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Молекулярный ответ фибробластов кожи человека  
с мутацией m.14441 T>C на воздействие ионизирующего 

излучения в малых и средних дозах
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В качестве модели для исследования были выбраны фибробласты с мутацией m.14441 T>C в гене ND6 и фибробласты 
здорового донора. Было показано, что данная мутация в гене ND6 митохондриальной ДНК (мтДНК) оказывает значительное 
влияние на ответ клеток во время окислительного стресса. 
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Fibroblasts with the mutation of m.14441 T>C in the ND6 gene and fibroblasts of a healthy donor were chosen as a research model. 
It was shown that this mutation in the ND6 mitochondrial DNA gene has a significant effect on the cellular response during oxida-
tive stress. 
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Митохондрии играют важную роль в развитии 
клеточного ответа на действие радиации, и 
нарушение их функционирования может 

приводить к аномальному ответу на облучение. Иони-
зирующее излучение изменяет митохондриальные 
функции, усиливает митохондриальный окислитель-
ный стресс и индуцирует апоптоз [1]. Радиация вызы-

вает специфические изменения экспрессии митохон-
дриальных генов, связанных с выживаемостью клеток, 
помимо этого, митохондрии были зарегистрированы 
как первичная мишень радиационно-индуцированно-
го апоптоза [2]. Ген ND6 мтДНК кодирует шестую 
субъединицу I комплекса дыхательной цепи митохон-
дрий. Мутация m.14441 T> C приводит к замене в по-



92

краткие сообщения

МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА. 2020. №9

липептидной цепи НАДН-дегидрогеназы-6 аминокис-
лотного остатка тирозина на цистеин в положении 78, 
что приводит к развитию синдрома Ли. NADH- деги-
дрогеназа-6 принимает участие в окислительном фос-
форилировании, которое нарушается при данной му-
тации. 

Цель исследования – анализ роли митохондрий 
в регуляции процесса апоптоза при действии иони-
зирующего излучения (ИИ) в малых и средних дозах. 
В рамках сформулированной цели были поставлены 
следующие задачи: исследовать молекулярные меха-
низмы действия ИИ в малых (3, 10 сГр) и средних (50 
сГр, 1 Гр) дозах на культуры фибробластов здорового 
донора и больного с нарушением функционирования 
митохондрий и оценить воздействие радиации на уро-
вень активных форм кислорода (АФК) в клетках, апоп-
тоз, степень повреждения ядерной ДНК фибробластов. 

Материалы и методы

Клеточный материал для получения аутогенных 
фибробластов брали путем биопсии кожи в области 
предплечья (объемом 1-2 мм³) у здорового донора и па-
циента с Ли-подобным синдромом (m.14441 T>C в рай-
оне ND6).  От всех доноров биологического материала 
было получено информированное согласие, работа бы-
ла одобрена этическим комитетом ФГБНУ «МГНЦ». 

Выделение клеток проводили в стерильных ус-
ловиях путем ферментативной диссоциации 0,04% 
коллагеназой («Sigma», США) в среде ДМЕМ с глу-
тамином, обогащенной глюкозой (4,5 г/л), в при-
сутствии 20% эмбриональной телячьей сыворотки 
(«Biosera», США). Плотность посева 10 тыс/лунку, 
культивирование при 37°C. Субконфлюентную куль-
туру первичных фибробластов кожи здорового доно-
ра и пациента с Ли-подобным синдромом облучали 
при 20°С на установке импульсного рентгеновско-
го излучения «АРИНА-07» «Спектрофлеш», Россия). 
Амплитуда напряжения на рентгеновской трубке со-
ставляла ≈160кВ, максимум энергии в спектре излу-
чения ≈60кэВ, мощность дозы 0,10 Гр/мин. Иссле-
дуемые дозы ИИ – 3сГр, 10 сГр, 50сГр и 1 Гр. После 
облучения клетки инкубировали при 37°С. В каче-
стве контроля использовали необлученные клетки. 
Гибель клеток в результате апоптоза оценивали с по-
мощью маркеров апоптоза. Аннексин 5 – маркер ран-
него апоптоза. Количество фибробластов с призна-
ками апоптоза после воздействия радиации оценива-
ли счетчиком клеток Countess II FL AutomatedCellCo 
unter («Termofisher»), а также при помощи проточной 
цитометрии (PartecCyFlowR ML, Германия) при окра-
ске клеток пропидий йодидом и аннексином 5 – FITC. 

Митохондрии являются одним из источников АФК 
в клетках. Увеличение синтеза АФК приводит к раз-
витию окислительного стресса и патологии. Для ана-
лиза изменения внутриклеточного уровня АФК в фи-
бробластах, использовали реагент - H2DCFH-DA (2,7 
-dichlorofluorescindiacetate). Детекцию АФК осуществля-
ли методом проточной цитометрии (PartecCyFlowR ML, 
Германия), позволяющим определить среднее количество 
АФК в клетке. Интенсивный синтез АФК может вызывать 
окисление и повреждение ядерной ДНК фибробластов. 
Исследование окисления ДНК проводили на фиксиро-
ванных клетках, используя антитела к 8-оксидезоксигу-
анозину (8-oxodG), меченные флуорохромом. Детекция 
происходила при помощи двух методов – флуоресцентной 
микроскопии (AxioVert, «CarlZeissMicroscopy», Германия) 
и проточной цитометрии (PartecCyFlowR ML, Германия). 

Результаты

В культуре клеток без мутации при действии средних 
доз радиации (50 сГр и 1 Гр) отмечался повышенный уро-
вень апоптоза через 24 часа – на 15 и 25% соответственно 
возрастал уровень апоптотических клеток. Однако в куль-
туре клеток с мутацией при действии радиации 50 сГр 
и 1Гр уровень апоптотических клеток через 24 часа не от-
личался от контрольного. Аналогичный результат был 
показан и при применении счетчика клеток Countess II 
FL AutomatedCellCounter («Termofisher») при окраске кле-
ток пропидий йодидом и аннексином 5–FITC. Количе-
ство апоптотических клеток в популяции фибробластов 
без мутации возрастало на 20-30% через 24 часа после 
действия радиации в дозе 1 Гр, в культуре клеток с мута-
цией – снижалось на 5-7 % через 24 часа после действия 
радиации в дозе 1 Гр. 

Мы проанализировали уровень АФК в фибробластах 
с мутацией и без через 40 мин−1 час после воздействия 
радиации. Показали, что в культуре клеток с мутацией 
уровень АФК снижается, тогда как в культуре клеток без 
мутации уровень АФК возрастает по мере увеличения до-
зы радиации. В результате исследования было показано, 
что в культуре фибробластов с мутацией не происходит 
возрастания уровня 8-охоdG, аналогично низкому уров-
ню АФК, из-за неправильного функционирования мито-
хондрий. В контрольных фибробластах происходит подъ-
ем 8-охоdG в раннее время (30 минут) при воздействии 
радиации в дозе 10 сГр. При воздействии дозы 50 сГр 
окислительные модификации сохраняются до 24 часов. 

 На основании полученных данных сделано пред-
положение, что снижение апоптоза в культуре клеток 
с мутацией связано с изменением активации про- и ан-
тиапоптотических генов. Снижение уровня АФК в фи-
бробластах больного синдромом Ли объясняется тем, 
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что митохондрии функционируют неправильно, в свя-
зи с чем синтеза АФК и возрастания уровня 8-охоdG 
не происходит. В результате воздействия радиации 
в дозе 3 сГр и 10 сГр происходит развитие адаптивного 
ответа (как было ранее показано на других типах нор-
мально функционирующих клеток). 
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