стадий	 РЛ	 являет-
ся	 хирургический,	 однако	 примерно	 25%	 пациентов	
с	 ранней	 стадией	 немелкоклеточного	 рака	 легких	
(НМРЛ)	не	являются	кандидатами	на	операцию,	кото-
рая	остается	основным	методом	терапии	из-за	тяже-
лых	сопутствующих	заболеваний.	Этот	факт	требует	
поиска	 новых	 терапевтических	 подходов	 для	 такой	
категории	больных	[4].	

Перспективным	 направлением	 лечения	 пациен-
тов	с	ранней	стадией	РЛ	является	стереотаксическая	
гипофракционированная	 лучевая	 терапия	 (SBRT).	
Принципиальным	 отличием	 SBRT	 от	 традиционной	
лучевой	 терапии	 является	 применение	 существенно	
больших	доз	во	время	каждого	сеанса.	

Неотъемлемой	 частью	 комплексного	 лечения	 ге-
нерализованных	 больных	 с	 НМРЛ	 является	 стере-
отаксическая	 радиохирургия	 (SRS),	 которая	 проде-
монстрировала	 свою	 высокую	 эффективность	 при	
лечении	 больных	 с	 метастатическим	 поражением	
головного	мозга	[18].	Большие	дозы	ионизирующего	
излучения	 при	 SBRT	 обладают	 более	 мощным	 био-
логическим	воздействием	и	приводят	к	высоким	по-
казателям	 местного	 контроля	 опухоли.	 По	 данным	
проспективных	 исследований,	 3-летний	 локальный	
контроль	составил	примерно	90%	при	SBRT	НМРЛ	I	
стадии	[6–13].

Успешное	 применение	 ионизующего	 воздействия	
при	радиотерапевтическом	лечении	связано,	главным	
образом,	с	возможностью	активирования	механизмов	
клеточной	гибели.	Считается,	что	основным	механиз-

мом	при	 воздействии	 ионизующего	 излучения	 явля-
ется	апоптоз.	Он	инициируется	нарушениями	внекле-
точного	 микроокружения,	 которые	 обнаруживаются	
рецепторами	 плазматической	 мембраны,	 сигнализи-
руются	 и	 реализуются	 исполнительными	 каспазами,	
главным	образом	CASP3.

Основным	 способом	 оценки	 молекулярных	 про-
цессов,	происходящих	в	опухолевых	клетках,	являет-
ся	анализ	изменения	копийности	генов	(Copy	Number	
Variation	или	CNV).	Копийность	генов	–	вид	генети-
ческого	 полиморфизма,	 возникающий	 в	 результате	
несбалансированных	 хромосомных	 перестроек,	 та-
ких	как	делеции	и	дупликации.	Результатом	вариации	
может	явиться	уменьшение	или	повышение	числа	ко-
пий	определенного	гена,	и,	следовательно,	изменение	
экспрессии	продукта	гена-белка	или	не	кодирующей	
РНК.	CNV	представляют	собой	критические	генети-
ческие	 события,	 которые	 способствуют	 развитию	 и	
прогрессированию	 злокачественных	 новообразова-
ний	у	человека	[13].	

Точная	 характеристика	 числа	 копий	 генов	 позво-
лит	 раскрыть	 процессы,	 происходящие	 в	 опухоле-
вой	клетке	при	воздействии	на	нее	высокими	дозами	
лучевой	 терапии.	 На	 основании	 вышеизложенных	
данных	целью	нашего	опыта	стало	исследование	от-
носительной	 копийности	 генетических	 локусов,	 от-
ветственных	 за	 репарацию	ДНК,	 регуляцию	 клеточ-
ного	цикла	и	апоптоза.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Исследование	проведено	на	культуре	немелкокле-

точного	 рака	 легкого	 Н1299.	 Во	 флаконы	 Т75	 с	 по-
верхностью	 культивирования	 75	 см2	 (Corning,	 USA)	
пассировали	 клетки	 Н1299	 по	 5×106	 кл/фл	 в	 среду	
DMEM	 (Gibco,	USA)	 с	 добавлением	 10%-й	 эмбрио-
нальной	 бычьей	 сыворотки	 (Биолот,	 Россия),	 0,5%-
го	 гентамицина	 (Биолот,	 Россия).	Клеточную	линию	
культивировали	 24	 ч	 в	 инкубаторе	 Binder	 (Герма-
ния)	 при	 37	 °C,	 5%	 СО2.	 Облучение	 клеточной	 ли-
нии	Н1299	осуществлялось	на	линейном	ускорителе	
NovalisTx,	 Varian	 дозами	 от	 18	 до	 24	 Гр	 с	 шагом	 1	
Гр,	 контроль	 оставался	 без	 облучения.	 Экспозицию	
проводили	 в	 течение	 24	 ч	при	 37	 °C,	 5%	СО2.	Жиз-
неспособность	 клеток	 определяли	 в	 автоматическом	
анализаторе	 EVE	 (NanoEntec,	 Корея)	 окрашиванием	
трипановым	синим	0,4%-м	(NanoEntec,	Корея).	Оцен-

Conclusion	 Exposure	 to	high	doses	of	 ionizing	 radiation	 leads	 to	a	detrimental	effect	on	 tumor	cells	and	allows	 to	
overcome	one	of	the	mechanisms	of	radioresistance	–	tumor	cell	repopulation.
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ку	апоптотической	активности	проводили	на	проточ-
ном	цитофлуориметре	FACSCanto	II	(BD,	США)	с	ис-
пользованием	Annexin	V-FITC	Apoptosis	Detection	Kit	
(BD	Pharminogen,	США).

Геномную	ДНК	экстрагировали	из	культур	немел-
коклеточного	 рака	 легкого	 Н1299	 с	 использованием	
набора	QIAamp	DNA	Mini	Kit	 (Qiagen,	 Германия)	 и	
станции	 автоматического	 выделения	 нуклеиновых	
кислот	QIAcube	Connect	(Qiagen,	Германия).	Концен-
трацию	 полученных	 препаратов	 ДНК	 измеряли	 на	
флюориметре	Qubit	2.0®	(Invitrogen,	США)	с	исполь-
зованием	 набора	 Quant-iT™	 dsDNA	 High-Sensitivity	
(HS)	 Assay	 Kit	 (Invitrogen,	 США).	 Для	 проведения	
Real-Time	qPCR	концентрацию	образцов	ДНК	норма-
лизовывали	до	величины	2	нг/мкл.

Определение	 относительной	 копийности	 гене-
тических	 локусов	 проводили	 методом	 Real-Time	
qPCR	 (RT-qPCR).	 Принцип	 метода	 заключается	 в	
одновременной	 амплификации	 гена-мишени	 и	 ре-
ферентного	 гена	 в	 опытной	 и	 контрольной	 пробах.	
Вывод	 об	 изменении	 копийности	 гена	 делается	 на	
основании	 анализа	 соотношения	 сигналов,	 проду-
цируемых	 ампликонами	 изучаемой	 и	 референсных	
последовательностей.	 В	 качестве	 референсных	 ло-
кусов	 использовались	 ACTB,	 B2M	 и	 GAPDH.	 Ста-
бильность	 референсных	 локусов	 проверялась	 с	 ис-
пользованием	 пакета	 «GENorm».	 Относительная	
величина	 определялась	 методом	ΔΔCt	 [16].	 Каждые	
15	мкл	ПЦР-смеси	для	 анализа	 содержали	10	нг	 ге-
номной	 ДНК,	 0.2	 mM	 dNTP’s,	 по	 500	 нМ	 прямого	
и	 обратного	 праймеров	 для	 референтных	 генов	 или	
гена-мишени,	2	mM	MgCl2,	ПЦР-буфер,	0.05u/µl	HS	
Taq	ДНК-полимеразы	с	ингибирующими	активность	
фермента	 антителами	 (Евроген,	 Россия).	 В	 качестве	
красителя	использовали	EvaGreen	(Invitrogen,	США).	
Амплификация	каждой	из	проб	осуществлялась	в	двух	 
повторностях.	Первичные	данные	RT-qPCR	получали	

с	 использованием	 программного	 обеспечения	 Bio-
Rad	CFX	Manager	ver	3.1.

Количественная	 RT-PCR	 амплификация	 прово-
дилась	 с	 использованием	 термоциклера	 Bio-Rad	
CFX96	 (Bio-Rad,	USA)	 в	 соответствии	 с	 инструкци-
ями	производителя	по	следующей	программе:	95	 °C	
3	мин,	и	40	циклов	при	95	°C	10	сек.,	58	°C	30	сек.	и	
72	 °C	30	сек.	 (чтение	оптического	сигнала	FAM	для	
красителя	 EvaGreen).	 Для	 оценки	 специфичности	
ПЦР-продукты	подвергались	плавлению	в	диапазоне	
температур	65–95	°C,	инкремент	–	0,5	°C.	Прямой	и	
обратный	 праймеры	 для	 каждого	 локуса	 были	 раз-
работаны	с	использованием	референтных	последова-
тельностей	ДНК	NCBI	GenBank	[17].	

Статистический	анализ	проводился	с	использова-
нием	пакетов	среды	R.	Наличие	значительной	разницы	
между	средними	показателями	копийности	исследуе-
мых	генов	в	экспериментальных	условиях	оценивали	
с	помощью	одностороннего	теста	ANOVA.	Для	расче-
та	попарных	сравнений	между	 группами	применяли	
парный	T-тест	с	корректировкой	p-значения	методом	
Бенджамини-Хохберга.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В	опыте	 была	 определена	 копийность	 генов-ком-

понентов	 сигнальных	 каскадов,	 вовлеченных	 в	 ре-
парацию	ДНК,	регуляцию	клеточного	цикла	и	апоп-
тоза:	 AKT1, ATM, BIRP1, BRCA1, BRCA2, CDKN1B, 
CCND1, RBBP8, RAD50, TP53, XRCC4, BAX, CASP7, 
CASP8, CASP3, CASP9, C-FLIP, MDM2, BCL2.

При	сравнении	относительной	копийности	в	гене-
тических	локусах	культуры	клеток	немелкоклеточно-
го	рака	легкого	Н1299	обнаружено	статически	досто-
верное	 изменение	 относительной	 копийности	 генов	
CASP3	и	RBBP8.

Снижение	копийности	 гена	CASP3	 (рис.	1)	после	
воздействия	 высокой	 дозы	 ионизирующего	 излуче-

Рисунок 2. Изменение относительной копийности гена 
RBBP8
Figure 2. Change in the relative copy number of the RBBP8 gene

Рисунок 1. Изменение относительной копийности гена 
CASP3
Figure 1. Change in the relative copy number of the CASP3 gene
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ния	может	свидетельствовать	о	снижении	потенциала	
каспаза-опосредованной	 репопуляции	 опухоли	и	 по-
вышает	радиочувствительность	опухоли,	что	согласу-
ется	с	данными	литературы	[15].		

CtIP/RBBP8	 в	 настоящее	 время	 более	 известен	
своей	 ролью	 в	 репарации	 двухцепочечного	 разрыва	
ДНК	 и	 стабильности	 генома.	CtIP	 является	 взаимо-
действующим	партнером	белкового	комплекса	датчи-
ка	повреждения	ДНК	Mre11/Rad50/Nbs1 (MRN),	кото-
рый	распознает	двухцепочечные	разрывы	ДНК.	CtIP 
участвует	в	этих	путях,	поддерживающих	начальные	
этапы	обработки	ДНК,	а	также	в	рекрутировании	до-
полнительных	 белков	 репарации	 ДНК.	 Снижение	
копийности	 гена	RBBP8	 после	 воздействия	 высокой	
дозы	ионизирующего	излучения	 (рис.	 2)	может	 сви-
детельствовать	 о	 снижении	 потенциала	 репарации	
ДНК,	 что	 доказывает	 	 высокую	 эффективность	 по-
добного	воздействия.	

ВЫВОДЫ
Высокие	 дозы	 ионизирующего	 излучения	 приво-

дят	к	губительному	воздействию	на	опухолевые	клет-
ки	и	позволяют	преодолеть	один	из	механизмов	ради-
орезистентности	–	репопляцию	опухолевых	клеток.	
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