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Рассматриваются феноменологические аспекты и механизмы нарушений метилирования ДНК (из-
менения тотального уровня метилирования ДНК и повторяющихся элементов генома, локус-спе-
цифические нарушения метилирования, потеря импринтинга), индуцированных радиацией в экс-
периментальных исследованиях in vitro и in vivo, а также в организме человека. Приведены резуль-
таты оценки связи радиочувствительности опухолевых клеток с их эпигенетическим статусом. Хотя
установлено, что радиорезистентный фенотип таких клеток ассоциирован с гиперметилированием
промоторов множества генов, механизм этого феномена очень сложный и требуется таргетное воз-
действие на метилирование, чтобы увеличить повреждаемость опухолевых клеток, приводящую их
к гибели. Выявлена сопряженность индуцированных изменений в метилировании ДНК с проявле-
ниями таких немишенных эффектов радиации, как геномная нестабильность и эффект “свидете-
ля”. Обсуждается потенциальная значимость изучения изменений метилирования ДНК у облучен-
ных лиц с целью выявления индивидов с преждевременных старением и повышенным риском раз-
вития возраст-ассоциированной патологии.
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Интенсивное развитие атомной энергетики,
науки и ядерной медицины приводит к росту чис-
ла людей, подвергающихся воздействию радиа-
ционного фактора в процессе профессиональной
деятельности, диагностических и лечебных меро-
приятий, а также в результате техногенных аварий
на объектах, использующих источники ионизирую-
щих излучений. Учитывая постулированное в ра-
диобиологии ускоренное старение, индуцирован-
ное облучением [1], все эти контингенты лиц от-
носятся к группе риска по преждевременной
манифестации возраст-ассоциированных заболе-
ваний. Однако разработка системы превентивной
диагностики этих патологий имеет ряд сложно-
стей. Во-первых, сами по себе результаты широ-
когеномных исследований (GWAS – Genome
Wide Association Studies), а именно анализ сово-
купности аллельных вариантов для множества
“топовых” SNP-единичных нуклеотидных замен,
проявивших каждый в отдельности связь с
риском развития той или иной патологии, к со-
жалению, объясняет, как правило, менее 10%
наблюдаемой наследуемости ряда мультифакто-
риальных заболеваний, в том числе ассоцииро-
ванных с возрастом (злокачественные новообра-

зования, cахарный диабет 2-го типа, сердечно-со-
судистые заболевания и др.) [2, 3]. Во-вторых,
общеизвестны мишенные и немишенные гено-
токсические эффекты радиации, наблюдаемые в
отдаленный период после облучения организма
[4–9]. И хотя однозначно ясно, что повреждения
генома не могут не сказаться на функции клетки
и организма в целом, отсутствуют явные доказа-
тельства их связи с индукцией тех или иных воз-
растных патологий [10]. В то же время последние
достижения в области эпигенетики старения и
возраст-ассоциированных заболеваний, связан-
ные с разработкой высокозначимой модели оцен-
ки биологического возраста индивида [11–15],
позволяющей выявлять лиц с преждевременным
старением, дают надежду на решение вышеизло-
женной проблемы. Поэтому изучение закономер-
ностей индукции эпигенетических изменений в
организме, подвергшемся радиационному воздей-
ствию, является важным и актуальным аспектом
оценки отдаленных последствий облучения.

В данной статье рассматриваются феномено-
логические аспекты и механизмы нарушений ме-
тилирования ДНК – ключевой эпигенетической
модификации генома, индуцированных радиаци-
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ей в экспериментальных исследованиях in vitro и
in vivo, а также в организме человека. Приведены
результаты оценки связи радиочувствительности
опухолевых клеток с их эпигенетическим стату-
сом. Рассмотрена сопряженность индуцирован-
ных изменений в метилировании ДНК с проявле-
ниями таких немишенных эффектов радиации,
как геномная нестабильность и эффект “свидете-
ля”. Обсуждается потенциальная значимость из-
учения нарушений метилирования ДНК у облу-
ченных лиц с целью выявления индивидов с
преждевременных старением и повышенным
риском развития возраст-ассоциированной пато-
логии.

ДНК-МЕТИЛИРОВАНИЕ
КАК ЭПИГЕНЕТИЧЕСКАЯ 

МОДИФИКАЦИЯ ГЕНОМА ЧЕЛОВЕКА
Сайты метилирования. Как известно, ДНК-

метилирование – эпигенетическая модификация
генома, играющая ключевую роль в регуляции
многих биологических процессов [16–18]. Сайта-
ми метилирования ДНК в геноме человека явля-
ются, преимущественно, СрG-динуклеотиды.
За счет того, что 5-метилцитозин склонен к реак-
ции деаминирования с образованием тимина, ци-
тозин характеризуется высокой частотой мутиро-
вания в CpG-контексте (CG>TG), а наиболее
распространенный однонуклеотидный полимор-
физм в геноме человека – это замена цитозина на
тимин (С>Т). Так, эволюционно сложилось, что
наблюдаемая частота СрG-динуклеотидов в не-
сколько раз ниже ожидаемой [19, 20]. В геноме
человека 5-метилцитозин составляет около 1% всех
нуклеотидов в ДНК, а метилированное состояние
характерно для 70% СрG-динуклеотидов. Боль-
шинство метилированных цитозинов локализо-
вано в диспергированных (LTR, LINE, SINE, Alu)
и тандемных повторах (сателлитная ДНК), кото-
рые составляют, по крайней мере, половину че-
ловеческого генома. Такое эпигенетическое мар-
кирование защищает геном от инсерционного
мутагенеза и рекомбинаций ДНК [16, 21–24].

СрG-островки. Неметилированные СpG-ди-
нуклеотиды представлены, в основном, в СрG-
островках, и приблизительно 60% этих элементов
генома ассоциированы с промоторами генов, аб-
солютное большинство которых постоянно экс-
прессируются (гены “домашнего хозяйства”).
Остальные 40% СрG-островков удалены от сай-
тов старта транскрипции, являются внутриген-
ными или межгенными и называются “орфанные
СpG-островки”, так как они не ассоциированы с
соответствующими промоторами, но выполняют
похожие функции [16, 18]. В СpG-островках ча-
стота СрG- динуклеотидов в 7–10 раз выше (при-
близительно 1 : 10–20), а уровень CG>TG почти в
7 раз ниже, чем в других регионах генома [24].

Следует подчеркнуть, что метилирование CpG-
динуклеотидов промоторов генов сопряжено с
подавлением транскрипции, но не элонгации.
Внутригенные CpG-островки в большей степени
подвержены метилированию, блокирующему ис-
пользование альтернативных промоторов. Боль-
шая роль в регуляции экспресии некодирующих
РНК (нкРНК, англ. ncRNA), энхансерной актив-
ности, РНК процессинга (альтернативные сайты
сплайсинга и полиаденилирования) отводится
метилированию внутригенных CpG [25, 26].

Как правило, метилирование СрG-островков
промоторов часто рассматривается как один из
механизмов генного сайленсинга, опосредован-
ного протеинами, содержащими метил-СрG-свя-
зывающий домен (MBD) или ассоциированное с
изменением эффективности связывания пози-
тивных и негативных факторов транскрипции
(TFs) с их сайтами узнавания. Однако показано,
что отсутствие метилирования не обязательно со-
пряжено с активным состоянием гена, а подавле-
ние экспрессии локуса может быть обеспечено
другими эпигенетическими механизмами [25].

РАДИАЦИОННО-ИНДУЦИРОВАННЫЕ 
НАРУШЕНИЯ МЕТИЛИРОВАНИЯ

В ЭКСПЕРИМЕНТЕ

Экспериментальные исследования in vitro

Изменения тотального уровня метилирования
ДНК. Еще в 70–80-е годы прошлого столетия бы-
ли получены первые экспериментальные данные,
свидетельствующие о реальности индукции ради-
ацией изменений метилирования генома, зареги-
стрированных при оценке тотального уровня
5-метилцитозина. Так, показано, что воздействие
на Escherichia coli 15T− (555-7) УФ-света и рентге-
новского излучения приводит к увеличению ме-
тилирования вновь синтезируемой ДНК (метод
основан на включении L-methyl-3H methionine в
новосинтезированную ДНК) на 25 и 15% соответ-
ственно, при этом дополнительное включение
метильных групп или деметилирование роди-
тельской ДНК отсутствует [27]. Воздействие γ-из-
лучения 60Сo в дозах 0.5–10 Гр на клетки четырех
линий (Сhinese Hamster Ovary – CHO, Сhinese
hamster lung fibroblasts – V79A03, human HeLa – S-3,
клетки мышиной нейробластомы – С-1300N1E-115)
приводило к глобальному гипометилированию
ДНК, выявляемому через 24, 48 и 72 ч после облу-
чения (метод высокоэффективной жидкостной
хроматографии – HPLC). Выявленная эпигене-
тическая модификация сопровождалась сниже-
нием активности ДНК-метилтрансфераз [28].
Однако изменения метилирования не выявлены в
эксперименте других исследователей, а именно,
при воздействии рентгеновского излучения
(10 Гр) на мышиные эмбриональные клетки ли-
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нии m5S/1M и на клетки китайского хомячка
CHO/K1 [29].

Проведено изучение изменений паттерна ме-
тилирования после воздействия X-лучей (2 Гр) на
лимфобластоидные клетки человека радиочув-
ствительной TK6 (нормальный генотип по гену
р53) и радиорезистентной WTK1 (мутантный ге-
нотип по гену р53, высокая эффективность ре-
комбинационной репарации) линий. Исходный
уровень 5-метилцитозина был выше в WTK1
клетках по сравнению с ТК6 клетками. В обеих
клеточных линиях выявлено радиационно-инду-
цированное гипометилирование генома в первые
2–8 ч после облучения (иммуноферментный ме-
тод ELISA – Enzyme-Linked Immunosorbent As-
say). В целом в радиорезистентных клетках эф-
фекты гипометилирования и снижения экспрес-
сии генов метилтрансфераз DNMT1, DNMT3А,
DNMT13В, индуцированные облучением, были
более выражены. Транскрипция ТЕТ1 гена, коди-
рующего фермент, конвертирующий 5-метилци-
тозин геномной ДНК в 5-гидроксиметилцитозин
(стадия деметилирования ДНК), была существенно
повышена через 24 ч после радиационного воздей-
ствия в обеих клеточных линиях, однако наиболь-
ший эффект наблюдался для ТК6 клеток [30].

Еще ранее было показано, что р53 участвует в
эпигенетической регуляции генома. В частности,
выявлено, что р53, формируя комплекс с Sp1 и
модификаторами хроматина в области промотора
гена DNMT1, приводит к репрессии этого локуса
[31]. Выявлено, что делеция р53 приводит к уве-
личению транскрипции мРНК DNMT1 локуса
[32]. Кроме того, показано, что р53 приводит к су-
прессии гена гистоновой метилтрансферазы
EZH2 [33]. Считается, что р53 контролирует экс-
прессию DNMT1 через прямое связывание с ДНК.
Воздействие ионизирующей радиации ослабляет
это связывание, приводя к увеличению уровня
DNMT1 [32].

Показано, что облучение нормальных фиб-
робластов человека в дозах 2 и 4 Гр (Х-лучи) при-
водит к статистически незначимому снижению
общего уровня метилированных цитозинов (ме-
тод ELISA) через 6 ч после воздействия. Суще-
ственные различия (р = 0.04) обнаруживались
только через 24 ч после воздействия облучения на
клетки в дозе 2 Гр [34].

Изменения метилирования повторяющихся эле-
ментов ДНК. Так как диспергированные и тан-
демные повторы составляют, по крайней мере,
половину генома человека, их эпигенетический
статус часто рассматривают как показатель то-
тального метилирования генома. Так, в уже упо-
мянутой работе [34] не выявлено (бисульфитное
пиросеквенирование) значимых различий между
уровнями метилирования LINE-1, а также цен-
тромерной α-сателлитной ДНК, в облученных

(Х-лучи, 2 и 4 Гр) и необлученных нормальных
фибробластах человека. Только уровень метили-
рования ALU повторов возрастал (р = 0.01) через
6 ч после радиационного воздействия в дозе 4 Гр.
Кроме того, поклеточный анализ эпигенома не
выявил повышенной вариабельности метилиро-
вания повторов в облученных клетках по сравне-
нию с интактными.

При фракционированном воздействии γ-излу-
чения 137Cs в суммарной дозе 10 и 20 Гр (1–2 нед,
5 фракций в неделю по 2 Гр) на клетки рака мо-
лочной железы (линия MCF7) не выявлено (масс-
спектрометрия) статистически значимых различий
в уровне метилирования повторов (LINE-1, Alu,
LTR, сателлитная ДНК) в облученных и необлу-
ченных клетках, а восстановление способности
клеток к делению (14 дней после облучения) не
сопровождалось снижением общего уровня мети-
лирования ДНК [35].

Локус-специфические изменения метилирования
ДНК. Выявлено (комбинация методов MIRA –
methylated-CpG island recovery assay и microarray)
незначительное количество изменений в метили-
ровании генома нормальных клеток человека
(фибробластов HFBs и клеток бронхиального
эпителия NHBEC) через 7 дней после острого
воздействия γ-излучения 137Cs в дозах 0.1–4 Гр.
Однако наиболее выраженные радиационно-ин-
дуцированные модификации генов CLEC18A,
SDHALP1, ZCCHC16 в фибробластах, а также ло-
кусов MBP, CLEC18C и Y-хромосомного региона
в клетках бронхиального эпителия не были под-
тверждены методами COBRA и бисульфитным
секвенированием. Авторы отмечают, что рас-
сматриваемые изменения, вероятно, имеют ме-
сто на уровне отдельных CpG-динуклеотидов
анализируемого участка генома и/или затрагива-
ют только малую фракцию клеточной популяции.
Одназначно, в данной работе не показана индукция
механизмов (например, инициация сигнальных
каскадов), которые приводят к генерализованным
изменениям ДНК-метилирования, представляю-
щим собой ответ клетки на облучение [36].

Кроме того, широкогеномное изучение пат-
терна метилирования (ДНК-микрочип, Illumina
450 К) не выявило значимых изменений изучае-
мых эпигенетических показателей в облученных
фибробластах (Х-лучи, 2 и 4 Гр) по сравнению с
необлученными клетками, причем результат не
зависел от области расположения CpG-сайта
(промотор, 5'UTR, 3'UTR, экзоны, интроны, меж-
генные участки ДНК). Таким образом, показано,
что, по крайней мере в ранней фазе (в пределах пер-
вого клеточного цикла после облучения), ответ
нормальных клеток на облучение не ассоцииро-
ван с изменением паттерна метилирования [34].

В другом широкогеномном исследовании ме-
тилома (ДНК-микрочип, Illumina 450 К) клеток
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бронхиального эпителия человека показано, что
воздействие на них такой радиации, как тяжелые
ионы 56Fe (170 keV/μm, 0.1–1.0 Гр) и 28Si
(70 keV/μm, 0.3–1.0 Гр), рентгеновское излучение
(2 keV/μm, 1.0 Гр) приводит к индукции измене-
ний метилирования генома, регистрируемых не
только через 2 дня после воздействия, но и спустя
50 сут. Отмечено, что сайты, характеризующиеся
дозозависимым изменением эпигенетического
статуса, преимущественно гиперметилируются
при воздействии 56Fe и ассоциированы с откры-
тым хроматином (энхансеры, промоторы, берега
СрG-островков), 28Si в равной степени вызывает
как гипер-, так и гипометилирование сайтов в бо-
лее репрессированном хроматине, а Х-лучи в
большей степени приводят к гипометилирова-
нию, затрагивая транскрибируемую область гена
и межгенные промежутки. Причем эффекты, ин-
дуцируемые при воздействии 56Fe, 28Si и рентге-
новских лучей наблюдались соответственно в
сайтах, изначально характеризующихся низким,
промежуточным и высоким уровнями метилиро-
вания. Отмечено, что спектр СрG-динуклеотидов,
модифицированных в результате воздействия 56Fe,
совпадает с таковым в клетках аденокарциномы и
плоскоклеточного рака легких человека [37].

Частота гидроксиметилирования цитозинов,
которое имело место преимущественно в облу-
ченных (Х-лучи, 0.5 и 2 Гр) фибробластах легких
(IMR90) по сравнению с необлученными клетка-
ми (метод иммунопреципитации + последующее
секвенирование), возрастала с течением времени,
прошедшего после облучения (от 1 до 120 ч), при-
чем выраженность эффекта зависела от дозы об-
лучения. Противоположная динамика отмечена
для СрG-сайтов, расположенных в межгенных
промежутках [38].

Таким образом, число исследований индуци-
рованных облучением изменений метилирования
нормальных (неопухолевых) клеток ограничено.
Однако имеется гораздо большее количество экспе-
риментальных работ, выполненных на опухолевых
клетках, в том числе, посвященных изучению связи
их радиочувствительности с эпигенетическим ста-
тусом, а также оценке эффективности воздействия
ингибиторов метилирования ДНК в повышении
чувствительности раковых клеток к облучению
[39–41].

В широкогеномном исследовании (ДНК-мик-
рочип, Illumina 450 K) на раковых клетках молоч-
ной железы (линия MDA-MB-231), подвергших-
ся воздействию Х-лучей в дозах 4 и 6 Гр и проана-
лизированных через 1–72 ч после облучения,
выявлены сотни дифференциально-метилиро-
ванных генов, которые ассоциированы с клеточ-
ным циклом, ДНК репарацией, апоптозом. Из-
мененный эпигенетический статус на протяже-
нии всего эксперимента при облучении в дозах

2 и 6 Гр выявлен для 15 и 23 локусов соответ-
ственно. Выраженность рассматриваемых эпиге-
нетических изменений зависела от дозы облуче-
ния и времени, прошедшем после воздействия
радиации. Авторы отмечают, что в целом динами-
ка метилирования согласуется с биологическим
ответом клеток на повреждающее действие ради-
ации и имеет не беспорядочный характер [42].

Другое широкогеномное исследование мети-
лома (метил-ЦГ-иммунопреципитация + ДНК-
микрочип методы) показало, что после фракцио-
нированного воздействия γ-излучения 137Cs в
суммарной дозе 10 и 20 Гр (1–2 нед, 5 фракций в
неделю по 2 Гр) на клетки рака молочной железы
(линия MCF7), 15 генов характеризовались изме-
ненным эпигенетическим статусом (сравнение с
необлученными клетками этой линии). Однако
только для четырех генов (ADAMTS9, FOXC1,
TRAPPC9, AMIGO3) дифференциальный статус
метилирования CpG-островков верифицировал-
ся масс-спектрометрическим анализом. В целом
уровень рассматриваемой модификации первых
трех генов возрастал на 15–18% после облучения,
а для AMIGO3 локуса выявлено его снижение на
18%. Спустя 14 дней после воздействия, т.е. вре-
мя, за которое происходило восстановление кло-
ногенной активности клеток при дозе 10 Гр, но не
20 Гр, уровни метилирования генов FOXC1 и
TRAPPC9 были значительно снижены по сравне-
нию с таковыми, имевшими место сразу после экс-
понирования, но существенно превышали рассмат-
риваемые показатели в необлученных клетках. По
мнению авторов, возобновление роста клеток по-
сле фракционированного облучения в дозе 10 Гр
ассоциировано с локус-специфическими измене-
ниями ДНК-метилирования, связанными с апо-
птотическим сигналингом [35].

Показано, что воздействие радиации в дозе
5 Гр на клетки колоректальной карциномы линий
HCT116 и SW620 приводит к ослаблению связыва-
ния DNMT1 с промоторами генов Fas и 4-1BBL,
снижая их метилирование. Аналогичный эффект
наблюдался при обработке клеток 5-азацитиди-
ном (5-Aza). Таким образом, модулируется экс-
прессия этих генов, делая опухолевые клетки бо-
лее чувствительными к иммунной атаке, опосре-
дованной Т-лимфоцитами [43].

Показана сопряженность радиочувствительно-
сти опухолевых клеток с уровнем метилирования
тех или иных генов [44]. Например, показано, что
радиочувствительность U87 клеток глиомы c низ-
ким уровнем экспрессии АТМ – ключевого сиг-
нального компонента клетки, индуцирующегося
в ответ на повреждение ДНК, в 2 раза превышает
аналогичный показатель в T98G клетках глиомы,
экспрессирующих АТМ белок в нормальном ко-
личестве. При этом отмечено, что причиной та-
кой низкой индукции АТМ в этих радиочувстви-
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тельных клетках является метилирование промо-
тора, а снятие этого метилирования приводит к
увеличению уровня АТМ протеина в клетках и
уменьшению их радиочувствительности [45]. Ги-
перметилирование других генов, например, гена
SOCS1 супрессора цитокинового сигналлинга-1 в
клетках глиобластомы или гена смерть-ассоции-
рованной протеинкиназы DAPK в клетках рака
шейки матки было ассоциировано с повышенной
радиорезистентностью опухолей [46, 47].

Широкогеномное изучение паттерна метили-
рования (ДНК-микрочип, Illumina 450 K) в клет-
ках опухолей головы и шеи (HNSCC) показало,
что по сравнению с радиочувствительными клет-
ками линии SCC-61, радиорезистентные клетки
rSCC-61 имеют сотни дифференциально метили-
рованных сайтов, которые являются, в основном,
гиперметилированными. Причем показано, что в
радиорезистентных клетках гиперметилированных
сайтов в 10 раз больше, чем гипометилированных.
Повышенный уровень фермента DNM3B, но не
DNMТ1 и DNM3А, обнаружен также в радиоре-
зистентных клетках. После объединения этих ре-
зультатов с таковыми по экспрессии генов выяв-
лено 84 дифференциально метилированных и
экспрессируемых локусов в этих двух клеточных
линиях (гены сигналинга, ассоциированного с
интегрин-связанными киназами ILK, глюкокор-
тикоидными рецепторами, гены, связанные с
окислением жирных кислот и регуляцией клеточ-
ного цикла). Например, ген белка CCND2, участву-
ющего в регуляции клеточного цикла, был репрес-
сирован в rSCC-61 клетках (в отличие от клеток
SCC-61), что ассоциировано с его гиперметилиро-
ванием в промоторном регионе. Кроме того, дан-
ные по гиперметилированию генома рассматри-
ваемой радиорезистентной линии опухолевых
клеток были подтверждены результатами анализа
эпигенетического статуса (Cancer Genome Atlas)
клеток опухолей, резецированных у HNSCC па-
циентов [48].

В другой работе, посвященной изучению эпи-
генетического контроля радиочувствительности
клеток немелкоклеточного рака легких (NSCLC),
выявлен 1091 дифференциально-метилирован-
ный локус (гены, вовлеченные в клеточную адге-
зию и коммуникации, сигнальную трансдукцию,
регуляцию транскрипции) при анализе (ДНК-
микрочип, Illumina 27 K) двух клеточных линий:
радиочувствительной H460 и радиорезистентной
H1299. Показано, что число гиперметилирован-
ных генов (n = 747) в H1299 клетках в 2 раза пре-
вышает таковой показатель в клетках H460 ли-
нии. Выявлено, что эпигенетический статус че-
тырех генов, который существенно различался
между клетками этих двух линий, что было под-
тверждено методом метил-специфической ПЦР,
сопряжен с экспрессией локусов и чувствитель-
ностью клеток к радиационному воздействию.

Так, гипометилированные гены SERPINB5 и
S100A6 (ингибиторы клеточной инвазии), актив-
но экспрессирующиеся в радиочувствительной
клеточной линии H460, были гиперметилирова-
ны и не транскрибировались в радиорезистент-
ных H1299 клетках. При этом снижение экспрес-
сии этих генов в экспериментах с малой интерфе-
рирующей РНК (siРНК, small interfering RNA)
приводило к радиорезистентности, т.е. возраста-
нию выживаемости клеток H460 после γ-воздей-
ствия в дозах 5–8 Гр. Напротив, гены CAT (анти-
оксидантный фермент – каталаза) и BNC1 (регу-
лятор транскрипции) были гипометилированы в
радиорезистентных клетках, а РНК-интерферен-
ция приводит к увеличению радиочувствительно-
сти [49].

При исследовании клеток плоскоклеточной
карциномы гортани (бисульфитное пиросекве-
нирование) показано, что радиорезистентная ли-
ния RR-Hep-2 характеризуется повышенным (по
сравнению с радиочувствительными клетками
Hep-2) уровенем метилирования пяти генов
(TOPO2A, PLXDC2, ETNK2, GFI1 и IL12B), кото-
рые были предварительно идентифицированы
как сопряженные с данным фенотипом по базе
маркерных экспрессирующихся последователь-
ностей (EST, expressed sequence tag). Уровни
ДНК-метилтрансфераз DNM3А и DNM3В были
также выше в RR-Hep-2 клетках по сравнению с
таковыми в Hep-2 клетках [50].

Показано, что общий уровень метилирования
ДНК (radiolabeled [3H] dCTP extension assay) в
доксорубицин-резистентных клетках аденокар-
циномы молочной железы (линия MCF-7/DOX)
существенно ниже, чем таковой в клетках MCF-7,
чувствительных к этому цитостатику. Различный
эпигенетический статус клеток этих линий был
сопряжен с дифференциальной клеточной чув-
ствительностью к воздействию рентгеновского
излучения в дозе 5 Гр. Так, облучение не приво-
дило к индукции апоптоза клеток MCF-7/DOX,
и, напротив, MCF-7 клетки были чувствительны
к радиационно-индуцированному апоптозу. Зна-
чительное увеличение уровня метилирования в
клетках (обе линии) являлось результатом их об-
работки (в течение 6 дней) S-аденозилметиони-
ном (SAM), являющимся донором метильных
групп. Последующее облучение не приводило к
изменению количества метилированных цито-
зинов в клетках, но при этом отмечены суще-
ственное возрастание радиочувствительности
MCF-7/DOX клеток и ее снижение в изначально
радиочувствительной MCF-7 линии. Авторы
предполагают, что последнее связано с метили-
рованием и последующим репрессированием не-
которых апоптотических генов [51].

Показано, что резистентность к цитостатикам
ассоциирована с повышенным уровнем детокси-
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фикации свободных радикалов системой глюта-
тиона, которая использует SAM как источник ме-
тильных групп для глютатион-S-трансфераз. Это
приводит к истощению SAM в клетках, вызывая
гипометилирование. Кроме того, известно, что
“отдав” метильную группу, SAM превращается в
SAH (S-аденозил-гомоцистеин), который обла-
дает ингибирующим действием на активность
ДНК-метилтрансфераз [52, 53].

Следует отметить, что гиперметилирование
некоторых генов сопряжено не только с чувстви-
тельностью опухолевых клеток к облучению in vi-
tro, но и имеет прогностическую значимость при
радио-/химиотерапии опухолей. Например, ги-
перметилирование гена MGMT в клетках резеци-
рованной глиобластомы сопряжено с эффектив-
ностью последующей радиотерапии и выживае-
мостью пациентов [54]. Эта эпигенетическая
модификация ассоциирована с высокой чувстви-
тельностью рассматриваемой опухоли к алкили-
рующему агенту кармустину, что ассоциировано с
ее регрессией и длительной ремиссией болезни [55].
Аналогичный результат получен и в другом иссле-
довании при анализе последствий лечения глиобла-
стомы облучением в сочетании с темозоломидом с
последующим адьювантным курсом этого препа-
рата [56]. И напротив, гипометилирование LINE-1
в клетках злокачественных опухолей ассоцииро-
вано, в большинстве случаев, с плохим прогнозом
заболевания, неэффективностью радио- и хи-
миотерапии, низкими показателями выживаемо-
сти пациентов [57].

В экспериментальных исследованиях in vitro
показано, что воздействие (в течение 18–48 ч пе-
ред облучением) таких ингибиторов метилирова-
ния ДНК как зебуларин, псаммаплин, 5-аза-2'-
дезоксицитидин (5-aza-dC) на раковые клетки
различных линий (панкреатическая карцинома,
MiaPaCa; глиобластома, U251; карцинома про-
статы, DU145; глиобластома, U373MG; карцинома
легких, A549; карцинома головы и шеи, HNSCC)
приводит к возрастанию их радиочувствительно-
сти за счет накопления нерепарированных повре-
ждений ДНК [58–60]. Наблюдаемый эффект по-
добен действию ингибиторов гистоновых деаце-
тилаз (MS-275, вальпроевая кислота, LBH589,
битурат), который наблюдался в экспериментах
по оценки чувствительности к облучению in vitro
опухолевых клеток различных линий и нормаль-
ных лимфоцитов человека при их предваритель-
ной обработке этими соединениями, приводя-
щей к гиперацетилированию гистонов и релакса-
ции хроматина [61–64].

В другой работе продемонстрировано, что вы-
званное 5-aza-dC повышение радиочувствитель-
ности клеток рака желудка (OCUM-2M, OCUM-12,
MKN-45 линии) связано с G2-M арестом, а также
апоптотической гибелью клеток, что сопровож-

далось повышенной экспрессией p53, RASSF1 и
DAPK семейства генов. Отсутствие рассматривае-
мого эффекта для клеток линий KATO-III и
MKN-74 было ассоциировано с наличием мута-
ции гена р53 [65]. Показано, что псаммаплин А
оказывает цитотаксическое действие на клетки
карциномы эндометрия через селективную ин-
дукцию апоптоз-связанных генов [66]. Проде-
монстрировано, что 5-aza-dC может индуциро-
вать G2-M арест и апоптоз в клетках остеосарко-
мы некоторых линий (SaOS2, HOS и U2OS) р53-
независимым способом [67], что наблюдалось и в
другом исследовании с децитабином [68]. Пока-
зано, что предобработка клеток назофарингеаль-
ной карциномы линий CNE2 и SUNE1 5-Aza за
24 ч до облучения (X-лучи, 2 Гр) приводит к суще-
ственному возрастанию их радиочувствительности
за счет повышения уровня апоптотической гибели
клеток, но не влияет на течение клеточного цикла и
репарацию двунитевых разрывов ДНК [69].

В то же время предобработка радиорезистент-
ных клеток карциномы головы и шеи rSCC-61 5-Aza
не приводила к повышению радиационно-инду-
цированной клеточной гибели и количеству по-
вреждений ДНК (фосфорилированные γ-H2AX
фокусы). Ранее эти же авторы показали повы-
шенную пролиферативную активность rSCC-61
клеток по сравнению с SCC-61 клетками и G2/M –
арест SCC-61 клеток в ответ на радиационное
воздействие [70, 71].

Таким образом, наличие эффекта повышения
радиочувствительности опухолевых клеток в экс-
перименте in vitro путем предварительной их об-
работки ингибиторами ДНК-метилтрансфераз, а
также механизм реализации этого феномена за-
висят от типа клеток, использованного деметили-
рующего соединения, его концентрации, схемы
эксперимента [69]. Хотя установлено, что, как
правило, радиорезистентный фенотип опухолевых
клеток ассоциирован с гиперметилированием про-
моторов множества генов (клеточного цикла и апо-
птоза, ингибиторов клеточной инвации и др.), ме-
ханизм этого феномена очень сложный и требуется
таргетное воздействие на метилирование, чтобы
увеличить повреждаемость опухолевых клеток,
приводящую их к гибели.

Радиационно-индуцированные изменения мети-
лирования ДНК в потомках облученных клеток.
Имеются работы, свидетельствующие об измене-
нии профиля метилирования в отдаленных по-
томках облученных клеток. Так, воздействие Х-лу-
чей (2 Гр) и ионов 56Fe (1 Гр) на гибридные GM10115
клетки приводило к индукции гипометилирова-
ния LINE-1 и Alu повторов (метод COBRA, Cоm-
bined Bisulfite Restriction Analysis) в их отдаленных
потомках (16–20-клеточная генерация). Что ка-
сается более низких доз облучения (Х-лучи 0.5 Гр
и 56Fe 0.1 Гр), только воздействие рентгеновского
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излучения в дозе 0.5 Гр приводило к значимому
эффекту гиперметилирования. Существенное
увеличение тотального уровня 5-метилцитозина
(метод MSAP, methylation sensitive amplified poly-
morphisms) выявлено только для Х-лучей в дозе
0.5 Гр, а его уменьшение – для 56Fe (1 Гр). При
всех вариантах эксперимента не выявлено изме-
нений в метилировании промоторов изученных
генов (NFkB, TSLC1, CDH1) (метод метилспеци-
фической ПЦР, бисульфитное пиросеквенирова-
ние) [72, 73]. В целом с этими данными согласуются
результаты, полученные в других исследованиях с
использованием других клеточных линий. Так, по-
казана индукция гипометилирования LINE-1 в от-
даленных потомках клеток колоректальной кар-
циномы человека RKO, подвергшихся воздей-
ствию Х-лучей в дозе 1 Гр. Однако такое же
воздействие приводило к гиперметилированию
этих элементов генома в первичных диплоидных
фибробластах кожи человека AGO1522D. Рассмат-
риваемых эпигенетических изменений Alu повто-
ров не выявлено. Однако воздействие протонов и
ионов 56Fe приводило к гипометилированию
LINE-1 и Alu в обеих клеточных линиях. Для
последних показано тотальное гиперметилирова-
ние при действии протонов и ионов, и гипомети-
лирование при действии Х-лучей [74]. Таким об-
разом, показана зависимость рассматриваемых
эпигенетических эффектов от типа радиации,
ЛПЭ излучения, типа клеток, тканей, времени,
прошедшем после облучения.

Показаны дисрегуляции в метилировании
ДНК в потомках 20-й клеточной генерации НРV-
G кератиноцитов человека, подвергшихся воз-
действию γ-излучения в дозах 0.1–1.0 Гр. Анало-
гичные нарушения выявлены в потомках клеток,
обработанных средой от облученных клеток
(5 Гр) и проявляющих “эффект свидетеля”. В ос-
новном преобладало гиперметилирование, в том
числе в последовательностях ретротранспозона и
сателлитной ДНК (MLT1A и SAT2). Эти эпигене-
тические нарушения сопровождались проявле-
ниями нестабильности генома: повышенные ча-
стоты аберрации хромосом, апоптотическая и ре-
продуктивная гибель клеток [75].

Как известно, метилирование ДНК является
необходимым условием нормального роста и
функционирования соматических клеток, a эмбрио-
нальные стволовые (ЭС) клетки являются удобной
моделью для изучения роли этого эпигенетического
процесса в механизмах таких эффектов радиации
как геномная нестабильность и эффект свидетеля.
DNMT1(–/–) или DNMT3A(–/–)DNMT3B(–/–)
ЭС клетки, накаутированные по генам метил-
трансфераз, не изменяли способность пролифе-
рировать, сохранять постоянный набор хромо-
сом, перицентромерные гетерохроматиновые до-

мены (метилирование лизина 9 гистона H3) и
свойства недифференцированных клеток [76].

Проведена серия экспериментов, доказываю-
щая роль метилирования ДНК и метилтрансфе-
раз DNMT1, DNMT3А (но не DNMT3В) в сохра-
нении “памяти” в потомках облученных ЭС кле-
ток о перенесенном воздействии γ-излучения
(60Со, 3 Гр, 73 сГр/мин) и в индукции нестабильно-
сти генома в клетках-соседях, культивированных в
одной среде с этими клетками. Так, не выявлено от-
личий в частотах сестринских хроматидных обме-
нов (СХО) в клетках, культивированных совместно
с потомками облученных и необлученных “нака-
утированных” DNMT1–/– (или DNM3A–/–) ЭС
клеток. При этом отмечено, что в отличие от не-
облученных нормальных ЭС клеток (WT-клетки),
клетки DNMT1–/– и DNM3A–/– индуцировали
СХО в их WT-клетках соседях, что указывает на
нестабильный фенотип клеток с “накаут” генами
метилтрансфераз и свидетельствует об опреде-
ленном пороге, выше которого не происходит ин-
дукции нестабильности генома под действием
радиации. Эксперименты с добавлением докси-
циклина, вызывающего временную супрессию
гена DNMT1, подтверждают роль метилтрансфе-
раз-опосредованных механизмов в сохранении и
передаче сигнала о нестабильности генома клет-
кам, соседствующем в культуре с потомками об-
лученных клеток [77].

Экспериментальные исследования ЭС клеток,
характеризующихся различным уровнем метили-
рования ДНК (результат наличия или отсутствия
ДНК-метилтрансфераз), показали, что их радио-
чувствительность (радиационно-индуцирован-
ная отсроченная геномная нестабильность) не
определяется только сниженным уровнем мети-
лирования генома, а зависит от присутствия в
клетке в активном состоянии определенных
ДНК-метилтрансфераз. Так, отсутствие DNMT1
(но не DNMT3А и DNMT3В) приводило к 10-
кратному увеличению de novo HPRT мутаций, но
этот уровень не изменялся при воздействии ради-
ации; напротив, в ЭС клетках дикого типа радиа-
ционно-индуцированная нестабильность генома
в отдаленных потомках облученных клеток имела
место. Такая парадоксальность результатов, по-
видимому, объясняется тем, что требуется специ-
фический паттерн метилирования и/или присут-
ствия метилтрансфераз, чтобы рассматриваемый
феномен имел место. Предполагается, что изме-
нения в активности DNMTs или паттерне мети-
лирования ДНК потенциально может изменять
секреторный профиль клетки (такие факторы как
TNFα, NO и TGFβ), что влияет на стабильность
генома [78]. Эта проблема является очень важной,
так как лежит в основе механизмов радиорезистент-
ности особой популяции опухолевых клеток, име-
ющих характеристики, аналогичные таковым ство-
ловых клеток (потенциал к самообновлению, спо-
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собность формировать опухоли, генетический и
эпигенетический код) [79, 80].

Экспериментальные исследования in vivo

Изменения тотального уровня метилирования
ДНК. Эксперименты, проведенные на клетках ти-
муса и ККМ аутбредных мышей Wister свидетель-
ствуют о динамическом характере гипо-/гипер-
метилирования синтезируемой ДНК в течение
первых 9 дней после облучения животных, и от-
носятся к концу 70-х годов прошлого века [81].
Позже было выявлено снижение уровня 5-метил-
цитозина (метод HPLC) в печени мышей
С57BL/6NJcI через 8 ч после воздействия (Х-лу-
чи, 4–7 Гр), а не сразу после экспозиции. Эффект
гипометилирования сохранялся в течение всего
эксперимента (8–72 ч) и не зависел от дозы. Ана-
логичные эффекты в клетках мозга и селезенки
отсутствовали [29].

Показано, что облучение мышей CBA/H (Х-
лучи, 3 Гр) приводило к снижению тотального
уровня 5-метилцитозина (на 8%, HPLC-метод) в
клетках ККМ животных, но не селезенки, через
4–14 дней после воздействия. Причем рассматри-
ваемый эффект не наблюдался у мышей линии
C57BL/6, являющихся резистентными к радиа-
ционно-индуцированной индукции острой мие-
лоидной лейкемии (ОМЛ) и хромосомной неста-
бильности. При этом степень гибели клеток в ги-
пометилированном костном мозге (больше 80%)
превышает таковую в селезенке (50%) и не разли-
чается у животных с рассматриваемыми геноти-
пами. Полученные данные свидетельствуют о
связи гипометилирования с повышенной радио-
чувствительностью генома клеток. Учитывая то,
что у животных обеих линий общая радиочув-
ствительность и кинетика восстановления ККМ
одинаковы, различия в индукции эпигенетиче-
ских модификаций в зависимости от генотипа
особи не могут объясняться исключительно осо-
бенностями пролиферативной активности кле-
ток [82].

У потомков облученных мышей-самцов
С57В1/6 и обоих облученных родителей (острое
воздействие, X-лучи, 2.5 Гр), наряду с повышенной
частотой разрывов ДНК в тимусе, наблюдались
существенные отклонения в эпигенетической ре-
гуляции: снижение глобального метилирования,
сопровождающееся пониженной экспрессией
ДНК-метилтрансфераз DNMT1 (восстановление
метилирования в дочерней нити ДНК после ре-
пликации), DNMT3A и DNMT3В (метилирова-
ние de novo), а также метил-CpG-связывающего
белка MeCP2 – фактора, регулирующего экс-
прессию генов и ремоделирование хроматина
[83]. Аналогичные изменения выявлены в тимусе
мышей, подвергшихся фракционированному
воздействию Х-лучей в дозе 0.5 Гр [84].

В клетках молочной железы крыс после остро-
го воздействия Х-лучей в дозе 5 Гр также наблю-
дались существенные изменения эпигенетиче-
ского статуса (глобальное гипометилирование,
сопровождающееся снижением экспрессии ДНК-
метилтрансфераз DNMT1, DNMT3A, DNMT3B и
белка MeCP2) наряду с повышением уровня бел-
ков внутриклеточных сигнальных систем (фос-
форилированные киназы p-ERK1/2 и p-AKT),
белков репарации (RAD51, KU70, POLB-фер-
мент) и контроля клеточного цикла (циклины D1,
D3 и PCNA). Через 6 ч после облучения отмечал-
ся повышенный уровень апоптоза, что сопровож-
далось незначительным повышением клеточной
пролиферации [85]. Авторы рассматривают полу-
ченные данные в контексте связи этих изменений
с механизмами канцерогенеза. Следует отметить,
что аналогичные эпигенетические нарушения
выявлены и в раковых клетках молочной железы
человека [86].

Острое и фракционированное воздействие ра-
диации (50 сГр за 10 дней, т.е. 5 сГр за день,
0.2 сГр/с) на мышей линии C57/B16 приводило к
значительному снижению метилирования ДНК в
клетках селезенки и печени у самок. Напротив, у
самцов выявлено глобальное гиперметилирова-
ние ДНК клеток селезенки и отсутствие каких-
либо эпигенетических изменений в клетках пече-
ни. Выявленное глобальное гипо- и гипермети-
лирование было сопряжено соответственно со
сниженной и повышенной экспрессией ДНК-
метилтрансфераз DNMT3А и DNMT3В. Измене-
ние активности DNMT1 наблюдалось только у
самок в клетках печени после хронического облу-
чения. Выявлена роль половых гормонов, в част-
ности эстрогенов, в индукции изменений в мети-
лировании ДНК [87]. Тканеспецифичный и зави-
сящий от пола облученной особи характер
изменений метилирования ДНК отмечен и в дру-
гих публикациях этих авторов [88, 89]. При этом
показано, что хроническое облучение в высоких
дозах (5 Гр) не приводит к изменению паттерна
метилирования ДНК [89].

Выявлено существенное снижение уровня
глобального метилирования (метод HPLC) в
клетках крови мышей BALB/c через 2 ч после их
фракционированного облучения (0.5 Гр, 10 дней,
Х-лучи) и отсутствие эффекта спустя 1 мес. после
радиационного воздействия [90].

Показано, что через 22 нед после перенесенно-
го мышами C57BL/6 воздействия ионов 56Fe в до-
зе 40 сГр уровень тотального метилирования
ДНК (метод ELISA) в клетках легкого существен-
но превышал аналогичный показатель в контро-
ле. При этом значимый эффект отсутствовал при
облучении в дозе 10 и 20 сГр [91].

В отдаленные периоды (1 нед, 1 мес.) после
воздействия на мышей CBA/CaJ ионов 48Ti (0.1–
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0.5 Гр, 0.01 Гр/мин, 1 GeV/n) выявлено зависимое
от дозы увеличение общего уровня метилирован-
ных цитозинов (ELISA метод) в клетках печени
животных. Через 6 мес. после радиационного воз-
действия значимое повышение рассматриваемо-
го эпигенетического показателя наблюдалось
только при облучении в дозе 0.5 Гр. Напротив,
уровень 5-гидроксиметилцитозина был снижен
во всех вариантах эксперимента и зависел от дозы
облучения. Выявленные изменения паттерна ме-
тилирования сопровождались выраженным хро-
ническим оксидативным стрессом (повышение
уровня малонового диальдегида) и воспалитель-
ным ответом (возрастание уровней активирован-
ного NF-kB, TNF-α, IL-1β, Il-6) [92].

Выявлен разнонаправленный характер изме-
нений общего уровня метилирования ДНК (ме-
тод ELISA) в гонадах самок и самцов крыс
Sprague-dawley, получавших от рождения до 9-ме-
сячного возраста питьевую воду, содержащую
природный уран UO2 (40 мг/л): гипометилирова-
ние ДНК клеток яичников (на 18% меньше, чем в
контроле) и гиперметилирование ДНК (на 17%
больше) клеток семенников. Аналогичные изме-
нения, но в большей степени, наблюдались в этих
же тканях в F1 и F2 поколениях животных, что
указывает на трансгенерационный характер эпи-
генетических нарушений. Выявлены также измене-
ния в экспрессии ДНК-метилтрансфераз (DNMT1,
DNMT3A, DNMT3B), что не всегда коррелиро-
вало с уровнем метилирования ДНК и указывает,
по мнению авторов, на посттранскрипционные
эффекты регуляции активности энзимов [93].

В костномозговых гемопоэтических клетках
(стволовых и клетках-предшественниках, HРSCs)
мышей C57BL/6J выявлен разнонаправленный
характер изменений паттерна метилирования в
ближайшие (4 нед) и отдаленные (22 нед) сроки
после воздействия на животных 56Fe (0.1, 0.2 и
0.4 Гр). Так, эпигенетический статус этих клеток
после облучения характеризовался отчетливой
тенденцией к повышенному тотальному уровню
5-метилцитозина (иммунофлюоресцентный ме-
тод). По прошествии 22 нед наблюдалось дозоза-
висимое уменьшение тотального уровня метили-
рования генома, значимое при дозе 0.4 Гр [94].

Изменения метилирования повторяющихся эле-
ментов ДНК. Не вывлено изменений уровней ме-
тилирования повторов (методы высокочувстви-
тельного плавления и пиросеквенирования)
LINE-1, SINE B1 и IAP в клетках периферической
крови мышей C57BL/6 спустя 85–420 дней после
воздействия на них Х-лучей в дозе 10 мГр по срав-
нению с таковыми показателями, зарегистриро-
ванными за 3 дня до облучения животных. Анало-
гичные результаты получены для клеток селезен-
ки и печени спустя 420 дней после воздействия
радиации, хотя, как известно, клетки этих орга-

нов обладают высокой радиочувствительностью
и выраженными возрастными изменениями со-
ответственно [95].

В то же время облучение мышей радиочув-
ствительных (BALB/c и CBA) и радиорезистент-
ной (C57BL/6) линий в дозе 1 Гр (X-лучи) приво-
дило к изменениям метилирования, зависящих от
генотипа организма, пола, исследованной ткани,
времени после облучения и типа изученного по-
втора (LINE-1, SINE B1 и IAP). Наиболее выра-
женный ответ наблюдался у самцов BALB/c и
CBA. Показано, что животные всех линий прояв-
ляли ранний ответ на облучение (через 1 день по-
сле воздействия), характеризующийся возраста-
нием уровня метилирования LINE-1 элемента.
Причем у мышей BALB/c эти эпигенетические
изменения сохранялись и через 6 дней после воз-
действия, а у радиорезистентных животных
C57BL/6 наблюдалась потеря метилирования че-
рез 14 дней после экспозиции [96].

Не выявлены изменения метилирования LINE
1 повторов (TF и A1 мономеры, бисульфитное пи-
росеквенирование) в легких и печени мышей
C3H/HeN через 1–120 сут после воздействия на
них 56Fe в дозах 10, 30 и 100 сГр по сравнению с
таковыми показателями у необлученных живот-
ных [96]. В то же время в уже упомянутой работе
[91] уровень метилирования LINE1 повтора (ме-
тилчувствительная McrBC-qPCR) в клетках лег-
кого у мышей через 22 нед после перенесенного
животными воздействия ионов 56Fe в дозе 40 сГр
существенно превышал аналогичный показатель
в контроле. При этом значимый эффект отсут-
ствовал при облучении в дозе 10 и 20 сГр. Заслу-
живает внимания факт, что при этом наблюда-
лась существенная потеря экспрессии LINE 1 и
SINE1 транспозонов, а также других повторов
(Charlie, минорные сателлиты), проявивших тен-
денцию к гиперметилированию.

Через 2 мес. после воздействия γ-радиации в до-
зах 0.1 и 1 Гр на мышей C57BL/6J и CBA/J наиболее
выраженный эффект индукции гипометилирова-
ния 5'-нетранслируемых регионов (5'-UTRs)
LINE-1 элементов наблюдался в гемопоэтических
стволовых клетках (HSCs) у радиочувствительных
CBA/J животных, склонных к канцерогенезу систе-
мы кроветворения. Эффект был более выражен
при облучении в большей дозе. В предшествен-
никах зрелых клеток крови (HРCs) наблюдались
разнонаправленные эффекты при воздействии
излучения в дозе 0.1 и 1 Гр: гиперметилирование
и гипометилирование соответственно. В моно-
нуклеарных клетках (MNCs) у этих же мышей вы-
явлено радиационно-индуцированное гиперме-
тилирование с наиболее выраженным эффектом
при воздействии в дозе 1 Гр. Таким образом, на-
правленность и выраженность радиационно-ин-
дуцированных изменений метилирования 5'-UTRs
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LINE-1 элементов зависела от генотипа особи,
вида анализируемых клеток, дозы облучения [97].

Выявлена индукция гипометилирования LINE-1
ORF1 (кодирует шаперон ORF1р) в клетках сердца
мышей C57BL/6J через неделю после воздействия
на животных излучений с высокой ЛПЭ: протонов
(0.1 Гр, 150 MeV, 0.53 ± 0.08 Гр/мин), тяжелых
ионов 56Fe (0.5 Гр, 600 MeV, 0.38 ± 0.06 Гр/мин).
Радиационно-индуцированные изменения мети-
лирования других исследованных повторов
(ERV1, ERV2, SINE B1, SINE B1, транспозоны
Charlie and Mariner, центромер-ассоциированная
сателлитная ДНК) не наблюдались. В то же время
на 90-й день после облучения выявлено гиперме-
тилирование нескольких изученных повторяю-
щихся последовательностей ДНК, индуцирован-
ное в результате воздействия этих плотноионизи-
роующих излучений: LINE-1 ORF1, ERV2, а для
SINE B1 и основных сателлитов этот эффект на-
блюдался только при воздействии тяжелых ионов
56Fe, но не протонов [98].

В костномозговых гемопоэтических клетках
(стволовых и клетках-предшественниках, HРSCs)
мышей C57BL/6J выявлен разнонаправленный
характер изменений паттерна метилирования
LINE1 и SINE B1 повторов (метилчувствительная
Real-time PCR) в ближайшие (4 нед) и отдален-
ные (22 нед) сроки после воздействия на живот-
ных 56Fe (0.1, 0.2 и 0.4 Гр): статистически значи-
мая зависимая от дозы индукция гиперметилиро-
вания и тенденция к их гипометилированию
соответственно. В то же время в более дифферен-
цированных мононуклеарных клетках (MNCs)
через 4 нед после облучения наблюдалось зависи-
мое от дозы гипометилирование LINE1 и SINE B1
(при облучении в дозе 0.4 Гр изменения были ста-
тистически значимые) [94]. Полученные результа-
ты демонстрируют разный ответ клеток гемопоэти-
ческой системы на облучение, что связано со степе-
нью их дифференцировки, сопряженной с разным
эпигенетическим статусом. Показано, что менее
дифференцированные HРSCs клетки имеют более
высокие уровни тотального метилирования гено-
ма (на 19% выше), метилирования LINE1 и SINE
B1 повторов (в 5–10 раз выше) и экспрессии
ДНК-метилтрансфераз (в 2.0–4.6 раза выше) по
сравнению с дифференцированными MNCs
клетками. Эти результаты согласуются с вывода-
ми, сделанными другими исследователями [99], в
том числе о том, что ответ клеток организма на
метил-дефицитную диету будет определяться пат-
терном метилирования [100].

Выявлена (бисульфитное пиросеквенирова-
ние) существенная индукция гипометилирова-
ния LINE-1 ORF1 в ткани легкого после воздей-
ствия протонов и последовательного действия
протонов (1-й день) + 56Fe (2-й день). В этой же
работе показано, что воздействие протонов

(0.1 Гр, 150 MeV/n), 56Fe (0.5 Гр, 600 MeV/n) или
протонов (1-й день) + 56Fe (2-й день) приводило
преимущественно к гиперметилированию 5'-UTRs
области LINE-1, имеющих больший эволюцион-
ный возраст, а паттерн метилирования “более мо-
лодых” повторов оставался неизменным спустя
4 нед после облучения [101]. Следует отметить,
что показана обратная связь между уровнем мети-
лирования и эволюционным возрастом LINE-1.
При этом в эксперименте in vitro с RAW264 мы-
шиными макрофагами воздействие деметилиру-
ющего агента 5-aza-dC приводило к значимому
снижению метилирования “более молодых” по-
второв, способных к реактивации и ретранспози-
ции. Кроме того, эксперименты in vivo с мышами,
находящимися на метионин-дефицитной диете,
свидетельствуют о существенной потере метили-
рования в пределах 5'-UTRs области только двух А-
типов LINE-1: L1MdA_I (0.21 Myr) и L1MdA_VI
(4.7 Myr) [101].

Локус-специфические изменения метилирования
ДНК. Показана реальность индукции гипермети-
лирования генов при воздействии на животных
как ионизирующих излучений с высокой ЛПЭ
(56Fe, 10–100 сГр), так и низкой ЛПЭ (Х-лучи,
50 сГр). Так, показано радиационно-индуцирован-
ное гиперметилирование 811 регионов генома (им-
мунопреципитация+ДНК-микрочип: MeDIP-on-
chip), определяющих все основные биологиче-
ские процессы, в клетках крови мышей BALB/c
через 2 ч после перенесенного хронического ра-
диационного воздействия (0.5 Гр, 10 дней, Х-лу-
чи). Для двух генов репарации и клеточного цик-
ла (Rad23b и Ddit3) проведено изучение (бисуль-
фитное секвенирование) и выявлено сохранение
аберрантного эпигенетического маркирования
через 1 мес. после облучения, что сопряжено со
сниженной экспрессией этих генов [90].

Выявлены изменения метилирования промо-
торов генов (бисульфитное пиросеквенирование)
в легких, но не в печени, у мышей C3H/HeN, под-
вергшихся воздействию 56Fe в дозах 10, 30 и
100 сГр. Показана зависимость наблюдаемых эф-
фектов от дозы облучения, причем в целом воз-
действие в более низких дозах ассоциировалось с
наибольшими эффектами. Так, в ближайшие
сроки после облучения (1-й день) выраженное
гиперметилирование наблюдалось для всех изу-
ченных генов (DAPK1, EVL, 14.3.3, p16, MGMT,
IGFBP3) только при воздействии в дозе 10 сГр.
Выраженность и направленность отдаленных
эпигенетических эффектов определялись време-
нем, прошедшим после облучения, дозой радиа-
ции, анализируемым локусом и имели цикличе-
ский характер. Так, на 7-й день после радиацион-
ного воздействия наблюдалось существенное
гипометилирование DAPK1 и 14.3.3 при облуче-
нии только в дозе 10 сГр, а для других генов ана-
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логичный эффект наблюдался при всех дозах. Че-
рез 30 и 120 дней после облучения для пяти изу-
ченных генов (DAPK1, EVL, 14.3.3, p16, MGMT)
отмечалась разнонаправленность в изменении
метилирования при облучении в дозах 10 и 30 сГр:
гиперметилирование через 30 дней после воздей-
ствия и гипометилирование через 4 мес. после об-
лучения. Эти эффекты не наблюдались при воз-
действии в дозе 100 сГр [96].

Результаты изучения локус-специфических
изменений метилирования (Mouse Lung Cancer
DNA Methylation PCR Array) в клетках легкого
мышей через 22 нед после перенесенного живот-
ными воздействия ионов 56Fe в дозе 10–40 сГр
свидетельствуют о наличии значимых эффектов
облучения преимущественно при самой низкой
дозе – 10 сГр: пять (Cadm1, Cdh13, Cdkn1c, Mthfr
and Sfrp1) из 22 исследованных генов, потенци-
ально ассоциированных с развитием рака легко-
го, были гиперметилированы, при том, что воз-
действие в более высоких дозах приводило к абер-
рантному метилированию только одного гена –
Cdkn1c [91].

Выявлены устойчивые изменения уровней (им-
мунопреципитация + секвенирование: MeDIP-Seq)
метилирования и гидроксиметилирования СрG-
сайтов в клетках левого желудочка сердца, а также
гиппокампа через 5 мес. после воздействия на
мышей протонов (1 Гр, 150 МeV). Выявленный
спектр СрG-динуклеотидов, характеризующихся
эпигенетическим ремоделированием, индуциро-
ванным в результате облучения, имел тканеспе-
цифичный характер и затрагивал гены, ответ-
ственные за развитие и дифференцировку клеток
сердца и сосудов (SRF, Nkx2-5, Miocardin и др.), а
также рост аксонов, дифференцировку нейронов,
нейрогенез, синаптическую передачу, G-протеи-
новый сигналинг [102]. В другом исследовании
этих же авторов выявлены изменения уровней
метилирования и гидроксиметилирования СрG-
сайтов генома в клетках гиппокампа мышей, под-
вергшихся воздействию 56Fe (600 МeV) в дозах 0.1
и 0.4 Гр (но не 0.2 Гр), регистрируемые через 2 нед
после облучения, что коррелировало с когнитив-
ными изменениями. При этом сохранность эпи-
генетического ремоделирования генома по про-
шествии 20 нед после воздействия отмечалась
только в отношении уровней 5-гидроксиметил-
цитозина и коррелировала с экспрессией генов
[103, 104].

Показано выраженное аномальное метилиро-
вание промотора гена опухолевого супрессора
p16/INKa при хроническом низкодозовом воз-
действии (50 сГр за 10 дней, 0.2 сГр/с, Х-лучи).
Отмечены тканеспецифичные и зависящие от по-
ла различия в метилировании. У самцов облучен-
ных мышей метилирование промотора гена
p16/INKa в клетках печени было более выражено,

чем у самок. Напротив, для клеток мышечной
ткани не выявлено различий по этому показателю
у особей разного пола. Не выявлено существен-
ных изменений после радиационного воздей-
ствия в метилировании промотора гена MGMT.
Авторы также заключают, что хроническое воз-
действие радиации в малых дозах является более
сильным индуктором эпигенетических эффек-
тов, а значит и дестабилизации генома, чем
острое облучение в той же дозе [88].

У мышей BALB/c уровень метилирования
восьми из 23 проанализированных сайтов СрG-
островка гена р16 (бисульфитное секвенирова-
ние) был существенно выше в радиационно-ин-
дуцированных тимических лимфомах, индуциро-
ванных облучением в дозе 1.75 Гр (4-MV линей-
ный ускоритель), чем в необлученных образцах
тимуса, что сопровождалось транскрипционной
инактивацией этого гена [105].

Показано, что внутриутробное облучение
(MicroCT scanner) мышей-самцов Avy агути (но не
самок) приводило к гиперметилированию IAP
промотора (часть инсерции IAP элемента в псев-
доэкзоне PS1A, расположенном перед промото-
ром дикого типа) в клетках хвоста и печени при
воздействии в дозах 0.7–3 сГр, но не 0.4 и 7.6 сГр,
что коррелировало с окраской шерсти – псевдо-
агути, характерной для животных, имеющих по-
ниженный риск развития ожирения, рака, инсу-
линовой резистентности. Таким образом, в дан-
ном случае радиационное воздействие приводило
к положительному адаптивному эффекту, индук-
ция которого зависела от дозы и пола особи [106].

Гиперметилирование промоторов генов p16/INK4A
и RASSF1, повышенная активность ДНК-метил-
трансфераз и модификации гистонов наблюда-
лись также в клетках кожи мышей, подвергшихся
воздействию УФ-В, а также в опухолях кожи, ин-
дуцированных этим излучением [107].

Выявлены нарушения импринтинга гена Н19 в
сперме мышей, подвергшихся хроническому воз-
действию рентгеновского излучения (1.3 Гр) на
постмейотической стадии сперматогенеза, и ана-
логичные изменения паттерна метилирования
контрольного региона импринтинга в печени по-
томков [108].

В целом отмечены тканеспецифичные, зави-
сящие от пола, анализируемого локуса, дозы и
мощности дозы, типа воздействующей радиации,
времени, прошедшем после облучения, различия
в выраженности индуцированного аберрантного
эпигенетического маркирования.

Радиационно-индуцированные изменения мети-
лирования ДНК как проявления “эффекта свидете-
ля”. Имеются данные, свидетельствующие о со-
пряженности эпигенетических нарушений с индук-
цией “эффекта свидетеля” на уровне организма
in vivo. Так, показано, что после локального воз-
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действия рентгеновского излучения на область
черепа крыс в дозе 20 Гр (терапевтическая доза
при лечении опухолей головного мозга) индуци-
руется “эффект свидетеля” в необлученной селе-
зенке (свинцовая защита) этих же животных, со-
пряженный с существенной дисрегуляцией эпи-
генетических механизмов, о чем свидетельствуют
изменения ряда показателей, выявляемые даже
через 7 мес. после облучения: глобальное ДНК
гипометилирование, изменения в метилирова-
нии LINE-1 повторов и области ретротранспозо-
нов, снижение экспрессии ДНК-метилтрансфе-
раз и метил-CpG-связывающего протеина MeCP2.
Кроме того, выявлены значительные изменения в
экспрессии miR-194, мишенью которых являются
как ДНК-метилтрансфераза DNMT3А, так и
MeCP2. Этими же авторами показана значимость
пола особи в индукции “байстендер эффектов”
(повреждения ДНК, изменения клеточной про-
лиферации и апоптоза, глобального метилирова-
ния ДНК) в необлученной селезенке у мышей,
подвергшихся радиационному воздействию на
область головы [109, 110].

Проведено моделирование “эффекта свидете-
ля” на лабораторных животных (мыши C57BL/6),
которые подверглись острому (0, 5 Гр) или фрак-
ционированному (0, 1 Гр/день, 5 дней) воздей-
ствию рентгеновских лучей, при этом рассматри-
вались два варианта эксперимента: облучение
всего тела и локальное облучение черепа. Полу-
ченные результаты свидетельствуют о том, что
как фракционированное, так и острое облучение
вызывают “эффект свидетеля” в необлученных
селезенке и коже, однако его эпигенетические
проявления (гипометилирование ДНК, сниже-
ние экспрессии метил-CpG-связывающего про-
теина MeCP2, изменение спектра микроРНК) в
коже и селезенке были различными. Так, только в
селезенке они наблюдались даже через 14 дней
после облучения [111].

Показано, что хотя через 4 дня после облуче-
ния у мышей только одной половины тела (Х-лу-
чи, 1 Гр, 2 сГр/с) в клетках облученной и необлу-
ченной кожи (свинцовая защита) уровень разрывов
ДНК достиг контрольного уровня, в “байстэндер”
клетках сохраняются изменения, характеризую-
щиеся дисрегуляторными процессами в метили-
ровании ДНК, а именно сверхэкспрессирована
ДНК-метилтрансфераза DNMT1, а уровни ме-
тил-CpG-связывающих протеинов MeCP2 и MBD2
значительно повышены, что не отмечено для об-
лученных клеток [112] .

В целом эпигенетические изменения, харак-
терные для “эффекта свидетеля”, зависят от ана-
лизируемого органа, мощности дозы, области те-
ла, подвергшейся облучению. Эта проблема явля-
ется крайне важной и должна учитываться при
разработке стратегии и тактики радиотерапии

злокачественных опухолей и последующих ле-
чебно-диагностических мероприятий с целью
минимизации риска развития побочных эффек-
тов в здоровых тканях организма.

РАДИАЦИОННО-ИНДУЦИРОВАННЫЕ 
ИЗМЕНЕНИЯ МЕТИЛИРОВАНИЯ 

ДНК У ЧЕЛОВЕКА
Изменения тотального уровня метилирования

ДНК. Имеется лишь одна работа, результаты ко-
торой свидетельствуют о тотальном гипометили-
ровании генома у рабочих атомной индустрии
(анализ с применением антител к 5-метилцитози-
ну), подвергшихся комбинированному воздей-
ствию излучений с высокой и низкой ЛПЭ. При
этом выявлена обратная корреляционная связь
между уровнем метилированных цитозинов и ча-
стотой аберраций хромосомного типа в группе
облученных лиц, а также дозой облучения, на-
копленной ими за последние 1.5 года, предше-
ствовавших взятию образцов крови. Кроме того,
отмечено, что у рабочих с суммарной накоплен-
ной дозой больше 103.14 мЗв уровень метилиро-
вания генома был существенно выше такового
при более низких уровнях облучения (менее
103.14 мЗв), что указывает на дифференциальный
характер ответа эпигенома на воздействие в низ-
ких и высоких дозах. По мнению авторов, возрас-
тание рассматриваемого эпигенетического пока-
зателя при увеличении дозы облучения имеет за-
щитный механизм [113]. В последующей работе
этого же коллектива авторов также показано сни-
жение общего уровня 5-метилцитозина (люмино-
метрический анализ метилирования, LUMA) в
лейкоцитах крови работников (промышленная
радиография), подвергшихся воздействию γ- и
рентгеновского излучений [114].

Изменения метилирования повторяющихся эле-
ментов ДНК. В уже упомянутой работе [113] пока-
зано, что средний уровень метилирования LINE-1
элемента выше в группе облученных работников,
чем у необлученных индивидов, но уменьшался с
ростом тотальной дозы облучения. Показана тен-
денция к прямой ассоциативной связи между
уровнями метилирования LINE 1 и частотой
аберраций хроматидного типа у рабочих атомной
промышленности. По мнению авторов, гетеро-
хроматизация хроматина приводит к замедлен-
ной кинетики репарации разрывов ДНК. Напро-
тив, в работе [114] выявлено LINE-1 гипометили-
рование (бисульфитное пиросеквенирование) у
специалистов по радиографии, подвергшихся
воздействию редкоионизирующей радиации на
производстве (Х-лучи, γ-лучи). При этом отмече-
на обратная корреляция между уровнем метили-
рования LINE-1 и частотой анеуплоидий по 1-й и
4-й хромосомам, а также между рассматривае-
мым эпигенетическим показателем и накоплен-
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ной дозой облучения, рассчитанной при исклю-
чении значений дозовых нагрузок за последние
3 года, предшествующие исследованию. По мне-
нию авторов, это свидетельствует о сопряженно-
сти снижения метилирования диспергированных
повторов с отсроченной индукцией нестабильно-
сти генома [114].

Локус-специфические изменения метилирования
ДНК. Имеются единичные работы, свидетель-
ствующие о гиперметилировании промоторов ге-
нов, выявленном в нормальных и опухолевых
клетках человека, подвергшегося внутреннему
облучению за счет поступления в организм радио-
нуклидов – источников α-излучения.

Так, результаты анализа ДНК, выделенной из
образцов слюны работников урановых рудников,
подвергшихся пролонгированному воздействию
α-излучения радона, свидетельствуют о дозоза-
висимом гиперметилировании генов p16/INK4A и
MGMT. Авторы отмечают, что MGMT локус имеет
большую склонность к рассматриваемой эпиге-
нетической модификации в результате перене-
сенного пролонгированного воздействия α-излу-
чения [115].

В другой работе показано, что частота гипер-
метилирования гена р16/INK4A в аденокарцино-
ме легкого у облученных работников ПО “Маяк”
существенно превышает таковой показатель в
аналогичных опухолях необлученных лиц. Выявле-
на зависимость метилирования локуса р16/INK4A в
клетках этой опухоли от суммарной накопленной
дозы α-излучения 239Рu. Причем не выявлено раз-
личий в гиперметилировании MGMT и DAP-K в
опухолях от облученных и необлученных лиц. Ги-
перметилирование гена RASSF1A преимуще-
ственно наблюдалось в опухолях, развившихся у
лиц контрольной группы [116]. Последующее ис-
следование образцов аденокарциномы легкого
облученных работников выявило также суще-
ственно повышенную частоту гиперметилирова-
ния гена GATA5 по сравнению с таковым показа-
телем в опухолях необлученных лиц. Причем ана-
лиз метилирования промоторов пяти генов
(р16/INK4A, GATA5, PAX5beta, MGMT и DAP-K)
показал, что гиперметилирование, по крайней мере,
одного гена наблюдалось в 93 и 66% аденокарци-
ном от облученных работников и необлученных
индивидов соответственно. Частота аденокарци-
ном, индуцированных у лиц, подвергшихся ради-
ационному воздействию, с метилированием трех
и более генов двукратно превышала этот показа-
тель в опухолях от необлученных индивидов [117].

На двух независимых выборках облученных
лиц (ликвидаторы аварии на ЧАЭС и работники
ПО “Маяк”) автором настоящей обзорной статьи
показана реальность гиперметилирования СpG-
островков промоторов некоторых генов (в част-
ности, p16/INKA и GSTP1), выявляемого в нор-

мальных лейкоцитах крови в отдаленный период
после радиационного воздействия (метилчув-
ствительная ПЦР) [118]. Дальнейшие обследова-
ния работников ПО “Маяк” с индивидуальными
рассчитанными накопленными дозами внешнего
воздействия γ-излучения или комбинированного
действия внешнего γ-/внутреннего α-излучений,
выполненные с расширением спектра анализиру-
емых локусов, выявили совокупность p16/INKA,
р53, GSTP1, SOD3, АТМ, ESR1 генов, гипермети-
лирование которых ассоциировано с радиацион-
ным воздействием. Показана зависимость доза–
эффект для выраженности рассматриваемых эпи-
генетических изменений [119–121].

Анализ сопряженности изменений паттерна
метилирования генов (ДНК-микрочип, Illumina
450 К) с проживанием в помещениях с повышен-
ной удельной активностью радона (>200 Бк/м3)
показал как гипометилирование, так и гиперме-
тилирование ряда CpG-сайтов, ассоциированное
с воздействием излучения, как у беременных ма-
терей, так и у их детей, обследованных с момента
рождения до 15 лет. Те или иные выявленные
эпигенетические изменения в локусах, потенци-
ально ассоциированные с аномалиями в амнио-
тической жидкости и врожденными уродствами
(PMM2), карциномой легких (HCG14), глиобла-
стомой и болезнью Альцгеймера (NDRG2), неф-
ротическим синдромом (SGPL1), наблюдались
только в определенные периоды онтогенеза [122].

МЕХАНИЗМЫ И ПОСЛЕДСТВИЯ 
РАДИАЦИОННО-ИНДУЦИРОВАННЫХ 

НАРУШЕНИЙ МЕТИЛИРОВАНИЯ
Хотя накопилось достаточно много феномено-

логических данных, механизмы радиационно-ин-
дуцированных изменений метилирования остаются
не выясненными. Что касается механизмов сниже-
ния тотального уровня метилирования генома,
некоторые исследователи это связывают с индук-
цией повреждений ДНК и последующей актива-
цией механизмов их репарации. ДНК-полимера-
зы, вовлеченные в репарацию и рекомбинацию,
используют для репарационного синтеза цито-
зин, а не метилцитозин [84, 89]. Во-вторых, есть
мнение, что радиационно-индуцированные по-
вреждения ДНК интерферируют со способно-
стью ДНК-метилтрансфераз метилировать ДНК.
По-видимому, этот механизм имеет место в пер-
вое время после облучения, когда проходят репа-
рационные процессы. Кроме того, речь должна
идти об активно пролиферирующих клетках [97].
В-третьих, снижение метилирования ДНК после
облучения может быть результатом уменьшения
экспрессии de novo ДНК-метилтрансфераз – ран-
ний ответ клетки на повреждение. Действитель-
но, в экспериментальных работах показана со-
пряженность гипометилирования ДНК и супрес-
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сии ДНК-метилтрансфераз DNMT3А и DNMT3В в
клетках тимуса, селезенки, печени животных, под-
вергшихся радиационному воздействию [84, 87].
Авторы также не исключают возможность повы-
шения экспрессии некоторых энзимов с ДНК-де-
метилирующей активностью. Кроме того, в ре-
зультате облучения возможно повышение экс-
прессии ряда микроРНК (например, miR-29,
miR-141, miR-152), мишенями которых являются
мРНК метилтрансфераз [123, 124]. Не исключено
индуцированное радиацией ингибирование син-
теза метионина и/или его трансформации в S-
аденозилметионин – донора метильных групп
[97]. Возможна и радиационно-индуцированная
стимуляция клеточной пролиферации при отсут-
ствии достаточного функционирования DNMT1,
обеспечивающего воспроизведение родительско-
го характера метилирования в дочерних цепях
ДНК [125].

Относительно механизмов индукции гиперме-
тилирования под действием радиации нельзя ис-
ключать, что активные формы кислорода приводят
к сверхрегуляции активности ДНК-метилтрансфе-
раз. Кроме того, индуцированные облучением раз-
рывы ДНК могут приводить к рекрутированию
ДНК-метилтрансфераз к специфическим сайтам
репарации ДНК, индуцируя метилирование
CpG-динуклеотидов, находящихся вблизи по-
вреждений ДНК [126, 127].

Так, показано, что O(6)meG – одно из повре-
ждений, индуцированное воздействием на ДНК
некоторых продуктов метаболизма и метилирую-
щих мутагенов окружающей среды, приводит к
изменению метилирования атома углерода (в пя-
том положении) в цитидиновом остатке CpG па-
ры путем изменения стабильности DNMT3A-CD
(комплекс: поврежденный ДНК-дуплекс и
DNMT3A-CD-каталитического домена метил-
трансферазы DNMT3A) [128]. С использованием
лазерной системы микрооблучения (с целью ин-
дукции повреждений генома в определенной об-
ласти ядра) и флюоресцентных антител к ДНК-
метилтрансферазам DNMT1, DNMT3A, DNMT3B1
и ядерному антигену пролиферирующих клеток
(PCNA) показана роль только DNMT1 в восста-
новлении эпигенетической информации, сопря-
женного с процессом репарации ДНК [129].

Интересен факт, что ДНК-метилтрансферазы
DNMT1 и DNMT3A, экспрессирующиеся в пост-
митотических нейронах, играют важную роль в
функционировании центральной нервной систе-
мы, а именно в процессах запоминания и обуче-
ния. Так, мыши, накаутированные по генам этих
двух ферментов, показали нарушение пластично-
сти синаптических структур в области гиппокам-
па, уменьшение размера нейронов, дисрегуля-
цию экспрессии генов MHC класса I и локуса
Stat1, резкое снижение метилирования ДНК, а в

конечном счете – нарушение процессов запоми-
нания и обучения [130]. Хотя, разумеется, функ-
ционирование нервных клеток имеет свои осо-
бенности: по-видимому, существует единый ме-
ханизм, посредством которого клетки сохраняют
и передают информацию в условиях воздействия
генотоксикантов и других стрессовых факторов.
Роль ДНК-метилтрансфераз в радиочувствитель-
ности и выраженности немишенных эффектов,
изученных на модели ЭС клеток, уже обсужда-
лась ранее [77].

Судя по всему, механизм радиационно-инду-
цированного изменения метилирования слож-
ный и может вовлекать многие пути. Так, в уже
упомянутой работе показано, что на 7-й день по-
сле воздействия на мышей C57BL/6J протонов
или ионов железа 56Fe в клетках сердца животных
экспрессия DNMT1 и DNMT3А, а также UHRF1,
вовлеченных в репарацию ДНК, была увеличена
[98]. Это может быть связано с ответом клетки на
индукцию повреждений ДНК [131]. Имеются экс-
периментальные доказательства других исследова-
телей, что сверхэкспрессия UHRF1 приводит к ин-
дукции гипометилирования [132]. Напротив, в бо-
лее отдаленные сроки после облучения (90-й день),
экспрессия ДНК-метилтрансфераз и белка MeСP2
существенно снижена, что, по мнению авторов,
может являться компенсаторным механизмом в
условиях индуцированного гиперметилирова-
ния. При этом синтез доноров метильных групп
(метионин, SAM) был существенно повышен на
90-й день после облучения и незначительно по-
нижен на 7-е сутки после воздействия радиации,
что может быть механизмом выявленных измене-
ний в паттерне метилирования. Кроме того, ги-
перметилирование генома в отдаленный срок со-
провождалось снижением экспрессии белка TET1,
вовлеченного в конверсию метилцитозина в 5-гид-
роксиметилцитозин [98].

Как уже отмечалось выше, очень часто о гло-
бальном уровне 5-метилцитозина судят по пока-
зателям метилирования диспергированных по-
второв. С одной стороны, метилирование повто-
ряющихся последовательностей ДНК, в первую
очередь, транспозонов и ретротранспозонов, яв-
ляется необходимым условием их “сайлейсинга”,
т.е. предотвращает реактивацию генной экспрес-
сии и развитие геномной нестабильности. Так,
показано, что кратковременное гипометилирова-
ние (96 ч после облучения: рентгеновское излуче-
ние, 0.1–2.5 Гр) промотора LINE-1 элемента при-
водило к долговременным эффектам (12–24 нед
после облучения) реактивации диспергированно-
го повтора: повышенным уровням экспрессии
LINE-1 ORF1 и трансляции 148-kDa LINE-1 про-
теина в клетках молочной железы крыс. Эти эпи-
генетические изменения сопровождались возрас-
танием количества c-MYC белка, что может яв-
ляться результатом инсерций LINE-1 копий в
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онкоген [133]. Сопряженность эпигенетических
изменений LINE-1 промотора (или выявленных
инсерций повтора в онкоген) с активацией онко-
генов c-MET и c-MYC наблюдалась и в более ран-
них работах других авторов в клетках злокаче-
ственных опухолей у пациентов с хроническим
миелолейкозом и раком молочной железы [134,
135]. Показано, что повышенная частота L1-ре-
тротранспозиций в облученных клетках является
эндонуклеаз-зависимой и пропорциональна ко-
личеству фосфорилированных H2AX фокусов, а
значит, сопряжена с индукцией двунитевых раз-
рывов ДНК в сайтах интеграции, что является од-
ним из механизмов нестабильности генома при
активации LINE-1 [136]. Показано, что инсерция
L1 в интрон гена может приводить к подавлению
экспрессии локусов. По сути, гипометилирован-
ный интрогенный L1 является siРНК опосредо-
ванным цис-регуляторным элементом, который
может репрессировать гены посредством образо-
вания многокомпонентного нуклеопротеидного
комплекса RISC (RNA-induced silencing complex),
обеспечивающего сайленсинг генов по механиз-
му РНК-интерференции, и в состав которого вхо-
дит белок семейства Argonaute – Ago2. Это один
из механизмов подавления экспрессии генов-он-
косупрессоров в клетках раковых опухолей [137].

С другой стороны, в последние годы установ-
лено, что многие нкРНК (например, днРНК,
микроРНК) состоят из последовательностей по-
вторяющихся элементов генома, в частности,
транспозонов [138, 139]. Поэтому возможна боль-
шая роль повторов в регуляции альтернативного
процессинга мРНК и генерации регуляторных
РНК. Нарушения в экспрессии генов могут быть
вызваны изменениями в структуре хроматина в
гиперметилированных транспозонах, что обеспе-
чивает транскрипционные преграды для близле-
жащих энхансеров и сайленсеров. В таком случае
гиперметилирование повторов может также
иметь решающее значение в развитии опухоле-
вых и других патологий.

В то же время повышение тотального уровня
метилирования генома в результате хронического
воздействия радиации в малых дозах выявлено не
только в исследованиях in vivo [140–142], но и in
vitro [143]. Показано, что индукция гиперметили-
рования генома, индуцированная пролонгиро-
ванным облучением в малых дозах, играет суще-
ственную роль в адаптивном ответе. Так, обработка
В-лимфобластных клеток линии HMy2.CIR 5-aza-dC
приводила к отмене адаптивного ответа в экспе-
рименте с адаптирующим низкоинтенсивным
пролонгированным (4 нед, воздействие 3 раза в
неделю, 0.78 Гр/мин) действием γ-излучения в
суммарной дозе 0.032 Гр и последующим повре-
ждающим воздействием (2 Гр). По мнению авто-
ров, глобальное гиперметилирование генома яв-
ляется защитной реакцией, направленной на со-

хранение его стабильности. Эта эпигенетическая
модификация приводит к формированию кон-
денсированного гетехроматина, более резистент-
ного к индукции повреждений ДНК под действи-
ем радиации [143].

Показано, что радиационно-индуцированные
изменения метилирования не всегда сопровожда-
ются отрицательной ассоциативной связью с
транскрипционной активностью соответствую-
щих генов или повторов и положительной корре-
ляцией с экспрессией ДНК-метилтрансфераз [91,
94, 96–98, 101]. Это является доказательством то-
го, что регуляция экспрессии определяется не
только метилированием ДНК, но и другими ме-
ханизмами, в частности, модификацией гисто-
нов. Например, радиационно-индуцированное
повышение экспрессии LINE-1 ORF1 и ORF2
было обусловлено не снижением их метилирова-
ния, а модификацией гистонов, а именно, поте-
рей диметилирования гистоном Н3К9 и увеличе-
нием триметилирования Н3К4 в 5'-UTRs регионе
LINE-1 [101].

Возможно, что индукция двунитевых разры-
вов, оксидативных повреждений ДНК приводит
к рекрутированию ДНК-метилтрансфераз (на-
пример, с участием белков репарации неспарен-
ных нуклеотидов MSH2-MSH6) и других моди-
фикаторов гистонов, таких как белки группы
polycomb (ингибиторные комплексы 1 и 2: PRC1
и PRC2), метилтрансфераза EZH2, сиртуины
(например, SIRT1 катализирует деацетилирова-
ние остатков лизина в гистонах), что должно опо-
средовать временную локальную репрессию хро-
матина, препятствующую транскрипции. Репара-
ция повреждений ДНК – это динамический
процесс, который требует как открытого, так и
конденсированного хроматина, а значит сопря-
жен с процессами ацетилирования и деацетили-
рования гистонов. В свою очередь, последние мо-
гут быть высокоспецифичны в отношении рас-
стояния от сайта повреждения: ацетилирование
имеет место в непосредственной близости от раз-
рыва, а обратный процесс – на расстоянии не-
скольких нуклеосом от него. Кроме того, не ис-
ключена зависимость хронологии этих процессов
от времени, прошедшего после индукции повре-
ждения ДНК: ацетилирование гистонов происхо-
дит вслед за возникновением этого повреждения,
а деацетилирование – после окончания восста-
новления генетической структуры [144–147]. По-
этому ошибки этих процессов, отсутствие их
своевременной остановки и нарушения скоорди-
нированности, что, по-видимому, имеет место
при хроническом действии генотоксических фак-
торов, приводят к эпигенетическим модифика-
циям, которые могут сохраняться длительное
время в последующих клеточных делениях (на-
пример, гиперацетилированный H4K16, H3K9me2
и me3, and H3K27me3). Показано, что такие
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плотноионизирующие излучения как ионы угле-
рода 14С вызывают труднорепарируемые кластер-
ные повреждения вдоль трека частиц, локализо-
ванные в гетерохроматиновых регионах [148].

Экспериментально показано, что независи-
мые от репликации эндогенные двунитевые раз-
рывы ДНК (RIND-EDSBs) сохраняются преиму-
щественно в метилированных участках генома в
неацетилированном хроматине, поскольку суще-
ствует временная задержка между индукцией
этих повреждений и репарацией. Быстрый ответ
клетки на индукцию повреждений ДНК (γ-H2AX) в
этом случае блокируется компактной структурой
хроматина, которая потом позволяет восстано-
виться EDSBs путем негомологичной рекомбина-
ции, осуществляемой более точным АТМ-зави-
симым способом. Деметилирование ДНК сопря-
жено с эухроматизацией хроматина, а разрывы,
возникшие в таких регионах, будут восстанавли-
ваться Ku-опосредованной NHEJ, в наибольшей
степени склонной к ошибкам, что приводит к на-
растанию нестабильности этих регионов генома
[149, 150].

ВОЗРАСТ-АССОЦИИРОВАННЫЕ 
ИЗМЕНЕНИЯ ЭПИГЕНОМА

Представленные выше данные свидетельству-
ют о разнообразии спектра радиационно-инду-
цированных нарушений метилирования ДНК.
Учитывая классический постулат о преждевре-
менном старении облученного организма, в по-
следнем разделе обзора считаем целесообразным
кратко изложить все возраст-ассоциированные
изменения эпигенома, касающиеся как метили-
рования ДНК, так и взаимосвязанных с ним про-
цессов модификации гистонов:

1. Снижение тотального уровня гетерохрома-
тина, сопровождаемое снижением уровней гете-
рохроматинового протеина HP1 и триметилиро-
ванного гистона Н3К9 (Н3К9me3), а также изме-
нениями в ламине А1 [151].

2. Формирование гетерохроматиновых фоку-
сов, ассоциированных со старением (SAHFs), в
прежде эухроматиновых регионах, что запускает-
ся триметилированием Н3К9, связыванием про-
теина HP1 и включением macroH2A-альтерна-
тивного вариантного гистона, заменяющего ка-
нонический H2A, а также HMGA (негистоновый
белок хроматина с высокой электрофоретиче-
ской подвижностью группы А). Этот нестохасти-
ческий процесс “перераспределения” хроматина
вовлекает множество гетерохроматиновых проте-
инов, включая гистоновые шапероны [151].

3. АТФ-зависимое ремоделирование структу-
ры хроматина, сопряженное с изменением ДНК-
гистоновых контактов и являющееся результатом
действия ряда механизмов. Во-первых, это

уменьшение количества канонических коровых
гистонов (потеря трансляции и нарушения в экс-
прессии генов как результат модификации гисто-
нов в гистон-кодирующих генах) и их замена ва-
риантными, например, Н3.3, Н3.3сs1, а также
macroH2A, способного запускать cекреторный
фенотип, ассоциированный со старением (SASP,
senescence associated secretory phenotype). Во-вто-
рых, имеет место сборка нуклеосом в состав хро-
матина или их удаление, а также измененение по-
зиции этих единиц хроматина по отношению к
последовательности ДНК. Хроматин-ремодели-
рующие комплексы работают в комбинации с
другими протеинами, такими как гистон-моди-
фицирующие энзимы (метилтрансферазы, аце-
тилазы, деацетилазы и др.) [151].

4. Посттрансляционные модификации опре-
деленных аминокислотных остатков гистонов на
N-терминальном конце (ацетилирование, метили-
рование, фосфорилирование, убиквитинирование,
рибозилирование и др.). Показано, что в целом с
возрастом повышается уровень эпигенетических
маркеров, сопряженных с активной транскрипци-
ей: триметилирование Н3К4 (Н3К4me3) и ацети-
лирование Н4К16 (Н4К16ас). Количество моди-
фицированных гистонов, ассоциированных с
транскрипционным сайленсингом и формирова-
нием гетерохроматина (Н3К9me3, Н3К27me3,
Н4К20me2 и Н3К56ас), наоборот, падает. Однако
имеет место и перераспределение рассматривае-
мых эпигенетических модификаций в пределах
генома [151].

5. Релокализация хроматин-модифицирую-
щих факторов, что лежит в основе одной из кон-
цепций эпигенетического старения и связано с
механизмами ответа клетки на повреждение
ДНК. Индукция последнего приводит к переме-
щению рассматриваемых факторов (например,
сиртуины SIRT1 и SIRT6, гистоновая деацетилаза
HDAC1) от регулируемых ими канонических ло-
кусов в область этого повреждения для участия в
репарации ДНК. С возрастом происходит накоп-
ление ошибок восстановления исходного распо-
ложения модификаторов хроматина, приводя к
аберрантной экспрессии диспергированных по-
второв и ряда молчащих генов [151].

6. Изменения экспрессии нкРНК (например,
Н19, miR-34 и др.) [151].

7. Повышение транскрипции транспозонов
(LINE-1, Alu, сателлитные повторы), что связано
с возраст-ассоциированным снижением гетеро-
хроматизации и метилирования ДНК, а также с
релокализацией (к сайтам нестабильности ДНК)
SIRT1 деацетилазы (репрессора транспозонов) и
истощением SIRT6 в течение старения. Считает-
ся, что экспрессия рассматриваемых повторов
может вносить вклад в воспалительный SASP от-
вет [152].
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8. Изменение локализации и экспрессии мно-
жества транскрипционных факторов, таких как
ключевой страж стабильности генома р53, CTCF,
имеющий домен цинковых пальцев, нейрорези-
стентный фактор REST, ингибирующий связыва-
ние Polycomb – репрессирующих комплексов
PRC1 и PRC2 с участками вблизи промотора,
HSF1 (фактор теплового шока 1), являющийся
регулятором экспрессии гена Hsp70. Кроме того,
FOXO (контроль стресс-ответа, метаболизма,
нейрональных функций) связывается с активным
хроматином в энхансерных регионах и может
действовать как фактор, инициирующий распа-
ковку компактного хроматина; его активность ре-
гулируется АМР-активированной протеинкина-
зой и IGF1 (инсулин-зависимый фактор роста)
ассоциированными путями, а также оксидатив-
ным стрессом. Другой фактор транскрипции
NRF2 модулирует экспрессии генов защитных
систем клетки, активируется активными форма-
ми кислорода, метаболическими изменениями
(меняется активность mTOR и IGF1) и действует
путем рекрутирования хроматин-ремоделирую-
щих факторов, таких как нуклеосом-ремоделиру-
ющий комплекс BRG2, чтобы активировать ген
стресс-ответа. Показано, что все упомянутые
факторы сопряжены с продолжительностью жиз-
ни и старением индивидов [153–159].

9. Тотальное гипометилирование генома и ги-
перметилирование промоторов генов. Полагает-
ся, что возраст-ассоциированные изменения в
транскрипционных факторах и гистон-модифи-
цирующих энзимах влияют на метилирование
ДНК и наоборот. В течение старения метилиро-
вание генов-мишений белков группы Рolycomb
(PсGTs) изменяется, что является возможным
объяснением изменения с возрастом триметили-
рования Н3К27 [11, 12, 160–162]. Повышение ме-
тилирования ДНК имеет место в регионах с
Н3К27me3, а понижение – ассоциировано с та-
кими активными гистоновыми метками хромати-
на, как ацетилирование H3K9 (H3K9ac), H3K27
(H3K27ac) и метилирование H3K4 (Н3К4me1,
Н3К4me2, Н3К4me3) [163, 164].

Представляется, что возраст-ассоциирован-
ные изменения эпигенома – это, с одной сторо-
ны, результат реализации “закодированной”
программы онтогенетического развития и есте-
ственного старения, механизмы которой непо-
нятны. Так, нельзя утверждать, что CpG-часы
связаны с митотическим возрастом. Несмотря на
то, что темпы нарастания изменений метилиро-
вания максимальны во время наибольшей проли-
феративной активности клеток организма, и эпи-
генетический возраст (DNAm) коррелирует с
порядковым номером клеточного деления в куль-
туре, он “отслеживает” также календарный воз-
раст в непролиферативных тканях. С другой сто-
роны, DNAm не является маркером клеточного

старения, так как этот показатель существенно
коррелирует с хронологическим возрастом им-
мортализованных клеток (например, В-клетки,
трансформированные вирусом Эпштейна–Барр)
и номером пассажа культуры бессмертных ЭС
клеток. По мнению автора, DNAm – некая куму-
лятивная работа, сделанная определенного рода
эпигенетической системой сохранности, направ-
ленная на стабилизацию генома/эпигенома [11].
В этом плане заслуживает также внимания сле-
дующий факт. Широкогеномное исследование
метилома с последующим анализом выживаемо-
сти с использованием модели Кокса выявило
2552 CpG- сайта, сопряженных с риском смерти
(1403 и 1149 сайтов показали положительную и
отрицательную корреляцию соответственно).
Однако из них меньше 30% CpG проявили связь
метилирования с возрастом. Причем для боль-
шинства этих сайтов (более чем 90%) показан
разнонаправленный характер ассоциаций мети-
лирования с возрастом и со смертностью. Таким
образом, получается, что такие возраст-ассоции-
рованные эпигенетические модификации отра-
жают ход “здорового” старения и носят “полез-
ный” характер для выживаемости индивида.
CpG-динуклеотиды, метилирование которых со-
пряжено с повышенным риском смерти, в боль-
шей степени расположены в “теле” гена и меж-
генных промежутках, а с пониженным риском – в
генных промоторах [165]. Тем не менее в геноме
присутствуют десятки CpG-сайтов (а именно, 53 из
2552 CpG), метилирование которых имеет одно-
направленный характер корреляций с возрастом
и смертностью. Высокая точность оценки биоло-
гического возраста индивида, на основе “CpG-
часов”, и его повышение по сравнению с кален-
дарным, отмечены при различных соматических
заболеваниях (злокачественные новообразова-
ния, инсульты, гипертензия и др.), что подробно
обсуждалось в наших предыдущих публикациях
[11–15].

С другой стороны, изменения эпигенома, ас-
социированные с возрастом, – это результат на-
копления “стохастических” событий – эпигене-
тических модификаций, сопряженных с ошибка-
ми воспроизведения паттерна метилирования в
митотических потомках клеток, активацией кле-
точных программ и индукцией повреждений ДНК
в результате действия эндо-/экзогенных стрессо-
вых факторов, в том числе генотоксикантов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В исследованиях с использованием культур

клеток и лабораторных животных выявлен широ-
кий спектр нарушений метилирования ДНК, ин-
дуцированных ионизирующими излучениями
как с высокой, так и низкой ЛПЭ (тотальное ги-
по-/гиперметилирование, гипо-/гиперметилиро-
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вание повторяющихся элементов генома, локус-
специфическое гипо-/гиперметилирование). Они
наблюдаются не только сразу после облучения,
но и могут сохраняться на протяжении длитель-
ного периода времени. На рис. 1 подытожены
имеющиеся сведения о последствиях этих эпиге-
нетических модификаций для функционирова-
ния клеточного генома. Результаты единичных
работ указывают на то, что выраженность и на-
правленность изменений паттерна метилирова-
ния, как повторов, так и генов, зависят от струк-
турной области, к которой относятся изученные
CpG-сайты (CpG-островок промотора или
транскрибируемая часть гена, LINE-1 ORF1 или
LINE-1 5'-UTRs, эволюционный возраст повто-
ра). К сожалению, в большинстве работ в этом ас-
пекте полученные данные не анализируются.
В ряде исследований выявлены зависимости до-
за–эффект и мощность дозы–эффект для уровня
нарушений в паттерне метилирования ДНК. По-
казана сопряженность индуцированных измене-
ний в метилировании ДНК с проявлениями таких
немишенных эффектов радиации, как геномная
нестабильность и “эффект свидетеля”; это на-
правление исследований является крайне важ-

ным в аспекте радиотерапии злокачественных
новообразований. На данный момент получено
достаточно много данных в области молекуляр-
ной онкологии, касающихся связи радиочувстви-
тельности опухолевых клеток с их эпигенетиче-
ским статусом. Хотя установлено, что радиорези-
стентный фенотип таких клеток ассоциирован с
гиперметилированием промоторов множества ге-
нов, механизм этого феномена очень сложный и
требуется таргетное воздействие на метилирова-
ние.

На настоящий момент имеются единичные
исследования, свидетельствующие о реальности
дозозависимой индукции и сохранении в течение
длительного времени тех или иных эпигенетиче-
ских модификаций в лейкоцитах крови облучен-
ного человека. Так как старение, последствия ра-
диационного воздействия и возраст-ассоцииро-
ванные заболевания сопровождаются общими
эпигенетическими нарушениями, рассматривае-
мая проблема является одной из наиболее важ-
ных в области молекулярной радиобиологии и ге-
ронтологии человека.

Рис. 1. Радиационно-индуцированные изменения метилирования ДНК и структурно-функциональная дестабилиза-
ция генома клеток.
Fig. 1. Radiation-induced changes in DNA methylation and structural/functional destabilization of the cell genome.
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Radiation-induced DNA Methylation Changes: in vitro and in vivo Studies
N. S. Kuzmina#

N.I. Vavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
#E-mail: nin-kuzmin@yandex.ru

The phenomenological aspects and mechanisms of DNA methylation disorders (changes in the total level of
DNA methylation and in repetitive elements methylation, locus-specific methylation disorders, loss of im-
printing) induced by radiation in experimental studies in vitro and in vivo, as well as in the human body are
considered. The results of evaluation of relationship between the radiosensitivity of tumor cells and their epi-
genetic status are demonstrated. Although it has been established that the radioresistant phenotype of such
cells is associated with hypermethylation of promotors of multiple genes, the mechanism of this phenomenon
is very complex and a targeted impact on methylation to increase the level of damages in tumor cells leading
to their death is required. The association of induced changes in DNA methylation with manifestations of
such untargeted radiation effects as genomic instability and the “bystander” effect was revealed. The potential
significance of the study of changes in DNA methylation in irradiated subjects in order to identify individuals
with premature aging and an increased risk of age-associated pathology is discussed.

Keywords: radiation, in vitro and in vivo studies, DNA hyper-/hypomethylation, CpG-island, premature
aging
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