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Генетическая нестабильность и гетерогенность популяции относятся к ключевым характеристикам опу-
холевых клеток, позволяющим им выживать в неблагоприятных условиях. Глобальная перестройка гено-
ма в результате явления, известного как хромотрипсис, приводит к возникновению множества мутаций за
одно катастрофическое событие, что способствует прогрессии опухоли и приобретению устойчивости к
терапии. Сложные хромосомные перестройки, возникающие при хромотрипсисе, обусловлены случай-
ной сшивкой множества хромосомных фрагментов в результате ненадежной репарации путем негомоло-
гичного соединения концов. В настоящей работе изучена активация ответа на повреждение ДНК и репа-
рации путем негомологичного соединения концов в качестве маркеров генетической нестабильности кле-
ток HindIIIG-1, возникших после деполиплоидизации облученных клеток HindIIIG, устойчивых к
апоптозу. Кроме того, исследовано возможное участие хромотрипсиса и аутофагии в формировании кле-
точной линии HindIIIG-1. Наши результаты показывают, что клетки HindIIIG-1 характеризуются высо-
кой нестабильностью генома, активацией ответа на повреждение ДНК и репарации путем негомологич-
ного соединения концов. Фрагментация хромосом в облученных клетках HindIIIG и необлученных клет-
ках HindIIIG-1, а также активация репарации путем негомологичного соединения концов предполагают
участие подобного хромотрипсису процесса в образовании линии HindIIIG-1. Показано, что в отличие от
исходной линии HindIIIG, клетки HindIIIG-1 приобрели способность к инвазии и пролиферации незави-
симо от прикрепления к субстрату, указывающую на возможность развития метастатического потенциала.
Деградация поврежденной ДНК, ядер и микроядер в клетках HindIIIG-1 путем аутофагии говорит о ее во-
влечении в процессы регуляции выживания и гибели, и, тем самым, об участии в становлении новой кле-
точной линии.
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ная нестабильность, повреждение ДНК, репарация
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Нестабильность генома является одной из ключе-
вых характеристик опухолевых клеток, которая поз-
воляет им выживать и пролиферировать в неблаго-
приятных условиях. Хромосомная нестабильность
является одним из видов генетической нестабильно-
сти. Она проявляется в численных и структурных
перестройках хромосом, включая транслокации, де-
леции, вставки, инверсии участков хромосом и сли-
яние теломер. Эти перестройки влекут за собой из-
менения экспрессии генов, в частности, онкогенов и
опухолевых супрессоров (Negrini et al., 2010).

На стабильность генома влияют как внешние
факторы, так и внутриклеточные процессы. ДНК-

повреждающие агенты, окислительный стресс и
ионизирующее излучение приводят к двуцепочеч-
ным разрывам ДНК, и тем самым вносят вклад в
хромосомную нестабильность. Двуцепочечные раз-
рывы являются наиболее опасными повреждениями
ДНК. Нарушение их репарации лежит в основе гене-
тической нестабильности. При обнаружении разры-
вов клетки активируют ответ на повреждение ДНК и
репарацию. В местах разрывов ДНК происходит
фосфорилирование гистона H2AX, активация белка
53BP и формирование фокусов, содержащих различ-
ные факторы ответа на повреждение ДНК и репара-
ции (Rogakou et al., 1998; Rappold et al., 2001).
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Главными механизмами репарации двуцепочеч-
ных разрывов ДНК являются гомологичная реком-
бинация и негомологичное соединение концов
ДНК. Гомологичная рекомбинация активируется в
S и G2 фазах клеточного цикла и требует наличия го-
мологичной последовательности для аккуратной ре-
парации ДНК (Mao et al., 2008). Негомологичное со-
единение концов не требует наличия гомологичной
последовательности и является менее надежным ме-
ханизмом репарации, который активируется в тече-
ние всего клеточного цикла (Mao et al., 2008). Нару-
шения репликации ДНК или вступление клетки в
фазу митоза при незавершенной репликации также
приводят к разрывам ДНК, которые влекут за собой
фрагментацию хромосом. Хаотическая сборка фраг-
ментов хромосом в ходе катастрофического собы-
тия, известного как хромотрипсис, приводит к воз-
никновению большого числа мутаций (Stephens et al,
2011; Zhang et al., 2015). Повреждение ДНК, фраг-
ментация хромосом, образование микроядер и по-
липлоидизация способствуют хромотрипсису (Ste-
phens et al., 2011; Crasta et al., 2012; Hatch, Hetzer,
2015; Cortés-Ciriano et al., 2020). При хромотрипсисе
процессу фрагментации могут подвергаться одна
или несколько хромосом (Cortés-Ciriano et al., 2020).
Одним из характерных признаков хромотрипсиса
является лигация фрагментов хромосом путем него-
мологичного соединения концов, приводящая к
многочисленным структурным перестройкам (Jones,
Jallepalli, 2012). Хромотрипсис, наряду с хромоана-
синтезом и хромоплексией, различающихся по ме-
ханизмам, количеству точек разрывов и перестроен-
ных хромосом, относится к такому явлению как хро-
моанагенез (Zhang et al., 2013).

Аутофагия представляет собой катаболический
процесс, который способствует деградации повре-
жденных компонентов клетки, тем самым поддер-
живает клеточный гомеостаз. Она необходима для
выживания и гибели клеток, развития, репрограм-
мирования и поддержания фенотипа стволовых кле-
ток (Levine, Yuan, 2005; Mizushima, Levine, 2010; Me-
nendez et al., 2011). Показано, что аутофагия участвует в
ответе клетки на повреждение ДНК и репарации, спо-
собствуя таким образом поддержанию целостности ге-
нома (Mathew et al., 2007; Guan et al., 2013; Vanzo et al.,
2020).

Ранее мы показали, что трансформированные
районом HindIIIG аденовируса 5-ого типа эмбрио-
нальные фибробласты крысы, характеризующиеся
устойчивостью к апоптозу, преодолевают индуциро-
ванное облучением старение (Chitikova et al., 2014).
Обратимое старение ассоциировалось с формирова-
нием гигантских полиплоидных клеток, задержкой
активации ответа на повреждение ДНК и ее репара-
ции, а также персистенцией разрывов ДНК. Восста-
новление популяции происходило за счет SA-β-Gal-
негативных клеток с околодиплоидным содержанием
ДНК, образовавшихся, по-видимому, в результате де-
полиплоидизации гигантских клеток (Chitikova et al.,

2014). Наши дальнейшие исследования показа-
ли, что в процессе становления линии HindIIIG-1 в
облученных клетках HindIIIG и необлученных
HindIIIG-1 наблюдаются клональные и неклональ-
ные хромосомные перестройки, отмечается гетеро-
генность популяции (Ярцева и др., 2020).

В настоящей работе мы исследовали функциони-
рование системы репарации ДНК, аутофагии и про-
цесса, подобного хромотрипсису, в становлении
клеточной линии HindIIIG-1. Кроме того, проана-
лизированы фенотипические изменения клеток
HindIIIG-1, являющиеся характерными признаками
развития метастатического потенциала. Мы обнару-
жили, что новая линия HindIIIG-1, полученная по-
сле облучения клеток HindIIIG, характеризуется
многочисленными хромосомными аберрациями и
длительной активацией системы репарации ДНК.
Наши результаты указывают на возможное участие
механизма подобного хромотрипсису, а также ауто-
фагии в формировании и поддержании клеточной
линии HindIIIG-1. Клетки линии HindIIIG-1 харак-
теризуются способностью к пролиферации незави-
симо от прикрепления к субстрату и миграции через
поры мембраны, покрытой Матригелем, что может
указывать на приобретение метастатического потен-
циала. Полученные данные показывают, что подоб-
ные хромотрипсису явления и аутофагия играют
роль в восстановлении популяции опухолевых кле-
ток после действия ионизирующего излучения, а
также в приобретении устойчивости к облучению.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клеточные линии. Клетки HindIIIG были получе-
ны из эмбриональных фибробластов крысы в ре-
зультате котрансфекции регионом HindIIIG адено-
вируса Ad5 человека и плазмидой pSV-2neo. Линия
HindIIIG-1 получена в результате однократного воз-
действия рентгеновского излучения на клетки
HindIIIG в дозе 6 Гр и последующего культивирова-
ния облученных клеток в течение 27 сут до достиже-
ния монослоя, после чего клетки пересевали на но-
вые культуральные чашки и начинали отсчет пасса-
жей линии HindIIIG-1. Клетки культивировали в
среде Игла в модификации Дальбекко (Биолот, Рос-
сия), содержащей 10% сыворотки крупного рогатого
скота (HyClone, США), 1% пенициллина и стрепто-
мицина в условиях 5% CO2 и 37°C.

Иммунофлуоресценция и конфокальная микроско-
пия. Анализировали активацию ответа на поврежде-
ние ДНК, процессы репарации ДНК путем негомо-
логичного соединения концов и аутофагию. Клетки
высевали на покровные стекла, через 24 ч их фиксиро-
вали и окрашивали как описано ранее (Chitikova et al.,
2014). Препараты анализировали с помощью конфо-
кального микроскопа Leica TCS SP5 (Leica Microsys-
tems, Германия).
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Активацию ответа на повреждение ДНК оцени-
вали по формированию фокусов, содержащих ги-
стон H2AX, фосфорилированный по серину в поло-
жении 139 (γH2AX), и p53-связывающий белок
(53BP1). Активацию репарации ДНК путем негомо-
логичного соединения концов оценивали по фосфо-
рилированию каталитической субъединицы ДНК-
зависимой протеинкиназы по серину в положении
2056 (pDNA-PKcsSer2056). Количество фокусов γH2AX
и 53BP1, а также наличие pDNA-PKcsSer2056 оценива-
ли при подсчете 100 ядер. Аутофагию оценивали по
колокализации белков LAMP1 и LC3, указывающую
на формирование аутолизосом.

В работе использованы первичные антитела про-
тив белков 53BP1 и LAMP1 (Cell Signaling Technolo-
gy, США), γH2AX и pDNA-PKcsSer2056 (Abcam,
США), LC3 (MBL, США) и вторичные антитела, ко-
нъюгированные с флуоресцентными красителями
Alexa-fluor 488 и Alexa-fluor 568 (Invitrogen, США).

Выявление хромосомных аберраций, фрагментации
хромосом и активных ядрышковых организаторов.
Клетки культивировали в присутствии 0.6 мкг/мл
колхицина в течение 90 мин при 37°C и 5% CO2. За-
тем клетки трипсинизировали, собирали в кониче-
ские пробирки объемом 15 мл и центрифугировали
при 200 g в течение 5 мин. Далее клетки ресуспензи-
ровали в 6 мл 0.075M раствора KCl, нагретого до
37°C, и инкубировали 12 мин при 37°C. Затем клетки
центрифугировали и фиксировали в смеси метанола
и ледяной уксусной кислоты в соотношении 3 : 1 в
течение 15 мин при 20°C. Процедуру центрифугиро-
вания и фиксации повторяли дважды. Суспензию
клеток в смеси метанола и ледяной уксусной кисло-
ты наносили на предметные стекла над водяной ба-
ней при температуре 53°C. После этого препараты
оставляли до полного высыхания. Хромосомы окра-
шивали раствором Гимза, как описано в литературе
(Ozkinay et al., 1979). Ядрышковые организаторы вы-
являли с помощью окрашивания препаратов хромо-
сом 50%-ным раствором нитрата серебра (Sigma,
CША), как описано ранее (Howell, Black, 1980). Ана-
лиз проводили при помощи светового микроскопа с
использованием объективов с увеличением 10× и
100×. Число хромосом определяли при анализе 100 кле-
ток, количество клеток с фрагментацией хромосом
определяли при анализе 1000 метафазных пластинок.

Анализ инвазивной способности клеток. Анализ
выполнялся по описанной ранее методике (Pospelo-
va et al., 2013). Для оценки инвазивной способности
клеток были использованы камеры с мембраной,
покрытой Матригелем, с размером пор 8 мкм (BD
Biosystems).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Клетки линии HindIIIG-1 характеризуются высо-

кой генетической нестабильностью. Ранее мы показа-
ли, что в связи с нарушением процессов репарации в

облученных клетках HindIIIG длительное время со-
храняются повреждения ДНК, а также формируются
микроядра (Chitikova et al., 2014). Мы проанализиро-
вали нарушения хромосом в клетках HindIIIG через
1 и 4 сут после облучения, а в клетках HindIIIG-1 –
на 22–34-ом пассажах. При анализе облученных
клеток HindIIIG и необлученных клеток HindIIIG-1
были обнаружены метафазы с фрагментацией хро-
мосом, выявлены дицентрические и кольцевые хромо-
сомы, а также двойные микрохромосомы (рис. 1а), то-
гда как в контрольных необлученных клетках
HindIIIG данные нарушения не выявлены (рис. 1б).
Кроме того, в многоядерных клетках HindIIIG-1, но
не в контрольных клетках HindIIIG, была выявлена
асинхронная конденсация хромосом (рис. 1б). Фраг-
ментации подвергалось различное число хромосом.
Мы обнаружили клетки с фрагментами множества
хромосом, образовавшихся, вероятно, в результате
фрагментации целого ядра, а также клетки с одной
фрагментированной хромосомой (рис. 1в).

Фрагментация хромосом была обнаружена в 0.8%
необлученных клеток HindIIIG и в 0.7% клеток че-
рез 1 сут после облучения. Количество клеток
HindIIIG с фрагментированными хромосомами воз-
росло до 9.3% на четвертые сутки после облучения, а
через 13 сут снизилось до 1.6%. При дальнейшем
культивировании доля клеток с фрагментацией хро-
мосом продолжала снижаться. Так, в необлученных
клетках HindIIIG-1 мы обнаружили 0.6% и 0.8% кле-
ток с фрагментацией хромосом на 4- и 22-ом пасса-
жах соответственно.

Полученные данные указывают на высокую хро-
мосомную нестабильность и наличие фрагментации
хромосом в облученных клетках HindIIIG и клетках
HindIIIG-1, не подвергнутых действию рентгенов-
ского излучения.

В популяции клеток HindIIIG-1 долговременно ак-
тивированы ответ на повреждение ДНК и репарация
путем негомологичного соединения концов. Наши
предыдущие данные показывают, что в облученных
клетках HindIIIG нарушены ответ на повреждение
ДНК и репарация, отмечается их длительная актива-
ция, а также наблюдается персистенция поврежде-
ний ДНК (Chitikova et al., 2014). Mы решили иссле-
довать, связана ли фрагментация хромосом в клет-
ках HindIIIG-1 с активацией ответа на повреждение
ДНК и с репарацией путем негомологичного соеди-
нения концов.

Активацию ответа на повреждение ДНК опреде-
ляли по формированию и колокализации фокусов
γH2AX и 53BP1 в ядрах исследуемых клеток. Так как
незначительное количество фокусов γH2AX и 53BP1
обнаруживается в клетках в норме, при подсчете доли
ядер с фокусами мы учитывали ядра, содержащие бо-
лее трех фокусов. В необлученных клетках HindIIIG-1
формирование и колокализацию фокусов γH2AX и
p53BP1 наблюдали на 10- и 22-ом пассажах, тогда как в
необлученных клетках HindIIIG фокусы γH2AX и
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p53BP1 не колокализовались (рис. 2а). Кроме
того, γH2AX был выявлен в микроядрах клеток
HindIIIG-1 (рис. 2б). На 10-ом пассаже клеток

HindIIIG-1 более трех фокусов ответа на поврежде-
ние ДНК было выявлено в 91.2 ± 2.3% ядер, при этом
среднее число фокусов γH2AX в одном ядре состави-

Рис. 1. Хромосомные аберрации, нарушение конденсации и фрагментация хромосом в клетках HindIIIG после действия
рентгеновского излучения в дозе 6 Гр и в необлученных клетках HindIIIG-1 . а – Фрагменты хромосом (фх), дицентрические
(дх) и кольцевые (кх) хромосомы. б – Асинхронная конденсация хромосом в многоядерных клетках HindIIIG-1. в – Фраг-
ментация хромосом в клетках HindIIIG-1. Стрелками указана фрагментация одной хромосомы, наблюдаемая в клетках
HindIIIG после облучения и в клетках HindIIIG-1. Показаны изображения, полученные через 1 и 4 сут после облучения кле-
ток HindIIIG, а также клеток HindIIIG-1 на пассажах 1, 22 и 34 (1п, 22п, 34п).
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ло 12.9 ± 7.8, а фокусов 53BP1 – 11.3 ± 6.9. На 22-ом пас-
саже более трех фокусов было выявлено в 87.2 ± 4.2%
ядер, а среднее число фокусов на ядро составило
13.5 ± 7.7 для γH2AX и 11.9 ± 5.4 для 53BP1. В отличие
от клеток HindIIIG-1, в необлученных клетках
HindIIIG среднее число фокусов γH2AX и 53BP1 в
ядре составило 2.8 ± 1.4 и 1.7 ± 1.2 соответственно,
при этом 4.7 ± 2.3% ядер содержало фокусы γH2AX и
3.5 ± 2.1% ядер – фокусы 53BP1.

В связи с тем, что репарация путем негомологич-
ного соединения концов принимает участие в опо-
средованных хромотрипсисом хромосомных пере-
стройках (Stephens et al., 2011), мы проанализировали
ее активацию в необлученных клетках HindIIIG-1.
Действительно, мы обнаружили фосфорилирование
каталитической субъединицы ДНК-зависимой про-
теинкиназы (DNA-PKcs) по серину в положении

2056 (pDNA-PKcsSer2056) в клетках HindIIIG-1 (рис. 3),
что говорит об активации репарации ДНК путем него-
мологичного соединения концов. Кроме того, pDNA-

PKcsSer2056 колокализовалась с фокусами γH2AX на
пассажах 10 и 22 (рис. 3) Так, 27.1 ± 3.4% клеток
HindIIIG-1 на 10-ом пассаже содержали pDNA-

PKcsSer2056 и 54.4 ± 6.4% клеток – на 22-ом пассаже.

Среднее количество фокусов pDNA-PKcsSer2056 в яд-
ре составило 27.1 ± 8.2% и 54.4 ± 5.5% на пассажах 10
и 22 соответственно. В отличие от HindIIIG-1, толь-
ко 6.9 ± 4.8% необлученных клеток HindIIIG содер-

жали pDNA-PKcsSer2056, а среднее количество фоку-
сов в ядре составило 1.8 ± 1.4.

Таким образом, наши результаты говорят о воз-
растании генетической нестабильности в клетках
HindIIIG-1 по сравнению с исходной линией
HindIIIG.

В облученных клетках HindIIIG и необлученных
клетках HindIIIG-1 поврежденная ДНК, ядра и мик-
роядра подвергаются аутофагической деградации.

Поврежденная ДНК, хромосомы и фрагменты
хромосом изолируются в микроядрах, а затем эли-
минируются из клетки или подвергаются деграда-
ции с помощью аутофагии (Rello-Varona et al., 2012).
Кроме того, ядра могут быть деградированы посред-
ством нуклеофагии, представляющей собой особую
форму аутофагии (Mijaljica, Devenish, 2013). Ранее мы
показали, что в облученных клетках HindIIIG отмеча-
ется активация аутофагии одновременно со сниже-
нием активности киназы mTOR (Chitikova et al., 2014).

Мы проанализировали активацию аутофагии и ее
участие в деградации генетического материала в
клетках HindIIIG через 4 сут после облучения и в не-
облученных клетках HindIIIG-1 на 22-ом пассаже
согласно колокализации маркера аутофагосом белка
LC3 и лизосом-связанного мембранного белка
LAMP1 с ДНК. Согласно полученным данным, в от-
личие от контрольных клеток HindIIIG, в исследо-
ванных клетках маркеры LC3 и LAMP1 колокализу-
ются с отдельными ядрами многоядерных клеток,
микроядрами и диспергированным ДНК-содержа-

щим материалом, являющимся, по-видимому, фраг-

ментами хромосом (рис. 4). В связи с этим мы пред-

полагаем, что аутофагия может служить механизмом

селекции генетического материала и деградации по-

врежденной ДНК в облученных клетках HindIIIG и

необлученных клетках HindIIIG-1.

Клетки HindIIIG-1 характеризуются способностью
к инвазии и пролиферации независимо от прикрепле-
ния к субстрату. Ранее мы показали, что облучение

клеток HindIIIG приводило к активации обратимой

программы старения, экспрессии маркеров стволо-

вых клеток и формированию новой околодиплоид-

ной популяции (Chitikova et al., 2014) HindIIIG-1. В

этом исследовании мы обнаружили, что в процессе

культивирования линия HindIIIG-1 разделилась на

две субпопуляции. Тогда как прикрепленные клетки

представляли собой большую часть популяции,

часть клеток была способна пролиферировать неза-

висимо от прикрепления к субстрату. Так как подоб-

ное свойство может указывать на приобретение клет-

ками способности к метастазированию, мы проана-

лизировали способность обеих субпопуляций к

инвазии. В отличие от исходных необлученных кле-

ток HindIIIG обе субпопуляции клеток HindIIIG-1

продемонстрировали способность к миграции через

поры мембраны, покрытой Матригелем. При этом

инвазивная способность клеток, не прикрепленных

к субстрату, оказалась в два раза выше, чем адгезиро-

ванных. Так, 49.6% клеток из плавающей фракции и

26.4% клеток из адгезированной субпопуляции ми-

грировали через поры мембраны покрытой Матри-

гелем, тогда как контрольные необлученные клетки

HindIIIG не были способны проходить через поры

мембраны.

Предположив, что формирование двух субпопу-

ляций может быть связано с перестройками хромо-

сом, возникающими в результате облучения, мы

проанализировали кариотип обеих субпопуляций на

17-ом пассаже. Обе эти популяции были гетероген-

ны и характеризовались сходными структурными

перестройками, показанными нами ранее (Ярцева и

др., 2020). Окрашивание нитратом серебра выявило,

что 30% прикрепленных к субстрату и 23% суспензи-

онных клеток c числом хромосом 41 были представ-

лены клоном с активными ядрышковыми организа-

торами на коротком плече хромосомы 3, описанным

нами ранее (Ярцева и др., 2020).

Так как субпопуляции клеток HindIIIG-1 не име-

ют значительных различий на хромосомном уровне,

мы предполагаем, что их фенотип определяется дру-

гими механизмами регуляции экспрессии генов.

Принимая во внимание увеличение числа клеток с

активными ядрышковыми организаторами в попу-

ляции, растущей независимо от прикрепления к

субстрату, можно предположить, что одним из таких

механизмов может быть регуляция трансляции.
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Рис. 2. Активация ответа на повреждение ДНК и нарушение механизмов репарации в необлученных клетках HindIIIG-1 со-
гласно формированию, колокализации и персистенции фокусов γH2AX и 53BP1. а – Маркированные соответствующими ан-
тителами к γH2AX и 53BP1 фокусы ответа на повреждение ДНК и их колокализация (merge) в ядрах клеток. б – Формирова-
ние микроядер, содержащих γH2AX. Показаны результаты иммуноцитохимического окрашивания клеток на 10- и 22-ом пас-
сажах (10п и 22п). Ядра окрашены DAPI. Изображения получены с помощью конфокального микроскопа.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Наше предыдущее исследование показало, что
активация обратимого старения после облучения
устойчивых к апоптозу клеток HindIIIG сопровож-
дается образованием гигантских полиплоидных кле-
ток, способных реплицировать ДНК и характеризу-
ющихся нарушениями ответа на повреждение ДНК
и ее репарации, а также персистенцией поврежде-
ний ДНК (Chitikova et al., 2014). В частности, транс-
локация 53BP1 и Rad51 к местам повреждений ДНК
происходила с задержкой. Кроме того, ферменты ре-

парации ДНК Rad51 и pDNA-PKcsSer2056 длительное
время оставались активированными и колокализо-

вались с фокусами повреждений ДНК до конца экс-
перимента (20-е сут после облучения), тогда как в
нормальных фибробластах крысы репарация завер-
шалась через 1 сут после воздействия ионизирующе-
го излучения (Chitikova et al., 2014).

В настоящей работе мы показали, что в клетках
HindIIIG-1, полученных из околодиплоидных кле-
ток, образовавшихся после облучения клеток
HindIIIG, наблюдается персистенция фокусов
γH2AX и 53BP1, а также активация репарации ДНК
путем негомологичного соединения концов. Нужно
отметить, что количество клеток с фокусами γH2AX
и 53BP1, а также количество фокусов на клетку на

Рис. 3. Активация репарации ДНК путем негомологичного соединения концов в необлученных клетках HindIIIG-1 согласно
фосфорилированию каталитической субъединицы ДНК-зависимой протеинкиназы (pDNA-PKcsSer2056) и ее колокализация
(merge) с фокусами γH2AX. Показаны результаты иммуноцитохимического окрашивания с использованием соответствую-
щих антител на 10- и 22-ом пассажах (10п и 22п). Ядра окрашены DAPI. Изображения получены с помощью конфокального
микроскопа.
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Рис. 4. Активация аутофагии в клетках HindIIIG после облучения в дозе 6 Гр и в необлученных клетках HindIIIG-1 (а). Стрел-
ками указаны микроядра, содержащие маркеры аутофагии LAMP-1 и LC3. Увеличенные изображения внизу показывают ко-
локализацию LAMP-1 и LC3 с ДНК, окрашенной DAPI в фрагментах хромосом (б) и в микроядрах, указанных стрелками (в).
Активацию аутофагии анализировали на 4-е сут после облучения клеток HindIIIG (*), и на 22-ом пассаже (**) (22п) клеток
HindIIIG-1. ДНК и ядра окрашены DAPI. Визуализация с помощью соответствующих антител, конфокальная микроскопия.
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пассажах 10 и 22 практически не отличалось. В то же

время количество клеток с pDNA-PKcsSer2056 на 22-ом
пассаже увеличилось вдвое по сравнению с пасса-
жем 10, что может говорить об усилении репарации
путем негомологичного соединения концов. Коли-
чество клеток HindIIIG-1 с фрагментацией хромо-
сом также уменьшалось со временем. Интересно,
что количество клеток HindIIIG-1, содержащих фо-
кусы ответа на повреждение ДНК, было выше, чем у
клеток HindIIIG на 20-е сут после облучения, опи-
санное нами ранее (Chitikova et al., 2014). В то же вре-
мя количество фокусов γH2AX в клетках HindIIIG-1
на пассаже 10 было ниже, чем обнаруженное нами
ранее содержание фокусов в клетках HindIIIG на 20-
е сут после облучения (Chitikova et al., 2014), а коли-
чество фокусов 53BP1 осталось прежним.

Известно, что белок 53BP1 играет ключевую роль
в выборе пути репарации ДНК и способствует него-
мологичному соединению концов, противодействуя
гомологичной рекомбинации (Panier, Boulton, 2014).
Таким образом, сохранение количества фокусов
53BP1 и длительная активация репарации путем не-
гомологичного соединения концов в исследованных
клетках могут быть взаимосвязаны. Наши данные
говорят о возросшей генетической нестабильности в
клетках HindIIIG-1 по сравнению с клетками
HindIIIG, а также о достижении равновесия между
возникновением повреждений ДНК и их репараци-
ей и стабилизации генома в клетках HindIIIG-1 в
процессе культивирования.

Персистенция повреждений ДНК может быть
связана не только с нарушением репарации двуце-
почечных разрывов, вызванных действием ионизи-
рующего облучения, но также и с возникновением
новых разрывов ДНК вследствие остановки вилок
репликации (Mehta, Haber, 2014). Тогда как в облу-
ченных клетках HindIIIG могут сохраняться инду-
цированные облучением двойные разрывы ДНК,
повреждения ДНК, возникшие из-за нарушения ре-
пликации, могут наблюдаться в клетках HindIIIG и
HindIIIG-1 независимо от того, были ли они под-
вергнуты облучению.

Исследованные клетки экспрессируют аденови-
русный белок E1A, способный связываться с Rb и
тем самым способствовать E2F1-зависимой тран-
скрипции и прогрессии клетки по клеточному циклу
(Chellapan et al., 1991; Hiebert et al., 1992), что может
вызывать репликативный стресс как в облученных,
так и необлученных клетках. Нарушения реплика-
ции ДНК могут приводить к асинхронной конденса-
ции хромосом, нарушению их сегрегации, а также
фрагментации ДНК. Клетки элиминируют отстаю-
щие хромосомы, фрагменты ДНК и поврежденные
хромосомы путем заключения их в микроядра
(Thompson et al., 2011; Crasta et al., 2012), которые за-
тем должны быть секретированы из клеток или де-
градированы с помощью аутофагии.

Известно, что при вхождении в митоз в клетке,
содержащей микроядра, может происходить фраг-
ментация хромосом (Crasta et al., 2012; Hatch, Hetzer
2015; Zhang et al., 2015). В настоящее время считает-
ся, что опосредованная микроядрами фрагментация
хромосом является одним из основных механизмов
хромотрипсиса (Zhang et al., 2015; Kneissig et al.,
2019). Формирование микроядер, содержащих по-
врежденную ДНК, на что указывает наличие в них
γH2AX, наблюдалось как в облученных клетках
HindIIIG (Chitikova et al., 2014), так и в клетках
HindIIIG-1. Кроме того в этих клетках была обнару-
жена фрагментация хромосом. Несмотря на то, что
нам не удалось секвенировать ДНК для подтвержде-
ния хромотрипсиса, мы, принимая во внимание
фрагментацию хромосом, образование микроядер и
активацию репарации ДНК путем негомологичного
соединения концов, предполагаем, что подобный
хромотрипсису механизм может играть роль в пере-
стройках генома исследованных нами клеток, а так-
же в выживании облученных клеток HindIIIG и
формировании новой линии HindIIIG-1.

Ранее мы показали, что в облученных клетках
HindIIIG наблюдается активация маркеров стволо-
вых клеток (Chitikova et al., 2014). Факторы ответа на
повреждение ДНК и репарации имеют важное зна-
чение в репрограммировании и получении индуци-
рованных стволовых клеток (González et al., 2013).
Кроме того, большое число делеций, транслокаций
и инверсий, возникающих вследствие хромотрипси-
са, может приводить к нарушению экспрессии ге-
нов, в том числе онкогенов, опухолевых супрессоров
и факторов репрограммирования. Как и в опухоле-
вых клетках, подобный хромотрипсису механизм в
клетках HindIIIG и HindIIIG-1 может способство-
вать гетерогенности популяции, дающей возмож-
ность быстрой адаптации к стрессу и выживанию.
Кроме того, устойчивость к апоптозу, обеспечивае-
мая экспрессией аденовирусного белка E1B с мол.
массой 19 кДа, позволяет клеткам HindIIIG и
HindIIIG-1 выживать и осуществлять репарацию
ДНК, несмотря на персистенцию повреждений
ДНК и значительную фрагментацию хромосом.

Хромотрипсис наблюдается в различных типах
опухолей (Stephens et al., 2011; Cortés-Ciriano et al.,
2020). Он способствует прогрессии опухоли, приоб-
ретению устойчивости к терапии, а также метастази-
рованию. Мы обнаружили, что в отличие от клеток
HindIIIG, клетки HindIIIG-1 могли пролифериро-
вать независимо от прикрепления к субстрату и ми-
грировать в поры мембраны покрытой Матригелем,
что указывает на их способность к инвазии и может
говорить о развитии метастатического потенциала.
Кроме того, в клетках HindIIIG-1 отмечалась актива-
ция ядрышковых организаторов. Такое явление часто
наблюдается в опухолевых клетках и коррелирует с
повышенным биогенезом рибосом, необходимым
для быстрого роста и развития опухоли (Pelletier et al.,
2018).
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В облученных клетках HindIIIG (Chitikova et al.,
2014) и клетках HindIIIG-1 наблюдается активация
аутофагии. Кроме киназы mTOR, к ключевым регуля-
торам аутофагии относятся такие факторы, как тран-
скрипционный фактор p53 и киназа ATM (Feng et al.,
2005; Alexander et al., 2010; Triparthi et al., 2013), участву-
ющие в ответе на повреждение и ДНК репарации.
Кроме того, транскрипционный фактор E2F1 может
контролировать аутофагию на уровне транскрипции
белков семейства Atg и LC3 (Polager et al., 2008).
Аутофагия играет важную роль в ответе на повре-
ждение ДНК и репарации, тем самым способствуя
поддержанию целостности генома. Она участвует в
деградации микроядер, селекции ДНК и деполипло-
идизации клеток (Erenpreisa et al., 2011, 2012). Тогда
как элиминация поврежденной ДНК и фрагментов
хромосом способствует выживанию клетки, аутофа-
гическая деградация всего ядра приводит к клеточ-
ной гибели. Аутофагия может способствовать селек-
ции ДНК в одно- и многоядерных клетках или слу-
жить механизмом гибели в устойчивых к апоптозу
клетках HindIIIG и HindIIIG-1, таким образом спо-
собствуя становлению линии HindIIIG-1.

Наши результаты показали, что линия HindIIIG-1,
полученная в результате облучения и последующего
длительного культивирования устойчивых к апопто-
зу клеток HindIIIG, характеризуется высокой неста-
бильностью генома и длительной активацией меха-
низмов ответа на повреждение и репарации ДНК.
Мы предполагаем участие подобного хромотрипси-
су механизма в становлении линии HindIIIG-1 ос-
новываясь на наблюдениях значительной фрагмен-
тации ДНК и долгосрочной активации репарации
ДНК путем негомологичного соединения концов в
облученных клетках HindIIIG (Chitikova et al., 2014)
и в клетках HindIIIG-1. Клетки HindIIIG-1 приобре-
ли такие свойства, как способность к пролиферации
независимо от прикрепления к субстрату и инвазии,
что может указывать на развитие метастатического
потенциала. Аутофагия участвует в деградации по-
врежденной ДНК, фрагментов хромосом, микро-
ядер и ядер клеток HindIIIG и HindIIIG-1. Она мо-
жет служить механизмом селекции генетического
материала и выживания клеток, тем самым способ-
ствуя становлению новой линии.
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Establishment of HindIIIG-1 Cell Line Obtained after Irradiation of Apoptosis Resistant 
HindIIIG Cells Characterizes by Genomic Instability, Altered DNA Repair Mechanisms, 

and Activation of Autophagy
Z. V. Chitikovab, *, N. M. Yartsevaa, T. V. Bykovaa, S. G. Zubovaa, E. Yu. Kochetkovaa,
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Genomic instability and genetic heterogeneity are among key features of cancer cells that allow their survival under
environmental stress. A rapid accumulation of a great number of mutations in a single event due to a massive rear-
rangement of fragmented chromosomes termed chromothripsis favors cancer progression and resistance to therapy.
Complex chromosomal rearrangements caused by chromothripsis are associated with a random ligation of multiple
chromosome fragments by an error prone non-homologous end joining (NHEJ) DNA repair. Here we studied the
activation of DNA damage response (DDR) and NHEJ as markers of genomic instability in non-irradiated
HindIIIG-1 cells obtained after depolyploidization of irradiated HindIIIG cells resistant to apoptosis. The implica-
tion of chromothrypsis and autophagy in establishment of novel HindIIIG-1 cell line has been also investigated. Our
results demonstrate that non-irradiated HindIIIG-1 cells characterize by high genomic instability, persistent activa-
tion of DDR and NHEJ. Chromosome fragmentation in irradiated HindIIIG and non-treated HindIIIG-1 cells
taken together with the activation of NHEJ suggest the implication of chromothrypsis-like mechanism in the estab-
lishment of HindIIIG-1 cell line. Unlike HindIIIG cells, HindIIIG-1 acquired such features as adhesion-indepen-
dent cell growth and migration through the pores of Matrigel-coated membrane that may indicate their metastatic
potential. Degradation of damaged DNA, nuclei and micronuclei by autophagy in HindIIIG and HindIIIG-1 cells
suggests its role in genome maintenance, cell survival and death.

Keywords: apoptosis resistance, autophagy, chromosome fragmentation, chromotripsis, chromosomal instability,
DNA damage response, DNA repair
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