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В работе исследовали влияние окисленной внеклеточной ДНК (овкДНК) на повреждение геномной ДНК и активацию транс-
крипции генов, регулирующих репарацию ДНК и процессы апоптоза в клетках астроцитомы человека линии 1321NI. Фраг-
менты овкДНК добавляли в среду культивирования клеток в концентрации 50–100 нг/мл на 0,5–24 часа.  Уровни окислитель-
ных повреждений и двунитевых разрывов ДНК ядер, экспрессии  белков BCL2, BAX определяли с помощью антител к 8-окси-
7,8-дигидрогуанозину (8oxodG), фосфорилированной форме гистона H2AX (γH2AX), белкам BCL2 и BAX, соответственно, 
используя метод проточной цитофлуориметрии. Уровень экспрессии генов BCL2, ВАХ, BRCA1, BRCA2, ТВР (контроль) оцени-
вали методом ПЦР в реальном времени. Воздействие на клетки 1321NI 50–100 нг/мл овкДНК в течение 30–60 мин приводило 
к 2–4-кратному повышению уровня 8-охоdG (р < 0,01, уровень двунитевых разрывов увеличивался в 3–3,5 раза (р < 0,01), 
а экспрессия генов репарации повреждений BRCA1 и BRCA2 возрастала в 3–5 раз (р<0,001). Позже, через 5–24 часа после 
воздействия на клетки овкДНК, в 3,5–5 раз увеличивалось отношение экспрессии генов BCL2/BAX по сравнению с нестиму-
лированными культурами (p<0,001). Таким образом, в клетках астроцитомы овкДНК индуцирует и перестройку генома, и 
адаптивные реакции транскриптома, c последующей активацией анти-апоптотического процесса в клетках. Предполага-
ется, что тем самым овкДНК может способствовать накоплению резистентных к лечению мутантных клонов в резидуаль-
ной опухоли, провоцируя рецидивы.
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The effects of oxidized extracellular DNA (oecDNA) on genomic DNA damage and activation of transcription of genes regulating 
DNA repair and apoptosis in human astrocytoma 1321NI cells were studied. OecDNA fragments, 50-100 ng/ml, were added to 1321NI 
cells for 0.5-24 hours. The levels of oxidative damage and double stranded DNA breaks, BCL and BAX protein expression were deter-
mined using antibodies to 8-hydroxy-7,8-dihydroguanosine (8-ohdG), phosphorylated histone γH2AX, BCL2 and BAX proteins and 
flow cytofluorimetry. The levels of gene expression of BCL2, BAC, BRCA1, BRCA2, TBP (control) were evaluated by real-time PCR. The 
exposure of 1321NI cells to oecDNA resulted in a 2-4-fold increased levels of 8-ohdG (p <0.01) and 3-3.5-fold increases in double-
strand breaks (p < 0.01), whereas the expression of damage repair genes BRCA1 and BRCA2 was enchanced by 3-5 times (p <0.001). 
In 5-24 hours after exposure to oecDNA cells, the ratio of BCL2/BAX gene expression increased by 3.5-5 times  vs. unexposed cell cul-
tures (p <0.001). Therefore, in astrocytoma cells, oecDNA induces both genome rearrangement and adaptive transcriptome reac-
tions followed by activation of an anti-apoptotic path in malignant cells. It is suggested that oecDNA contributes to the accumula-
tion in a residual tumor of mutant clones resistant to treatment thus provoking relapse.
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Глиобластома относится к наиболее частым и зло-
качественным опухолям мозга. Неблагоприят-
ный прогноз глиобластом обусловлен ускорен-

ной пролиферацией злокачественных клеток и агрес-
сивными рецидивами вследствие сохранения при 
лечении стволовоподобных клеток, резистентных к ра-
дио- и химиотерапии. Молекулярные механизмы, обе-
спечивающие резистентность опухоли к лечению, не-
достаточно изучены. Ранее в наших исследованиях бы-
ло показано, что фрагменты внеклеточной ДНК 
(вкДНК) и окисленной вкДНК (овкДНК) могут про-
никать в раковые клетки и активировать сигнальные 
каскады адаптивного ответа [1, 2]. Мы предположили, 
что противоопухолевая терапия, вызывающая окисли-
тельный стресс и гибель клеток как самой опухоли, так 
и окружающих тканей, приводит к высвобождению в 
межклеточное пространство овкДНК. Могут ли фраг-
менты овкДНК инициировать в клетках глиобласто-

мы адаптивный ответ, способный обеспечить или под-
держать развитие толерантности опухолевых клеток к 
проводимой терапии, остается неизвестным. 

Целью данной работы было исследование вли-
яния овкДНК на повреждение ДНК и активацию 
транскрипции генов, регулирующих репарацию 
ДНК и апоптоз в клетках астроцитомы человека ли-
нии 1321NI. В задачи исследования входило опреде-
лить способность овкДНК вызывать в клетках 1321NI: 
(1) окислительные повреждения и двунитевые разрывы 
ДНК, и (2) изменения уровней экспрессии генов BR-
CA1 и BRCA2, про- и антиапоптотических генов и бел-
ков BCL2, BAX. 

Материалы и методы

Объектом исследования служили клетки радио-
резистентной линии астроцитомы человека 1321NI. 
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В экспериментах использовали модельные образцы 
овкДНК, полученные комбинированной обработкой 
образца геномной ДНК 300mM Н2О2 и ультрафиоле-
том при длине волны λ = 312 нм [2]. Методом масс-
спектрометрии показали, что в образцах присутствова-
ло 1200 молекул 8-оксо-2’-дезоксигуанозина (8oxodG) 
на миллион нуклеозидов.  Фрагменты овкДНК добав-
ляли в среду культивирования клеток в концентра-
ции 50–100 нг/мл на 0,5-24 часа.  Уровни окислитель-
ных повреждений и двунитевых разрывов ДНК ядер, 
экспрессии  белков BCL2, BAX определяли с помо-
щью антител к 8oxodG, фосфорилированной форме 
гистона H2AX (γH2AX), белкам BCL2 и BAX (Abcam), 
используя метод проточной цитофлуориметрии (Partec 
CyFlow, Германия).  РНК выделяли наборами Yellow-
Solve (Клоноген, Россия) с последующей экстракцией 
фенолом и хлороформом и осаждением хлороформом 
и изоамиловым спиртом (49:1). Концентрацию РНК 
определяли с помощью красителя Quant-iT RiboGreen 
RNA reagent (MoBiTec, Германия), используя планшет-
ный ридер (EnSpire equipment, Финляндия). Реакцию 
обратной транскрипции осуществляли с помощью ре-
активов фирмы «Силекс» (Россия) согласно стандарт-
ной методике [3]. Уровень экспрессии генов BCL2, 
ВАХ, BRCA1, BRCA2, ТВР оценивали методом ПЦР 
в реальном времени с использованием соответствую-
щих праймеров: BCL2  TTTGGAAATCCGACCACTAA, 
AAAGAAATGCAAGTGAATGA; ТВР GCCC-
G A A A C G C C G A ATAT,  C G T G G T T C G T G -
GCTCTCT; ВАХ CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG, 
C C A G C C C A T G A T G G T T C T G A T ;  B R -
C A 2  C C T C T G C C C T T A T C A T C A C T T T , 
CCAGATGATGTCTTCTCCATCC; BRCA1 GGC-
TATCCTCTCAGAGTGACATTTTA; CTTTATCAGGT-
TATGTTGCATGGT (Евроген, Россия) и интеркали-
рующего красителя SybrGreen (Евроген, Россия) на 
приборе StepOnePlus (Applied Byosystems, США).  По-
лученные результаты воспроизводили не менее 3 раз 
в независимых экспериментах. Значимость наблюда-
емых различий анализировали с помощью непараме-
трического критерия Манна-Уитни при р<0,01.  

Результаты

 Одним из наиболее распространенных продук-
тов окисления клеточной ДНК является  8-oxodG, 
который широко используется в качестве маркера 
окислительных повреждений ДНК [3].  В образцах 
вкДНК, полученных от онкологических больных, со-
держание 8-охоdG может достигать 1000–3000 8-oxodG 
на миллион нуклеотидов [2, 3]. В нашем исследовании 
воздействие на клетки 1321NI 50–100 нг/мл овкДНК 

в течение 30 мин приводило к 2–4-кратному повыше-
нию уровня 8-охоdG (р < 0,01). Анализ содержания 
фосфорилированной формы гистона Н2АХ, по кото-
рому оценивали уровень двунитевых разрывов ДНК 
в ядрах клеток 1321NI, показал, что уже через 0,5–1 ча-
са после воздействия на клетки овкДНК уровень дву-
нитевых разрывов увеличивался в 3–3,5 раза (р < 0,01). 
При этом в клетках в течение 1–3 часов после добав-
ления в среду культивирования 50–100 нг/мл овкДНК 
в 3–5 раз возрастала экспрессия генов BRCA1 и BRCA2 
(р <0,001), ответственных за восстановление разры-
вов ДНК после воздействия на клетки овкДНК. Уже 
через 3–5 часов после воздействия овкДНК, уровни 
окислительных повреждений и двунитевых разрывов 
ДНК в клетках астроцитомы возвращались к уровням 
показателей в интактных клетках, культивируемых без 
овкДНК. Образование двунитевых разрывов ДНК ча-
сто приводит к усилению апоптоза в клеточной попу-
ляции, однако в ходе экспериментов мы обнаружили 
активацию антиапоптотических генов в клетках астро-
цитомы: через 5–24 часа после воздействия на клетки 
овкДНК в 2–3 раза увеличивались уровни экспрессии 
и гена BCL2, и белка BCL2 (р <0,01 в обоих случаях), 
а уровни экспрессии гена BАХ и белка BАХ опускались 
ниже контрольных значений. Соотношение BCL2/BAX 
было в 3,5–5 раз выше соответствующего показателя 
в нестимулированных культурах (p<0,001). 

Обсуждение

 Ранее полученные результаты свидетельствуют 
о том, что фрагменты окисленной ДНК легко проника-
ют через клеточную мембрану [2]. Данные, полученные 
в ходе представляемого исследования, подтверждают 
высокую биологическую активность овкДНК, способ-
ной  уже через 30 минут вызывать окисление остат-
ков дезоксигуанозина в составе ядерной ДНК  и ин-
дуцировать двунитевые разрывы ДНК. Интересно, что 
практически сразу после столь выраженного и быстро-
го генотоксического эффекта наблюдали адаптивную 
реакцию генома: усиление транскрипции генов репа-
рации  (BRCA1, BRCA2), а впоследствии – увеличение 
экспрессии гена и антиапоптотического белка BCL2, 
сопровождающееся снижением экспрессии проапоп-
тотического гена BАХ и белка BАХ. При химиотерапии 
или радиотерапии опухолей, когда в кровоток высво-
бождается много фрагментов ДНК, модифицирован-
ных в результате окисления нуклеотидов в ходе опу-
холевого роста и воздействия факторов лечения, столь 
выраженная реакция на них злокачественных клеток 
может носить характер   адаптивного ответа всех или 
некоторых клеточных популяций с повышенным по-
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тенциалом к выживанию в проапоптотических усло-
виях. Особое значение такие адаптивные реакции вы-
живания в условиях воздействия овкДНК, накапли-
вающихся в окружении погибающих клеток, могут 
приобрететать для т.нтак называемых стволовых (или 
стволовоподобных – stem-like)  клеток рака – клю-
чевых драйверов онкогенеза, метастазирования и ре-
цидивирования опухолевого роста после лечения [4].  
Вследствие выраженной генетической гетерогеннно-
сти опухоли, клоны злокачественных клеток (в том 
числе стволовоподобные клетки с высоким клоноо-
бразующим потенциалом), могут нести мутации, спо-
собствующие инвазивному росту, миграции, избега-
нию воздействия клеток иммунной системы [5].   Воз-
можно, что овкДНК, способствуя антиапотическим 
процессам, могут поддерживать генетическую гетеро-
генность опухоли, сохраняя мутантные клоны и пре-
доставляя им селективные преимущества в ходе лече-
ния, тем самым способствуя и более быстрому нако-
плению мутантных клонов, резистентных к лечению.

Таким образом, в клетках астроцитомы 1321NI че-
ловека овкДНК вызывает реакции генома, проявляю-
щиеся в (а) индукции двунитевых разрывов и накопле-
нии окисленного дезоксигуанозина в геномной ДНК, 

(б) инициации адаптивных реакций транскриптома, 
приводящих к усилению транскрипции генов репара-
ции BRCA1, BRCA2 и анти-апоптотического гена BCL2 
в клетках, снижению экспрессии анти-апоптотическо-
го гена и белка BАХ. Предполагается, что высвобож-
дающаяся в ходе лечения из клеток овкДНК может 
служить специфическим фактором сохранения гене-
тической гетерогенности опухоли и ускорения форми-
рования резистентности к лечению. 
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