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Â ðàáîòå èçó÷åí ýôôåêò èñòî÷íèêîâ èîíèçèðóþùåãî èçëó÷åíèÿ íà îñíîâå èòòåðáèÿ 169 íà ïðîëèôåðà-
öèþ, ïðîãðåññèþ ïî öèêëó, àïîïòîç è óðîâåíü õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé â êëåòêàõ êàðöèíîìû (ëèíèÿ HeLa
G63) è ýíäîòåëèîöèòàõ (ëèíèÿ ECV304) ÷åëîâåêà â êóëüòóðå. Ïîêàçàíî, ÷òî îáëó÷åíèå êëåòîê ÈÈÈ íà îñíî-
âå 169Yb- (â äèàïàçîíå äîç îò 0,33—1,2 Ãð) ïðèâîäèëî ê áëîêèðîâàíèþ êëåòîê â G2/M ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèê-
ëà. Áëîêèðîâàíèå ïðîãðåññèè êëåòîê çàâèñåëî îò äîçû è íîñèëî íåîáðàòèìûé õàðàêòåð, ÷òî ïðèâîäèëî
ê ðåïîïóëÿöèîííûì èçìåíåíèÿì è ñíèæåíèþ êîíöåíòðàöèè êëåòîê â îáðàçöàõ â ðàçëè÷íûå âðåìåííûå èí-
òåðâàëû ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Èíãèáèðîâàíèå ðîñòà êëåòîê 169Yb íîñèëî äîçîçàâèñèìûé õàðàêòåð. Ðåãèñòðà-
öèÿ ýôôåêòîâ â îòäàëåííûå ñðîêè ïîñëå îáëó÷åíèÿ169Yb è ñîõðàíåíèå èõ íà ïðîòÿæåíèè íåñêîëüêèõ êëå-
òî÷íûõ ãåíåðàöèé óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ïîä âëèÿíèåì íèçêèõ äîç îáëó÷åíèÿ ïðîèñõîäèò ñèñòåìíîå èçìåíå-
íèå ìåòàáîëèçìà êëåòêè. Âêëþ÷àþòñÿ ìåõàíèçìû «÷åê-ïîèíòíîãî» (check point) êîíòðîëÿ è àïîïòîòè÷åñêîé
ãèáåëè êëåòêè. Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç êëåòîê âûÿâèë èíäóêöèþ àïîïòîòè÷åñêîé ôîðìû ãèáåëè íå òîëüêî
è íå ñòîëüêî â îáëó÷åííûõ êëåòêàõ, ñêîëüêî â èõ ïîòîìêàõ, â êîòîðûõ ðåãèñòðèðóþòñÿ òàêæå è ïàòîëîãè÷å-
ñêèå ìèòîçû, íàðóøåíèå ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà äåëåíèÿ êëåòîê. Íåêðîòè÷åñêàÿ ôîðìà ãèáåëè ðåãèñòðè-
ðîâàëàñü òîëüêî ïîñëå ïðîëîíãèðîâàííîãî îáëó÷åíèÿ êëåòîê èñòî÷íèêàìè 169Yb Ðåàëèçàöèÿ ýôôåêòà îáëó-
÷åíèÿ 169Yb â îòäàëåííûå ñðîêè ïîñëå îáëó÷åíèÿ, ïðåäïîëàãàåò âîçìîæíîñòü èõ ìîäèôèêàöèè, ÷òî âàæíî
â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå.
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Ââåäåíèå

Â ïàòîãåíåçå èíòîêñèêàöèîííûõ âîçäåéñòâèé íà îðãà-
íèçì îïðåäåëÿþùèì ÿâëÿåòñÿ ïîääåðæàíèå áàëàíñà ìåæ-
äó ïðîöåññàìè êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ è ãèáåëüþ êëåòîê. Íà-
ðóøåíèå áàëàíñà âûçûâàåò èëè áûñòðûé ðîñò íåæåëàòåëü-
íûõ è ïîòåíöèàëüíî îïàñíûõ êëåòîê è/èëè ïîòåðþ êëå-
òîê, íåîáõîäèìûõ äëÿ ñîõðàíåíèÿ ôóíêöèé òêàíåé. È òî
è äðóãîå ìîæåò ïðèâîäèòü ê îïàñíûì äëÿ æèçíè çàáîëåâà-
íèÿì. Ê çàáîëåâàíèÿì, àññîöèèðîâàííûì ñ óâåëè÷åíèåì
êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ, îòíîñèòñÿ ðàê, ïîýòîìó è ðàäèî-, è
õèìèîòåðàïèÿ îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé — ýòî, ïðåæ-
äå âñåãî, èíãèáèðîâàíèå äåëåíèÿ êëåòîê. Èñòî÷íèêè
èîíèçèðóþùåãî èçëó÷åíèÿ (ÈÈÈ) íàðÿäó ñ õèðóðãèåé è
õèìèîòåðàïèåé øèðîêî ïðèìåíÿþòñÿ â îíêîëîãèè. Â ïî-
ñëåäíåå âðåìÿ âñå ÷àùå èñïîëüçóþò êîíòàêòíóþ ëó÷åâóþ
òåðàïèþ (áðàõèòåðàïèþ), ïðè êîòîðîé èñòî÷íèê èçëó÷å-
íèÿ ââîäèòñÿ âíóòðü ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííîãî îðãàíà,
â îòëè÷èå îò íàðóæíîé ëó÷åâîé òåðàïèè. Ýòî ïîçâîëÿåò
îáëó÷àòü ìàêñèìàëüíûìè äîçàìè íåïîñðåäñòâåííî î÷àã
îïóõîëè ïðè ìèíèìàëüíîì âîçäåéñòâèè íà îêðóæàþùèå
çäîðîâûå òêàíè. Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà èçëó÷åíèÿ îáû÷íî
èñïîëüçóþò ðàäèîàêòèâíûå èçîòîïû 226Ra, 192Ir, 125I,
137Cs, 60Co. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â êà÷åñòâå ïåðñïåêòèâíîãî
ðàäèîíóêëèäà äëÿ áðàõèòåðàïèè ðàññìàòðèâàåòñÿ èòòåð-
áèé-169 (169Yb) [1]. Èòòåðáèé-169 áëàãîäàðÿ ñâîèì ÿäåð-

íî-ôèçè÷åñêèì ñâîéñòâàì (ìÿãêèé ñïåêòð �-èçëó÷åíèÿ,
âûñîêàÿ óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü) ÿâëÿåòñÿ ðàäèîíóêëèäîì
ñ áîëüøèì ïîòåíöèàëîì èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ áðàõèòåðàïèè
îïóõîëåé. Åãî âîçìîæíîå ïðèìåíåíèå â êà÷åñòâå êëèíè-
÷åñêîãî ðàäèîíóêëèäà ðàññìàòðèâàåòñÿ ìåæäóíàðîäíîé

ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïàíèåé (Amersham International).
Ê ñîæàëåíèþ, èñòî÷íèêîâ 169Yb äëÿ áðàõèòåðàïèè â êîì-
ìåð÷åñêîé äîñòóïíîñòè ïîêà åùå íåò. Èñïîëüçîâàííûå
íàìè èñòî÷íèêè 169Yb- áûëè ðàçðàáîòàíû â ÎÎÎ «Äåëèç»
[2] â èííîâàöèîííîì ïîðÿäêå.

Öåëü ðàáîòû ñîñòîÿëà â îöåíêå ýôôåêòèâíîñòè ëåòàëü-
íîãî è öèòîãåíåòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ òðåõ îáðàçöîâ 169Yb-
íà ïåðåâèâàåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ÷åëîâåêà. Ýôôåêòèâ-
íîñòü äåéñòâèÿ èñòî÷íèêîâ ÈÈ íà îñíîâå 169Yb ïðîâîäè-
ëè ïî ðÿäó êëèíè÷åñêè ïðèåìëåìûõ êëåòî÷íûõ ïàðàìåò-
ðîâ, òàêèõ êàê: èäåíòèôèêàöèÿ æèâûõ è óìèðàþùèõ êëå-
òîê ïî èçìåíåíèþ ïðîíèöàåìîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû;
ïðîãðåññèÿ êëåòîê ïî êëåòî÷íîìó öèêëó; èçìåíåíèå ñêî-
ðîñòè ðîñòà êëåòîê; èíäóêöèÿ àñèììåòðè÷íûõ õðîìîñîì-
íûõ àáåððàöèé è èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè êëåòîê.

Ìåòîäèêà

Ðàáîòà âûïîëíåíà íà êóëüòóðå êëåòîê ÷åëîâåêà: êàð-
öèíîìû (ëèíèÿ HeLa-G63) è ýíäîòåëèîöèòàõ (ëèíèÿ ECV
304). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå Èãëà ñ äîáàâëåíè-
åì 10% ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè. Â êà÷åñòâå àíòèáèîòè-
êà èñïîëüçîâàëè ãåíòàìèöèí. Îáëó÷åíèå êëåòîê ïðîâîäè-
ëè, ïîìåùàÿ îáðàçöû 169Yb â ýïïåíäîðôû ñ êëåòêàìè
â ïèòàòåëüíîé ñðåäå. Ïîñëå îáëó÷åíèÿ êëåòêè ðàññåâàëè
â ïåíèöèëëèíîâûå ôëàêîíû ñ ïîêðîâíûìè ñòåêëàìè.
Êëåòêè ðîñëè íà ïîâåðõíîñòè ïîêðîâíîãî ñòåêëà è íà ïî-
âåðõíîñòè ôëàêîíà, ÷òî ïîçâîëÿëî îäíîâðåìåííî ïðîâî-
äèòü ìîðôîëîãè÷åñêèé è öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç îäíîé
è òîé æå ïîïóëÿöèè êëåòîê. Äëÿ ðåãèñòðàöèè ìîðôîëîãè-
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ãåþ Âñåâîëîäîâè÷ó, ãåíåðàëüíîìó äèðåêòîðó ÎÎÎ «Äåëèç», ê.ò.í. Äåðæèåâó Âàñèëèþ Èâàíîâè÷ó çà ïðåäîñòàâëåííûå èñòî÷íèêè ÈÈ íà
îñíîâå èòòåðáèÿ-169 è èõ äîçèìåòðè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè.



÷åñêèõ èçìåíåíåíèé êëåòêè, âûðàùåííûå íà ïîêðîâíûõ
ñòåêëàõ, ôèêñèðîâàëè ýòàíîëîì, çàòåì îêðàøèâàëè àöå-
òîîðñåèíîì è àíàëèçèðîâàëè íà ñâåòîâîì ìèêðîñêîïå
«Motic», ñíàáæ¸ííîì öèôðîâîé ôîòîêàìåðîé. Íà ñò¸êëàõ
ðåãèñòðèðîâàëè êëåòêè ñ ìîðôîëîãè÷åñêèìè ïðèçíàêàìè,
õàðàêòåðíûìè äëÿ àïîïòîçà, è õðîìîñîìíûå àáåððàöèè
(ìîñòû è ôðàãìåíòû â àíàôàçå). Êëåòêè, âûðîñøèå íà ïî-
âåðõíîñòè ôëàêîíîâ, ñíèìàëè ðàñòâîðîì Âåðñåíà. Ïîëó-
÷åííóþ êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðîâàëè, îñàäîê
ðåñóñïåíäèðîâàëè â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 0,1% áðîìè-
ñòîãî ýòèäèÿ çà 15 ìèí äî àíàëèçà íà ïðîòî÷íîì öèòîìåò-
ðå. Öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ñî-
äåðæàíèþ ÄÍÊ ïðîâîäèëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå, ñî-
çäàííîì Ñòåïàíîâûì Ñ.È. â ëàáîðàòîðèè ìåäèöèíñêîé
áèîôèçèêè ÏÈßÔ [3]. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ñîäåðæà-
íèþ ÄÍÊ ïîçâîëÿåò ïðîñëåäèòü êàê çà ïðîãðåññèåé êëå-
òîê ïî öèêëó: 2 ñ — G1; 3 c — S; 4 c — G2/M, òàê è îöå-
íèòü öèòîòîêñè÷íîñòü ïðåïàðàòîâ, àíàëèçèðóÿ äîëþ êëå-
òîê ñ ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ ìåíüøå äèïëîèäíîãî (<2ñ èëè
sub-G1-ïîïóëÿöèþ), êîòîðûå ïîÿâëÿþòñÿ â ðåçóëüòàòå
ôðàãìåíòàöèè ÿäðà â ïðîöåññå àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè
êëåòîê [4]. Êðîìå òîãî, öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïîçâîëÿ-
åò îöåíèòü êîíöåíòðàöèþ êëåòîê â îáðàçöå. Ïðè ïîñåâå
ðàâíîé êîíöåíòðàöèè êëåòîê è ïîñëåäóþùåì àíàëèçå
ðàâíîãî êîëè÷åñòâà èõ è ôèêñèðîâàííîé ñêîðîñòè ïîäà÷è
êëåòîê, ðàçëè÷èÿ â êîíöåíòðàöèè áóäóò îòîáðàæàòü ðåïî-
ïóëÿöèîííûå èçìåíåíèÿ, èíäóöèðîâàííûå òîé èëè èíîé
îáðàáîòêîé êëåòîê. Àíàëèç ãèñòîãðàìì (ïðîöåíòíîå ñîîò-
íîøåíèå êëåòîê ñ ðàçëè÷íûì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ ê îáùå-
ìó ÷èñëó ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê) ïðîâîäèëè ñ ïîìî-
ùüþ êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû, íàïèñàííîé Ñòåïàíî-
âûì Ñ.È., êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìîé
ïðîãðàììû [5]. Â êàæäîì ñëó÷àå àíàëèçèðîâàëè îò 10 äî
20 òûñ. êëåòîê. Öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç îöåíêè æèçíå-
ñïîñîáíîñòè êëåòîê ïî öåëîñòíîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû
ïðîâåäåíû ïóòåì èíêóáèðîâàíèÿ èõ ñ ôëóîðåñöåíòíûì
êðàñèòåëåì ïðîïèäèóì èîäèäîì [6]. Êëåòêè, âûðîñøèå íà
ïîâåðõíîñòè ôëàêîíà, ñíèìàëè ðàñòâîðîì Âåðñåíà. Ïðî-
íèöàåìîñòü öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû èñïîëüçóåòñÿ
êàê ìàðêåð æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê, äëÿ ýòîãî èñïîëüçó-
þò ôëþîðîõðîìû, êîòîðûå ïðîíèêàþò òîëüêî ÷åðåç ïî-

âðåæäåííûå ìåìáðàíû íåæèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê. Îíè
ëåãêî èäåíòèôèöèðóþòñÿ è âèçóàëüíî â ìèêðîñêîï, è áî-
ëåå ÿðêî ôëþîðåñöèðóþò ïðè ïðîòî÷íî-öèòîìåòðè÷åñêîì
àíàëèçå.

Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ ïîìåùàëè íà ëåä è çàòåì äîáàâ-
ëÿëè ðàñòâîð ïðîïèäèóì èîäèäà (êîíå÷íàÿ êîíö. 1 ìêã/ìë)
è ñðàçó àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû îöåíêè æèçíåñïî-
ñîáíîñòè êëåòîê ïî öåëîñòíîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû
ïðè èíêóáèðîâàíèè èõ ñ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì
ïðîïèäèóì èîäèäîì ñðàçó ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Êàê âèäíî èç
ãèñòîãðàìì, îáëó÷åíèå êëåòîê 169Yb â äîçå 0.33Ãð íå ìå-
íÿëî ñîîòíîøåíèÿ ñëàáî ôëþîðåñöèðóþùèõ êëåòîê
(1—20 êàíàë) ê ÿðêî ôëþîðåñöåíöèðóþùèì
(100—1000 êàíàë) êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ íåîáëó÷åííûì
êîíòðîëåì. Ñïåêòðû ôëþîðåñöåíöèè íåîáëó÷åííûõ è îá-
ëó÷åííûõ êëåòîê ïîëíîñòüþ ñîâïàäàþò. Îòñóòñòâèå ýô-
ôåêòà èçëó÷åíèÿ 169Yb íà ïðîíèöàåìîñòü êëåòî÷íîé ìåì-
áðàíû (ðèñ.1À), âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ íåäîñòàòî÷íî âûñî-
êîé äîçîé è/èëè ìàëûì âêëàäîì ïðÿìûõ ðàäèàöèîííûõ
ïîâðåæäåíèé â ðåãèñòðèðóåìûé ýôôåêò. Ïðè îáëó÷åíèè

òåõ æå êëåòîê �-êâàíòàìè 60Ñî â áîëåå âûñîêèõ äîçàõ
(10 Ãð) íàãëÿäíî âûÿâëÿåòñÿ ýôôåêò îáëó÷åíèÿ, à èìåííî
óâåëè÷èâàåòñÿ äîëÿ ÿðêî ôëóîðåñöèðóþùèõ êëåòîê, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò îá óâåëè÷åíèè ïðîíèöàåìîñòè êëåòî÷íîé
ìåìáðàíû (ðèñ. 1Á). Î÷åâèäíî, ÷òî ïðè îáëó÷åíèè êëåòîê

â âûñîêèõ äîçàõ �-êâàíòàìè 60Ñî âêëàä ïðÿìûõ ïîðàæå-
íèé (êëåòî÷íûõ ìåìáðàí/ ìîëåêóë ÄÍÊ) áîëüøå, ÷åì ïðè
îáëó÷åíèè 169Y. Íàðóøåíèå êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè,
èíäóöèðîâàííîå îáëó÷åíèåì èñòî÷íèêàìè ÈÈ íà îñíîâå
169Yb ðåãèñòðèðîâàëè ïî ðàñïðåäåëåíèþ êëåòîê ïî ñîäåð-
æàíèþ ÄÍÊ ïðè îêðàøèâàíèè áðîìèñòûì ýòèäèåì —
ôëóîðåñöåíòíûì èíòåêàëèðóþùèì êðàñèòåëåì, êîëè÷å-
ñòâåííî ñâÿçûâàþùèìñÿ ñ ÄÍÊ. Êëåòêè ñ îäíîãî ìàòðàñ-
ñà áûëè ñíÿòû ðàñòâîðîì Âåðñåíà è ðàñïðåäåëåíû â 3 ýï-
ïåíäîðôà. Â êàæäîì ýïïåíäîðôå 1 ìë ñðåäû ñîäåðæàë
5 õ 105êëåòîê. Äëÿ òîãî, ÷òîáû âûÿâèòü çàâèñèìîñòü ýô-
ôåêòèâíîñòè èñòî÷íèêîâ îò äîçû è ìîùíîñòè äîçû, ìû
â 1-é ýïïåíäîðô ïîìåùàëè äâà èñòî÷íèêà (îáùàÿ äîçà
îáëó÷åíèÿ 1,1 Ãð), âî 2-é — îäèí èñòî÷íèê (äîçà îáëó÷å-
íèÿ 0,33 Ãð), 3-é ýïïåíäîðô áåç èñòî÷íèêà ÈÈ ñëóæèë
êîíòðîëåì. Ïî îêîí÷àíèè îáëó÷åíèÿ ýïïåíäîðôû öåíò-
ðèôóãèðîâàëè è ê îñàäêó äîáàâëÿëè 0,5 ìë ðàñòâîðà Âåð-
ñåíà, çàòåì îñàäêè ðåñóñïåíäèðîâàëè è ïåðåíîñèëè ñóñ-
ïåíçèþ â ïåíèöèëëèíîâûå ôëàêîíû ñ ïîêðîâíûìè ñòåê-
ëàìè è 3 ìë ïèòàòåëüíîé ñðåäû, îñòàâëÿÿ ðàñòè â òå÷åíèå
ñëåäóþùèõ 96 ÷àñîâ. Àíàëèç ñîñòàâà êëåòî÷íîé ïîïóëÿ-
öèè, ïðîâåäåííûé ñðàçó ïîñëå îáëó÷åíèÿ, ñóùåñòâåííûõ
ðàçëè÷èé â ñðàâíåíèè ñ íåîáëó÷åííûì êîíòðîëåì íå âûÿ-
âèë (ðèñ. 2À), à ÷åðåç 96 ÷àñîâ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ðåãèñòðè-
ðîâàëè èçìåíåíèÿ â ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ñîäåðæà-
íèþ ÄÍÊ ïî îòíîøåíèþ ê íåîáëó÷åííîìó êîíòðîëþ
(ðèñ. 2 Á è Â). Èç ãèñòîãðàìì âèäíà äîçîçàâèñèìàÿ àêêó-
ìóëÿöèÿ òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò G2/M
ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà (18% â íåîáëó÷åííîì êîíòðîëå,
30% ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 1,1 Ãð è 25% — â äîçå 0,33 Ãð).
Óâåëè÷èâàåòñÿ òàêæå äîëÿ ãèïîäèïëîèäíûõ êëåòîê
(sub-G1 ïîïóëÿöèÿ): 4,8% â êîíòðîëå è 7% ïîñëå îáëó÷å-
íèÿ. Ïî÷òè âòðîå ñíèæàåòñÿ êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê â îáëó-

58 ÏÀÒÎÃÅÍÅÇ. — 2015. — Ò. 13, ¹4

Ðèñ. 1. Èäåíòèôèêàöèÿ íåæèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê HeLa G63 ïîñëå îá-
ëó÷åíèÿ èñòî÷íèêàìè 169Yb â äîçå 0,33 Ãð (À) è ïîñëå îáëó÷åíèÿ 60 Co
â äîçå 10 Ãð (Á) ñ ïîìîùüþ ïðîïèäèóì èîäèäà.
Ïî îñè àáñöèññ — èíòåíñèâíîñòü ôëþîðåñöåíöèè; ïî îñè îðäèíàò —
êîëè÷åñòâî êëåòîê (îòí.åä.).
Íåæèçíåñïîñîáíûå êëåòêè ñâåòÿò íà 2 ïîðÿäêà ÿð÷å, ÷åì æèâûå êëåò-
êè. Îáëàñòü îò 1—20 — æèâûå, îò 100—1000 ìåðòâûå.



÷åííîì îáðàçöå (â êîíòðîëå áûëî 152,5 êëåòîê â ñåêóíäó,
à â îáëó÷åííîì îáðàçöå 57,3 êëåòîê â ñåêóíäó) ïðè èñõîä-
íî ðàâíûõ êîíöåíòðàöèÿõ ïðè ïîñåâå êëåòîê, ðàâíîì êî-
ëè÷åñòâå ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê (12 000) è ôèêñèðî-
âàííîé ñêîðîñòè àíàëèçà êëåòîê. Ñíèæåíèå êîíöåíòðà-
öèè êëåòîê â îáëó÷åííûõ îáðàçöàõ ìîæåò ñâèäåòåëüñòâî-
âàòü êàê î íåîáðàòèìîñòè áëîêèðîâàíèÿ êëåòîê â G2/M,
òàê è î ñíèæåíèè ñêîðîñòè ðîñòà êëåòîê. Ðåãèñòðàöèÿ ýô-
ôåêòîâ èçëó÷åíèÿ 169Yb íà ïðîòÿæåíèè 96 ÷àñîâ èíêóáà-
öèè ïîñëå îáëó÷åíèÿ, à ýòî 4 êëåòî÷íûõ öèêëà (ïðîäîë-
æèòåëüíîñòü îäíîãî êëåòî÷íîãî öèêëà HeLa G63 — 24 ÷à-
ñà) ñâèäåòåëüñòâóåò î âêëþ÷åíèè ìåõàíèçìîâ ïðîëîíãà-
öèè äåéñòâèÿ ÈÈ. Ýòî îòñðî÷åííûå (çàäåðæàííûå) ýô-
ôåêòû äåéñòâèÿ ÈÈ, êîòîðûå ñëåäóåò ó÷èòûâàòü ïðè ïëà-
íèðîâàíèè ðåæèìîâ îáëó÷åíèÿ îïóõîëåé.

Èçâåñòíî, ÷òî îñíîâíûìè ïðè÷èíàìè íåîáðàòèìîãî
áëîêèðîâàíèÿ êëåòîê â G2/M ôàçàõ öèêëà ÿâëÿþòñÿ íåðå-
ïàðèðîâàííûå ïîâðåæäåíèÿ íàñëåäñòâåííûõ ñòðóêòóð
êëåòêè [7, 8]. Ìû îöåíèëè ýôôåêòèâíîñòü êàæäîãî èñòî÷-
íèêà 169Yb â èíäóêöèè àñèììåòðè÷íûõ õðîìîñîìíûõ ïî-
âðåæäåíèé (ìîñòû è ôðàãìåíòû â àíàôàçå). Ðåçóëüòàòû
àíàëèçà ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 3,èç êîòîðîãî âèäíî, ÷òî
âñå îáðàçöû 169Yb èíäóöèðîâàëè óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ïî-
âðåæäåíèé õðîìîñîì. Ïðè ýòîì ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïî
ñðàâíåíèþ ñ íåîáëó÷åííûì êîíòðîëåì ýòî óâåëè÷åíèå
áûëî íåçíà÷èòåëüíûì (4—9%). Î÷åâèäíî, ÷òî â ïðåäåëàõ
èññëåäóåìûõ äîç îáëó÷åíèÿ âûÿâèòü ñóùåñòâåííûå ðàçëè-
÷èÿ ïî ýòîìó êðèòåðèþ ñëîæíî, õîòÿ äîçîâàÿ çàâèñèìîñòü
ïðîñëåæèâàåòñÿ. Ìîæíî òàêæå ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðàçðû-
âû ÄÍÊ, ëåæàùèå â îñíîâå îáðàçîâàíèÿ õðîìîñîìíûõ
àáåððàöèé, íå ÿâëÿþòñÿ åäèíñòâåííîé ïðè÷èíîé ãèáåëè
êëåòêè ïîñëå îáëó÷åíèÿ èñòî÷íèêàìè 169Yb â ñòîëü íèç-
êèõ äîçàõ. Íà ýòîé æå ëèíèè êëåòîê ðàíåå íàìè áûëè îöå-
íåíû óðîâíè àáåððàíòíûõ àíàôàç ïîñëå îáëó÷åíèÿ

�-êâàíòàìè 137Cs, �-÷àñòèöàìè 3Í è ðåíòãåíîâûìè ëó÷à-
ìè. Ïî ýôôåêòèâíîñòè èíäóêöèè õðîìîñîìíûõ ïîâðåæ-
äåíèé îáðàçöû 169Yb ñîîòâåòñòâóþò ðåíòãåíîâûì ëó÷àì.
Äîçà â 1 Ãð ðåíòãåíîâñêîãî èçëó÷åíèÿ èíäóöèðîâàëà îò 14
äî 18,0% àáåððàöèé â çàâèñèìîñòè îò ñòàäèè êëåòî÷íîãî
öèêëà.

Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ñîñòàâà êëåòî÷íîé ïîïóëÿ-
öèè ïîñëå îáëó÷åíèÿ êëåòîê HeLa G63 è ECV 304, ïðåä-
ñòàâëåííûé íà ðèñ. 4, ïîêàçàë, ÷òî ïîñëå îáëó÷åíèÿ èõ èñ-
òî÷íèêàìè ÈÈ íà îñíîâå 169Yb âêëþ÷àþòñÿ ðàçëè÷íûå
ìåõàíèçìû ãèáåëè êëåòîê. Íàðÿäó ñ ïîâðåæäåíèÿìè ãåíå-
òè÷åñêîãî àïïàðàòà êëåòêè èìåþò ìåñòî ðàçðûâû ÄÍÊ è
íåïðàâèëüíîå ñîåäèíåíèå ðàçîðâàííûõ êîíöîâ (ìîñòû
â àíàôàçå) (ðèñ. 4 Á), êëåòêè òåðÿþò ñâîþ æèçíåñïîñîá-
íîñòü äî íàñòóïëåíèÿ àíàôàçû â ìåòàôàçå, îáðàçóÿ àíî-
ìàëüíûå ìåòàôàçû è Ê-ìèòîç (ðèñ. 4 Â, Ã). Ãèáåëü êëåòîê
ïðîõîäèò êàê ÷åðåç ìèòîòè÷åñêóþ êàòàñòðîôó, òàê è ÷åðåç
àïîïòîç (ôðàãìåíòàöèÿ êëåòî÷íîãî ÿäðà ïðè ñîõðàíåíèè
öåëîñòíîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû) (ðèñ. 4 Á, Â,). Ïîñëå
ïðîëîíãèðîâàííîãî îáëó÷åíèÿ (70 ÷àñîâ îáëó÷åíèÿ, íà-
êîïëåííàÿ äîçà — 2,6 Ãð) ðåãèñòðèðîâàëè íåêðîòè÷åñêèå
êëåòêè (ðèñ. 4, Ä, Å) ñ ôðàãìåíòèðîâàííûì êëåòî÷íûì
ÿäðîì è ñ íàðóøåíèÿìè öåëîñòíîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðà-
íû. Î÷åâèäíî, ÷òî âêëþ÷åíèå íåêðîòè÷åñêîé ôîðìû ãè-
áåëè ïîñëå ïðîëîíãèðîâàííîãî îáëó÷åíèÿ ñëåäóåò òàêæå
ó÷èòûâàòü ïðè ïëàíèðîâàíèè ðåæèìîâ îáëó÷åíèÿ îïóõî-
ëåé. Íåêðîç ìîæíî îïèñàòü êàê íåñïåöèôè÷åñêîå íàáóõà-
íèå êëåòêè è åå ìåìáðàííûõ îðãàíåëë, êîòîðîå çàâåðøà-
åòñÿ íàðóøåíèåì èõ öåëîñòíîñòè. Â ðåçóëüòàòå ðàçðûâîâ
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Ðèñ. 4. Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïîïóëÿöèè êëåòîê HeLa G63 è ECV304,
âûðàùåííûõ íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê ñ îáðàçöà-
ìè 169Yb (óâåëè÷åíèå 40õ20):
À — êëåòêè HeLa áåç îáëó÷åíèÿ;
Á — êëåòêè HeLa G63 ÷åðåç 48 ÷àñîâ ïîñëå îáëó÷åíèÿ îáðàçöàìè 169Yb
(1,2 Ãð); âèäíà àáåððàíòíàÿ àíàôàçà(ìîñò ìåæäó õðîìîñîìàìè, ðàçäå-
ëÿþùèìèñÿ íà äî÷åðíèå êëåòêè , è ïîëèïëîèäíûå êëåòêè ñ ìîðôîëîãè-
÷åñêèìè ïðèçíàêàìè àïîïòîçà (ôðàãìåíòàöèÿ ÿäðà ïðè ñîõðàíåíèè êëå-
òî÷íîé ìåìáðàíû;
Â — êëåòêè HeLa G63 ÷åðåç 96 ÷àñîâ ïîñëå îáëó÷åíèÿ 169Yb-îáðàçöàìè
â äîçå 1,2 Ãð, íàáëþäàåòñÿ àïîïòîç è àíîìàëüíàÿ ìåòàôàçà (íàðóøåíèå
ðàñõîæäåíèÿ õðîìîñîì ïî äî÷åðíèì êëåòêàì, èëè áëîêèðîâàíèå êëåòîê
â ìåòàôàçå);
Ã — êëåòêè ECV 304 Ê-ìèòîç (íàðóøåíèå ðàñõîæäåíèÿ õðîìîñîì ïî äî-
÷åðíèì êëåòêàì, èëè áëîêèðîâàíèå êëåòîê â ìåòàôàçå, èëè ìåòàôàç-
íî/àíàôàçíûé áëîê) ïîñëå îáëó÷åíèÿ îáðàçöàìè 169Yb (â äîçå 1,2 Ãð);
Ä—E — êëåòêè HeLa G63 ïîñëå ïðîëîíãèðîâàííîãî îáëó÷åíèÿ îáðàçöàìè
169Yb â äîçå 2,6 Ãð ðåãèñòðèðóåòñÿ è íåêðîç (äðîáëåíèå ÿäðà è íàðóøå-
íèå êëåòî÷íîé ìåìáðàíû).

Ðèñ. 3. Óðîâåíü àñèììåòðè÷íûõ õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé â êëåòêàõ
HeLa G63 èíäóöèðîâàííûé ÈÈ ðàçëè÷íûõ îáðàçöîâ 169Yb.
Ïî îñè àáñöèññ — äîçà îáëó÷åíèÿ â Ãð; ïî îñè îðäèíàò — ïðîöåíò
àáåððàíòíûõ àíàôàç.

Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê HeLa G63 ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ äî (À) è
÷åðåç 96 ÷àñîâ (Á è Â) ïîñëå èíêóáàöèè èõ ñ èñòî÷íèêàìè 169Yb.
Ïî îñè àáñöèññ — íîìåð êàíàëà ôëþîðåñöåíöèè; ïî îñè îðäèíàò —
êîëè÷åñòâî êëåòîê (îòí.åä.).



â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå ñîäåðæèìîå êëåòêè îêàçûâà-
åòñÿ âî âíåêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå, ÷òî ïðèâîäèò ê öåëî-
ìó ðÿäó îñëîæíåíèé. Â îòëè÷èå îò íåêðîçà àïîïòîç ÿâëÿ-
åòñÿ ðåãóëèðóåìûì ïðîöåññîì ãèáåëè êëåòîê, êîòîðûé
ïðîèñõîäèò ïðè íîðìàëüíîì ðàçâèòèè êëåòîê. Àïîïòîç
ïîäðàçäåëÿåòñÿ íà àïîïòîç îäíîÿäåðíûõ êëåòîê è ìèòîòè-
÷åñêóþ êàòàñòðîôó. Ìèòîòè÷åñêàÿ êàòàñòðîôà — ýòî òèï
êëåòî÷íîé ãèáåëè, êîòîðûé îñóùåñòâëÿåòñÿ êàê â õîäå äå-
ëåíèÿ êëåòêè, òàê è ÷åðåç êîðîòêîå âðåìÿ ïîñëå íåðåãóëè-
ðóåìîãî/íåçàâåðøåííîãî ìèòîçà. Ïîä ìèòîòè÷åñêîé êà-
òàñòðîôîé ïðèíÿòî ïîíèìàòü ãèáåëü êëåòêè â ðåçóëüòàòå
ãðóáûõ íàðóøåíèé ìèòîçà, òàêèõ, êàê îòñòàâàíèå õðîìî-
ñîì â ìåòà- è àíàôàçå, Ê-ìèòîçû, ìóëüòèïîëþñíûå è
ìóëüòèãðóïïîâûå ìåòà- è àíàôàçû. Ðåãèñòðàöèÿ âñåõ ýòèõ
ôîðì ãèáåëè ïîñëå îáëó÷åíèÿ èñòî÷íèêàìè ÈÈ íà îñíîâå
169Yb ïðèâîäèëà ê ñíèæåíèþ êîíöåíòðàöèè êëåòîê â îá-
ëó÷åííûõ îáðàçöàõ. Íà ðèñ. 5 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû
ýêñïåðèìåíòà ïî îöåíêå âëèÿíèÿ îáëó÷åíèÿ îáðàçöàìè
169Yb íà ðîñò êëåòîê. Â ïðîáàõ «äî-» è â ðàçëè÷íûå ñðîêè
«ïîñëå èíêóáàöèè» êëåòîê ñ îáðàçöàìè 169Yb ïðîñ÷èòûâà-
ëè èõ êîíöåíòðàöèþ. Èñõîäíî êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê âî
âñåõ ïðîáàõ áûëà îäèíàêîâîé. Ðåàëèçàöèÿ ýôôåêòîâ îá-
ëó÷åíèÿ ÈÈ ðåãèñòðèðîâàëàñü ÷åðåç 2 è 4 öèêëà óäâîåíèÿ
(ãåíåðàöèè) êëåòîê. Èç äèàãðàìì âèäíî, ÷òî óæå ÷åðåç 48
÷àñîâ (2 öèêëà óäâîåíèÿ) êîëè÷åñòâî êëåòîê â îáëó÷åííûõ
îáðàçöàõ ñíèæàåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ íåîáëó÷åííûì êîíò-
ðîëåì, ïðè ýòîì èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ äâóìÿ îáðàçöàìè
169Yb îäíîâðåìåííî (1,1 Ãð) ýôôåêòèâíåå èíãèáèðîâàëà
ðîñò êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ îáëó÷åíèåì îäíèì îáðàçöîì
(0,33 Ãð). Ýòè äâà ðåæèìà îáëó÷åíèÿ îòëè÷àëèñü êàê äî-
çîé, òàê è ìîùíîñòüþ äîçû. Â ïåðâîì ñëó÷àå ýòè ïàðàìåò-
ðû áûëè âòðîå áîëüøå. Î÷åâèäíî, ÷òî èññëåäóåìûå îáðàç-
öû 169Yb èíãèáèðóþò ðîñò êëåòîê äîçîçàâèñèìûì îáðà-
çîì. Ðåãèñòðàöèÿ ýôôåêòîâ îáëó÷åíèÿ ÈÈÈ íà îñíîâå
169Yb â îòäàëåííûå ñðîêè ïîñëå îáëó÷åíèÿ è ñîõðàíåíèå
ýòèõ ýôôåêòîâ íà ïðîòÿæåíèè íåñêîëüêèõ êëåòî÷íûõ ãå-
íåðàöèé óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ïîä âëèÿíèåì íèçêèõ äîç
îáëó÷åíèÿ ïðîèñõîäèò ñèñòåìíîå èçìåíåíèå ìåòàáîëèçìà
êëåòêè. Âêëþ÷àþòñÿ ìåõàíèçìû êîíòðîëÿ â òî÷êàõ ñâåðêè
(check point) è àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòêè, äëÿ ðåàëè-
çàöèè êîòîðîé òðåáóåòñÿ îïðåäåëåííûé ëàã-ïåðèîä, ïî-
ñêîëüêó àïîïòîç ñîñòîèò èç ðÿäà ýòàïîâ:

1) èíäóêöèÿ, èëè çàïóñê ïðîãðàììû àïîïòîçà;
2) àêòèâàöèÿ ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ;
3) êàñêàä êàñïàç, ðàñùåïëÿþùèõ áåëêè-ìèøåíè;
4) ðàçðóøåíèå âíóòðèêëåòî÷íûõ îðãàíåëë èëè èõ ïåðå-

ñòðîéêà;
5) ôðàãìåíòàöèÿ êëåòêè íà àïîïòîòè÷åñêèå òåëüöà;
6) ïîäãîòîâêà êëåòêè è åå ôðàãìåíòîâ ê ôàãîöèòîçó

ìàêðîôàãàìè èëè ñîñåäíèìè êëåòêàìè [9].
Èç âûøåèçëîæåííîãî ñëåäóåò, ÷òî îáëó÷åíèå êëåòîê

ÈÈ íà îñíîâå 169Yb ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ïðîãðåññèè
êëåòîê ïî öèêëó, êîòîðîå ñîïðîâîæäàåòñÿ áëîêèðîâàíèåì
êëåòîê â G2/M ôàçàõ. Áëîêèðîâàíèå ïðîãðåññèè êëåòîê
íîñèëî íåîáðàòèìûé õàðàêòåð, ÷òî ïðèâîäèëî ê ðåïîïó-
ëÿöèîííûì èçìåíåíèÿì, ñíèæåíèþ êîíöåíòðàöèè êëå-
òîê â îáðàçöàõ â ðàçëè÷íûå âðåìåííûå èíòåðâàëû ïîñëå
îáëó÷åíèÿ. Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç êëåòîê âûÿâèë
âêëþ÷åíèå àïîïòîòè÷åñêîé ôîðìû ãèáåëè íå òîëüêî è íå
ñòîëüêî â îáëó÷åííûõ êëåòêàõ, ñêîëüêî â èõ ïîòîìêàõ,
â êîòîðûõ ðåãèñòðèðóþòñÿ òàêæå è ïàòîëîãè÷åñêèå ìèòî-
çû, íàðóøåíèå ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà äåëåíèÿ êëåòîê.
Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè íàìè ïîëó÷åíû ïðè õðî-

íè÷åñêîì îáëó÷åíèè êëåòîê â äîçàõ 0,21—20 ñÃð �-÷àñòè-
öàìè, èñïóñêàåìûìè òðèòèåì, èíêîðïîðèðîâàííûì
â ÄÍÊ êëåòîê êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà, ëèíèÿ V-79 [10]. Ïî-
òîìêè îáëó÷åííûõ êëåòîê ñòîéêî äåìîíñòðèðîâàëè íàðó-
øåíèå ïåðåõîäà èç ìåòàôàçû â àíàôàçó íà ïðîòÿæåíèè
120 èññëåäîâàííûõ íàìè ãåíåðàöèé. Àãåíòû, ñïåöèôè÷å-
ñêè äåéñòâóþùèå íà äåëÿùèåñÿ êëåòêè, èçäàâíà ïðèâëå-
êàþò âíèìàíèå îíêîëîãîâ, ïîñêîëüêó àêòèâíîå äåëåíèå
— îäíà èç îñîáåííîñòåé îïóõîëåâûõ êëåòîê. Íåêðîòè÷å-
ñêàÿ ôîðìà ãèáåëè ðåãèñòðèðóåòñÿ òîëüêî ïîñëå ïðîäîë-
æèòåëüíîãî îáëó÷åíèÿ êëåòîê èñòî÷íèêàìè 169Yb. Ñëåäó-
åò òàêæå ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ïîñêîëüêó âñå ýòè ïàòîëîãèè
ðåàëèçóþòñÿ â îòäàëåííûå ñðîêè ïîñëå îáëó÷åíèÿ, òî ýòî
äîïóñêàåò âîçìîæíîñòü ìîäèôèêàöèè ýôôåêòà îáëó÷å-
íèÿ. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò
íà òî, ÷òî èñïûòàííûå èñòî÷íèêè ÈÈ íà îñíîâå 169Yb îá-
ëàäàþò âûðàæåííûì àíòèïðîëèôåðàòèâíûì ýôôåêòîì,
ðåàëèçóþùèìñÿ â èíäóêöèè àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè ïî-
òîìêîâ îáëó÷åííûõ êëåòîê.
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Effect of low doses of radiation 169Yb- on proliferation and cell death
in human cells in culture
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In this work we study the effect of sources of 169Yb- on the proliferation, progression of the cell cycle, apoptotic
death and the level of chromosome aberrations in carcinoma (HeLa G63) and endothelial (ECV304) human cells in
culture. It has been shown that exposure of cells by 169 Yb- with doses 0.33—1.2 Gy leads to cell blocking in G2/M
phases of the cell cycle. We found that the blocking the progression of cells is dose dependent and become irre-
versible, resulting in repopulation changes. The169Yb radiation also inhibited the growth of cells in a dose depend-
ent manner. We found that the level of the chromosome aberrations induced in HeLa G63cells by the ytterbium ex-
posure of 1.1 Gy was close to the same level induced by X-rays exposure of 1 Gy. Morphological analysis of the
cells identified of apoptotic form of cellular death, not only and not so much in irradiated cells, as their descen-
dants. In the latter case we also recorded an abnormal mitosis, a damage of the mitotic apparatus of cell division.
Necrotic form of cellular death was registered only after prolonged exposure of ytterbium irradiation. Observation
of the irradiation effects for several cellular generations indicates that low doses of radiation induce systemic
change of cellular metabolism, which was accompanied by activation of mechanism of «check-point» control and
apoptosis. The observed manifestation of the damaging effect late after the irradiation by ytterbium sources may
significantly contribute to the total effect of treatment, which is important in clinical practice.

Key words: ytterbium 169, human cells in culture, chromosome aberrations, cell cycle, apoposis, flow
cytometry
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