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Целью исследования была оценка возможности повышения радиозащитного потенциала перокси-
редоксина 6 (Prdx6) и его мутантной формы S32A путем их совместного использования с гелдана-
мицином (GA) для фибробластов 3T3, облученных рентгеновским излучением с дозой 6 Гр.
Мутантный фермент S32A, не обладающий фосфолипазной активностью, при его сочетанном при-
менении с GA проявляет более выраженную радиозащитную активность. Использование такой
комбинации противолучевых препаратов полностью снимает пик активности NF-κB в облученных
3Т3 клетках. Другой фактор транскрипции, р53, являющийся показателем уровня апоптоза клетки
и увеличивающийся при облучении, также снижается под действием S32A в сочетании с GA. Низ-
комолекулярный белок р21, являющийся маркером сенесценции клеток, продукция которого воз-
растает при облучении, также нормализуется при использовании S32A в сочетании с GA. Кроме то-
го, использование этой комбинации радиозащитных препаратов заметно снижает стрессовый ответ
клеток 3Т3 на рентгеновское облучение.
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Известно, что в клетках, выживших после
рентгеновского облучения, обычно наблюдаются
изменения уровней экспрессии генов, связанных
с репарацией ДНК, клеточным циклом, воспале-
нием и иммунным ответом [1]. Ранее было уста-
новлено, что ионизирующая радиация (IR) явля-
ется причиной клеточного стресса и нарушения
активности клеток, вызываемой либо путем пря-
мого повреждения ДНК, либо непрямого воздей-
ствия на ДНК через образование активных форм
кислорода (ROS) [2]. По этой причине в течение
многих лет проводятся исследования, направлен-
ные на поиск новых радиозащитных препаратов.
Недавно мы показали, что фермент–антиокси-
дант пероксиредоксин 6 (Prdx6) увеличивает вы-
живаемость облученных 3Т3 фибробластов, сти-
мулирует их пролиферацию, подавляет апоптоз,

некроз и сенесценцию этих клеток, вызванных
сублетальной дозой рентгеновского облучения
[3]. На основании наших исследований был сде-
лан вывод о целесообразности исследования раз-
ных форм пероксиредоксина 6 в качестве радио-
протекторных агентов.

Целью настоящей работы было изучение воз-
можности усиления радиозащитного действия
белка Prdx6 и его мутантной формы S32A путем
их использования совместно с известным блока-
тором белка теплового шока HSP90, гелданами-
цином (GA), обладающим радиозащитным и се-
нолитическим действием [4, 5].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали линию 3Т3 фибробла-
стов мыши из 5–10 пассажей и две формы перок-
сиредоксина 6: нормальный Prdx6, обладающий
пероксидазной и фосфолипазной активностями,
а также белок с мутацией (S32A) в фосфолипаз-
ном активном центре, обладающий только пе-
роксидазной активностью. Мутагенез гена
PRDX6 проводили по методике перекрывающих-
ся праймеров, с использованием высокоточной
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ДНК полимеразы Tersus (Евроген, Россия), прай-
меров несущих точечную замену (S32A-F 5'-CT-
GGGAGACGCATGGGGCAT-3'; S32A-R 5'-ATG-
CCCCATGCGTCTCCCAG-3') и фланкирующих
праймеров (Prx6-F 5'-TTTTTCATATGCCCG-
GAGGTCTGCTT-3'(NdeI), Prx6-R 5'-AATTCTC-
GAGAGGCTGGGGTGTGTA-3'(XhoI)). Усло-
вия ПЦР и этапы клонирования в вектор pET23b
были подробно описаны ранее на примере друго-
го мутанта Prdx6 [6]. Конструкцию, кодирующую
мутантную форму Prdx6-S32A, проверяли секве-
нированием по Сэнгеру, с помощью компании
Евроген.

Важно отметить, что Prdx6 и его мутантная
форма S32A и ингибитор стрессового белка, GA,

добавлялись к 3Т3 клеткам через 4 ч после рентге-
новского облучения в дозе 6 Гр. После этих про-
цедур клетки культивировали в течение 5 сут.
Уровни цитокинов определяли с использованием
иммуноферментного анализа, количество других
белков оценивали, применяя вестерн блот ана-
лиз, как было описано ранее [3].

В работе проводили комплексное исследова-
ние клеточных ответов на радиационные повре-
ждения, связанные с изменением неспецифиче-
ского иммунитета, с процессами репарации, с
апоптозом и старением (сенесценцией) клеток, с
уровнем стрессового ответа 3Т3 фибробластов.
Подобно другим стрессорам, ионизирующее из-
лучение усиливало синтез различных иммуности-
мулирующих и модулирующих молекул, таких
как белки теплового шока (HSP), цитокины, фак-
торы транскрипции (p53, NF-κB), что было пока-
зано авторами c использованием облученных 3Т3
клеток [3].

В настоящей работе, оценивая эффекты облу-
чения на показатели иммунного статуса 3Т3 кле-
ток, мы показали, что рентгеновское облучение в
дозе 6 Гр вызывает повышение продукции про-
воспалительных цитокинов IL-6, TNF-alpha и
антивоспалительного цитокина IL-10 (рис. 1).

Интересно, что добавление к клеткам ингиби-
тора белка теплового шока HSP90 также снижало
продукцию IL-6, но не IL-10. Результаты показа-
ли, что мутантный фермент-антиоксидант, не об-
ладающий фосфолипазной активностью (S32A),
в отношении продукции провоспалительных ци-
токинов проявляет наиболее выраженную радио-
защитную активность, особенно при его сочетан-
ном применении с GA.

Для исследования механизмов влияния ре-
комбинантных белков на основе Prdx6 и ингиби-
тора HSP90 на облученные 3Т3 клетки мы изуча-
ли ключевые звенья регуляции клеточных про-
цессов. Среди этих звеньев ядерный фактор
транскрипции каппа B (NF-κB) признан ключе-
вым фактором регуляции активности клеточного
метаболизма для большинства типов клеток, при
этом NF-κB является центральным фактором
транскрипции в иммунной системе и регулирует
выживание клеток. Более того, индукция радио-
резистентности опосредуется несколькими гена-
ми, которые регулируются NF-κB [7]. Было пока-
зано, что в облученных клетках уровень фосфо-
рилирования NF-κB по Ser 536 достоверно
увеличивается, а использование Prdx6 и его му-
тантной формы S32A в сочетании с GA полно-
стью снимает пик активности NF-κB в облучен-
ных 3Т3 клетках, при этом более эффективной
оказалась мутантная форма S32A (рис. 2). Выжи-
ваемость облученных 3Т3 клеток определяли с
использованием Crystal Violet, как было описано
ранее [3]. Показали, что добавление Prdx6 и осо-

Рис. 1. Продукция цитокинов в 3Т3 фибробластах по-
сле рентгеновского облучения в дозе 6 Гр и использо-
вания радиозащитных препаратов. Использовали
первичные кроличьи антитела к IL-6, TNF-α и IL-10
компании Peprotech (USA). В качестве вторичных ис-
пользовали козьи антитела к Ig G кролика компании
Имтек (Россия). Каждое значение – среднее от 3 не-
зависимых экспериментов с использованием в каж-
дом случае клеток из разных пассажей. * – достовер-
ное отличие от контроля; # – достоверное отличие от
группы 6 Гр.
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бенно его мутантной формы S32A увеличивает
процент выживших клеток, при этом защита бел-
ками-антиоксидантами не возрастает в присут-
ствии GA (табл. 1).

Известно, что р53 играет важную роль в регу-
ляции клеточного цикла, репарации ДНК и апо-
птоза [8]. По этой причине оценивали в 3Т3 клет-
ках продукцию белка р53, причем измеряя и фос-
форилированные формы этого белка php53 (S46)
и php53 (S15), которые имеют различные функ-
ции в клетке. Ранее мы показали, что ионизирую-
щая радиация в дозе 6 Гр достоверно увеличивает
уровень р53 в клетке, а также увеличивает уровень
фосфорилирования php53 (S46) и php53 (S15) [3].
На этом фоне добавление после облучения двух
форм пероксиредоксина 6 к клеткам в сочетании

с GA показывает очевидный защитный эффект,
нормализуя уровень р53, а также способствуя вы-
живанию клеток (рис. 2).

Одним из важных регуляторов клеточной ак-
тивности является низкомолекулярный белок
p21, продукт гена CDKN1A, впервые идентифици-
рованный как циклонезависимый регулятор ки-
назы (CDK) и играющий важную роль в контроле
развития клеточного цикла. Белок p21 останавлива-
ет клеточный цикл во время G1 и S-фазы через свя-
зывание и ингибирование циклин-CDK1,2,4,6
комплексов [9]. Кроме того, оценка уровня р21
является важным показателем в качестве маркера
сенесценции клеток.

Результаты показали, что рентгеновское облу-
чение в сублетальной дозе увеличивает продук-

Рис. 2. Продукция сигнальных и стрессовых белков в 3Т3 фибробластах после облучения в дозе 6 Гр и использования
радиозащитных препаратов. Для определения всех белков использовали наборы компании CellSignalling (USA). По-
казаны фотографии Вестерн блот анализа для одного из 3 независимых экспериментов, цифры под полосками –
среднее значение количества белка после денситометрии блотов от трех экспериментов, показатели нормировали к
соответствующему контролю нагрузки (GAPDH) и выражали в относительных единицах. Статистический анализ про-
водили с использованием t-критерия Стьюдента. *Достоверное отличие от контроля; # – достоверное отличие от груп-
пы 6 Гр.
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Таблица 1. Жизнеспособность клеток Balb/3T3, в % от контроля ±SE

* – достоверное отличие от контроля, # – достоверное отличие от группы 6 Гр.

контроль 6 Гр 6 Гр + GA 6 Гр + GA
+ Prdx6

6 Гр + GA
+ S32A 6 Гр + Prdx6 6 Гр + S32A

Жизнеспособность клеток 100 ± 8.2 61.8 ± 7.2* 84.7 ± 9.1# 70 ± 6.9 72 ± 7.1 88 ± 8.8# 92 ± 9.4#
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цию р21 в клетках, а GA, в сочетании с Prdx6 и,
особенно, с его мутантной формой S32A полно-
стью нормализует пролиферацию и снижает уро-
вень сенесценции облученных 3Т3 фибробластов
(рис. 2). Кроме того, когда-то считалось, что бе-
лок p21 действует как опухолевый супрессор,
главным образом, ограничивая клеточный цикл,
что приводит к подавлению опухолевого роста.
При углубленных исследованиях роли этого бел-
ка было обнаружено, что p21 регулирует радиаци-
онные ответы клеток за счет участия во множе-
стве клеточных процессов, включая остановку
клеточного цикла, апоптоз, репарацию ДНК, ста-
рение и аутофагию [10]. Действительно, мы пока-
зали, что рентгеновское облучение в дозе 6 Гр
значительно повышает продукцию р21, а присут-
ствие GA в среде культивирования облученных
фибробластов нормализует пролиферацию 3Т3
клеток в присутствии Prdx6, при этом более эф-
фективным оказалось использование белка-ан-
тиоксиданта S32A (рис. 2).

Известно, что прямыми показателями клеточ-
ного стресса являются активация продукции бел-
ков теплового шока HSP90α и HSP90β, уровень
продукции которых влияет на радиочувствитель-
ность клеток [11]. Мы обнаружили, что облучение
3Т3 фибробластов приводит к достоверному уве-
личению конститутивной формы белка теплово-
го шока HSP90, HSP90β. При этом присутствие
Prdx6 в среде культивирования клеток в сочета-
нии с GA заметно снижает стрессовый ответ кле-
ток 3Т3 на рентгеновское облучение. Важно от-
метить, что и в этом случае более эффективным
было использование мутантной формы S32A в со-
четании с GA (рис. 2). Следует отметить, что при-
веденные результаты не противоречат тому фак-
ту, что защитное действие Prdx6 в отношении
фибробластов, подвергнутых воздействию ДНК-
повреждающих агентов, было обнаружено почти
20 лет назад [12].

Важность разработки новых противолучевых
средств связана не только с защитой при инци-
дентах радиоактивного загрязнения, но и при ис-
пользовании лучевой терапии [13]. В настоящее
время лучевая терапия является одним из основ-
ных методов лечения рака, при этом, несмотря на
многие преимущества этого лечения, такие как
неинвазивность, сохранение целостности орга-
нов и точность при нацеливании на опухоль, оно
может привести к осложнениям в облученных
здоровых тканях. По этой причине использова-
ние радиозащитных средств может в значитель-
ной степени снизить вероятность радиационно-
индуцированных осложнений.
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GELDANAMYCIN ENHANCES THE RADIOPROTECTIVE EFFECT 
OF PEROXYREDOXIN 6 IN IRRADIATED 3T3 FIBROBLASTS

E. G. Novoselovaa,#, O. V. Glushkovaa, M. G. Sharapova, M. O. Khrenova, S. B. Parfenyuka,
S. M. Lunina, T. V. Novoselovaa, A. K. Mubarakshinaa, R. G. Goncharova, and E. E. Fesenkoa

a Institute of Cell Biophysics of the Russian Academy of Sciences, Pushchino, Russian Federation
#e-mail: elenanov_06@mail.ru

The aim of the study was to evaluate the possibility of increasing the radioprotective potential of peroxiredox-
in 6 (Prdx6) and its mutant form S32A by their combined use with geldanamycin (GA) for 3T3 fibroblasts
irradiated with X-rays at a dose of 6 Gy.
The mutant enzyme S32A, which does not have phospholipase activity, when combined with GA, exhibits a
more pronounced radioprotective activity. The use of this combination of anti-radiation drugs completely
abolishes the peak of NF-κB activity in irradiated 3T3 cells. Another transcription factor, p53, which is an
indicator of the level of cell apoptosis and increases upon irradiation, is also reduced by S32A in combination
with GA. The low molecular weight protein p21, which is a marker of cell senescence and whose production
increases upon irradiation, is also normalized when S32A is used in combination with GA. In addition, the
use of this combination of radioprotective drugs significantly reduces the stress response of 3T3 cells to X-ray
irradiation.

Keywords: X-ray radiation, 3T3 fibroblasts, apoptosis, cellular stress, senescence, peroxiredoxin 6, geldana-
mycin
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