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Несмотря на то, что продукты окисления нуклеотидов и нуклеозидов являются мар-
кёрами окислительного стресса, всё чаще стали появляться сообщения, свидетельствую-
щие о парадоксальной способности этих соединений защищать клетки от повреждаю-
щего воздействия активных форм кислорода. Среди всех азотистых оснований наиболее 
восприимчив к влиянию окислительного стресса гуанин, поэтому чаще остальных окис-
ляются гуанозины. В настоящей работе исследовано влияние экзогенного 8-оксо-2'-
дезоксигуанозина на кинетику роста и “стационарного старения” (накопление “возраст-
ных” изменений клеток при замедлении скорости размножения в пределах одного 
пассажа и дальнейшем их пребывании в стационарной фазе роста) непересеваемой куль-
туры трансформированных клеток китайского хомячка. Показано, что нуклеозид быстро 
поглощается клетками из среды, однако он никак не влияет на кинетику роста культуры 
и ухудшает жизнеспособность клеток, находящихся в поздней стационарной фазе. Таким 
образом, не было обнаружено митогенного или геропротекторного эффекта 8-оксо-2'-
дезоксигуанозина.
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ДНК клеток подвержена постоянному влия-
нию повреждающих её эндогенных и экзогенных 
факторов. Возникающие ошибки устраняет система 
репарации, но и её возможности не безграничны. 
Клетки с терминальными повреждениями в ДНК, 
как правило, погибают или теряют способность к де-
лению. Для активно пролиферирующей культуры 
появление подобных клеток не так критично, потому 
что они могут быть “разбавлены” потомством дру-
гих клеток [1, 2]. Если же повреждения возникают 
в клетках, которые по тем или иным причинам не 
могут поделиться, то остаётся надеяться только на 
систему репарации ДНК [3, 4]. Опасна и ситуация, 
когда возникшие в ДНК повреждения приводят к по-
явлению мутаций, которые не мешают клетке раз-
множаться и копировать ошибку. Подобные сбои 
могут привести к развитию опухоли [5–7].

Наиболее хорошо изучено влияние на ДНК 
окислительного стресса. Внутриклеточными повреж-
дающими факторами являются активные формы 
кислорода (перекись водорода, супероксид-ради-
кал, гидроксильный радикал), возникающие при 
поглощении электронов утечки молекулами кис-
лорода [8–10], и так называемые активные формы 
азота (пероксинитрит, азотистый ангидрид) [6]. 
Среди пуринов и пиримидинов нуклеиновых кис-
лот гуанин наиболее восприимчив к воздействию 
активных форм кислорода, так как он имеет самый 
низкий окислительно-восстановительный потен-
циал [7, 11, 12]. Именно по этой причине основ-
ными маркёрами окислительного стресса являются 

продукты окисления гуанина – 8-оксо-7,8-дигидро-
дезоксигуанозинтрифосфат, 7,8-дигидро-8-оксо-
2'-дезоксигуанозин и др. Всего насчитывается более 
100 продуктов окисления азотистых оснований [13]. 
По подсчётам Парк и соавт. в клетках крысы за день 
возникает и устраняется системой репарации в сред-
нем около 105 окисленных гуанинов в ДНК [14]. 
Подвержены окислению и нуклеозиды РНК [15–17], 
а также свободные нуклеотиды [6, 18]. 8-Оксогуа-
нозин является одной из самых опасных форм 
среди окисленных нуклеозидов, так как он может 
образовывать Хугстиновскую пару с аденозином 
[7, 11, 13]. Если подобную ошибку не устранить, 
может произойти замена пары Г:Ц на пару Т:А. 
Кроме того, если окисленный гуанозин при ре-
пликации встраивается в ДНК, может произойти 
двунитевой разрыв [5].

За устранение окисленных нуклеотидов, а также 
предотвращение их возникновения отвечает эксци-
зионная репарация оснований. В первую очередь 
её осуществляют ДНК-гликозилазы [19]. У бакте-
рий – это mutM (formamidopyrimidine-DNA glyco-
sylase, формамидопиримидин-ДНК-гликозилаза), 
mutT (8-oxo-dGTP diphosphatase, 8-оксо-дГТФ-
дифосфатаза) и mutY (adenine DNA glycosylase, 
адениновая ДНК-гликозилаза) [20, 21], а гомологи 
млекопитающих – MTH1 (mutT homolog 1, гомо-
лог mutT 1), OGG1 (8-oxoguanine-DNA glycosylase 
1, 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза 1) и MUTYH 
(mutY homolog, гомолог mutY) соответственно [7]. 
У дрожжей нет mutY и mutT [3], зато есть несколько 
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вариантов 8-оксогуанин-ДНК-гликозилазы [11]. 
MutM/OGG1 удаляет окисленный гуанозин (ОГ) 
из пары ОГ:Ц в ДНК. MutY/MUTYH удаляет из не-
правильной пары ОГ:А неприемлемое адениновое 
основание. MutT/MTH1 гидролизует 8-оксо-7,8-
дигидродезоксигуанозинтрифосфат, удаляя соеди-
нение из пула свободных нуклеотидов, и предот-
вращает его включение в ДНК. Показано, что 
мутации в генах, кодирующих эти ферменты, яв-
ляются причиной развития многих опухолевых за-
болеваний [7, 10, 22]. Так как из каждых 106 гуано-
зинов в ДНК окислено всего лишь несколько [7], 
их поиск значительно усложнён. Ряд авторов счи-
тают, что наличие определённого количества окис-
ленных нуклеозидов необходимо клетке, потому что 
окисленный гуанозин через активацию эксцизион-
ной репарации оснований может стимулировать 
транскрипцию, выполняя таким образом эпигене-
тическую регуляцию [12]. Также существует точка 
зрения, согласно которой некоторое базовое ко-
личество окисленных гуанозинов не удаляется из 
ДНК в связи с феноменом гормезисного эффекта 
[16]. Временное сохранение базового количества 
окигуанозинов может быть более выгодно, чем их 
восстановление. Значительный интерес представ-
ляет встраивание в ДНК окисленных нуклеозидов 
из свободного пула нуклеотидов [6, 8, 9, 18, 23]. 
К сожалению, некоторые ферменты могут способ-
ствовать накоплению ошибок, как, например, ДНК-
полимераза бактерий, которая иногда встраивает 
окисленный нуклеозид из пула свободных нуклео-
тидов в новосинтезируемую ДНК [18].

При хронологическом старении дрожжей и 
“стационарном” старении культивируемых клеток 
млекопитающих происходит ограничение пролифе-
рации вследствие контактного торможения, в резуль-
тате чего клетки не обновляются и в них происходят 
разного рода изменения, сходные с изменениями, 
характерными для стареющих многоклеточных орга-
низмов. Наиболее важные среди них – поврежде-
ния ДНК, так как любые другие макромолекулы и 
органеллы можно заменить [24–26]. Ранее было 
показано, что в условиях этой модельной системы 
в клетках возникают сшивки ДНК-белок [27] и 
однонитевые разрывы [28], происходит деметили-
рование ДНК [29] и ингибирование процесса 
поли(AДФ-рибозил)ирования белков хроматина [30], 
изменяется уровень спонтанных сестринских хро-
матидных обменов [31, 32]. В ДНК “стационарно 
стареющих” клеток в 4–5 раз увеличивается со-
держание 8-оксо-2’-дезоксигуанозина (8-oxo-dG) 
[33]. Интересно, что накопление 8-oxo-dG проис-
ходит и в клетках, претерпевающих старение по 
Хейфлику [34].

В последнее время появляется информация 
о том, что экзогенные окисленные нуклеозиды 
могут положительно влиять на жизнеспособность 
клеток и тканей. 8-Oxo-dG, например, может па-
радоксальным образом выступать в роли антиок-

сиданта и регулировать продукцию провоспали-
тельных цитокинов [35]. Предполагается, что его 
можно будет использовать при лечении и профи-
лактике заболеваний и нарушений, сопровождаю-
щихся окислительным стрессом и воспалением 
[36–38]. В настоящей работе было исследовано 
влияние экзогенного 8-oxo-dG на жизнеспособ-
ность, рост и гибель непересеваемой культуры транс-
формированных клеток китайского хомячка.

Материалы и методы

Эксперименты проводили на трансформиро-
ванных клетках китайского хомячка перевиваемой 
линии B11-dii-FAF28 (клон 237), полученной из 
ФГБНУ “Медико-генетический научный центр” 
(Москва). Клетки культивировали при 37°С в стек-
лянных флаконах Карреля, используя среду Игла 
в модификации Дульбекко (ФГБУ “НИИ вирусо-
логии им. Д.И. Ивановского” Минздрава России, 
Москва) с добавлением 5–10% сыворотки крови 
крупного рогатого скота (“PAA”, Австрия), пени-
циллина (100 ед/мл) и стрептомицина (100 мкг/мл). 
Поддерживая культуру, клетки пересевали в соот-
ношении 1:10–1:3 через каждые 3–4 сут. Снимали 
клетки с поверхности роста с помощью смеси (1:1) 
0,02%-го версена и 0,25%-го трипсина (ФГБУ 
“НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского” Мин-
здрава России, Москва). 8-Oxo-dG был синтези-
рован на кафедре биоорганической химии биоло-
гического факультета МГУ из 2'-дезоксигуанозина 
(Sigma, США), чистота синтезированного соеди-
нения подтверждена методами ядерного магнит-
ного резонанса, а также жидкостной хроматогра-
фии и тандемной масс-спектрометрии.

В предварительных исследованиях, направлен-
ных на определение цитотоксических и митогенных 
свойств 8-oxo-dG, клетки в “возрасте” 3–4 сут 
(т.е. выращиваемые без пересева в течение 3–4 сут) 
засевали в герметично закрывающиеся пеницилли-
новые флаконы с плотностью около 40 тыс. кле-
ток/см2. Через сутки добавляли во флаконы среду, 
содержащую 8-oxo-dG, конечные концентрации – 
от 10–6 М до 10–3 М. В контрольные флаконы до-
бавляли среду с соответствующим количеством 
дистиллированной воды качества Milli-Q. Флаконы 
помещали на 4 сут в термостат (37°С), после чего 
клетки снимали с поверхности роста смесью рас-
творов версена и трипсина, затем оценивали их ко-
личество с помощью счётных камер. Также опреде-
лили влияние 8-oxo-dG в самой низкой и в самой 
высокой концентрации в длительном эксперимен-
те, когда клетки не пересевали в течение 19-и сут 
(при этом окисленный нуклеозид также добавля-
ли через 24 ч после посева). 

Для оценки влияния 8-oxo-dG на кинетику 
роста клеток и их последующую гибель в стацио-
нарной фазе 3-суточные клетки засевали в пеницил-
линовые флаконы с плотностью 40 тыс. клеток/см2. 
На следующие сутки подсчитывали количество 
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прикрепившихся клеток и добавляли во флаконы 
среду, содержащую 8-oxo-dG (конечная концентра-
ция – 10–3 М), во флаконы контрольной группы – 
среду с соответствующим объёмом воды. Через опре-
делённые промежутки времени снимали клетки 
с поверхности роста смесью растворов версена и 
трипсина, затем оценивали их количество с помо-
щью счётных камер (3 флакона на точку, 4 камеры на 
флакон). Эксперимент был сделан в двух повторах.

Для определения динамики поглощения 
8-oxo-dG клетки выращивали в течение 5 сут до 
состояния сомкнутого монослоя, затем добавляли 
раствор окисленного нуклеозида до конечной кон-
центрации 10–3 М и через определённые интервалы 
времени производили отбор небольшого (20–30 мкл) 
объёма среды, последний был сделан на 20-е сут. 
Кроме того, определили стабильность 8-oxo-dG 
в среде с 10% сыворотки без клеток при инкуба-
ции (37°С) в течение 21 сут. Оценку содержания 
8-oxo-dG в среде любезно провели сотрудники ка-
федры биоорганической химии биологического 
факультета МГУ методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии на хроматографе LC-20AD 
(Shimadzu Scientific Instruments, Япония), оснащен-
ном спектрофотометрическим детектором SPD-M20A 
(Shimadzu Corporation, Япония) и автосэмплером 
SIl-20A (Shimadzu Corporation, Япония); исполь-
зовали колонку Equivalent to Phenomenex® Luna® 
C18(2) (Phenomenex Inc., США). Хроматограммы 
регистрировали с помощью программы Shimadzu 
LCSolution (Shimadzu Corporation, Япония).

При сравнении данных использовали t-крите-
рий Стьюдента или непараметрический критерий 

Манна-Уитни (в зависимости от результатов про-
верки нормальности распределения выборки). Ма-
тематические расчёты и статистическую обработку 
данных производили с помощью программы Sig-
maPlot 12.0 и в среде R с использованием допол-
нительного пакета “nortest”.

Результаты

8-Oxo-dG остаётся стабильным при инкубации 
в среде с сывороткой. Его концентрация, опреде-
лённая методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии, не изменяется в течение 21 сут. При 
оценке поглощения клетками 8-oxo-dG из среды 
было обнаружено, что концентрация соединения 
быстро снижается в течение первых нескольких часов 
(рис. 1), ко вторым суткам она падает в два раза по 
сравнению с исходной и далее остаётся на этом уровне 
(последнее измерение было сделано на 20-е сут).

При оценке цитотоксических и митогенных 
свойств 8-oxo-dG определяли его влияние в кон-
центрациях от 10–6 М до 10–3 М. Даже в самой вы-
сокой из них – 10–3 М – окисленный нуклеозид не 
оказывал воздействия на рост и жизнеспособность 
клеток, через 4 сут после добавления 8-oxo-dG не 
было различий между группами. При длительном же 
содержании клеток с 8-oxo-dG (в течение 18 сут) 
плотность культуры оказалась достоверно ниже 
в группе с самым высоким содержанием нуклеозида 
в среде (рис. 2), но сопоставима с контрольным 
показателем в группе с низким его содержанием. 
В связи с этим концентрацию 10–3 М выбрали для 
проведения следующего эксперимента.

Рис. 1. Динамика изменения концентрации 8-оксо-2'-дезоксигуанозина в культуральной среде в течение первых 70 ч от момента 
его добавления в среду с 5-суточными (5 сут без пересевов) трансформированными клетками китайского хомячка, находящими-
ся в стационарной фазе роста. Приведено содержание 8-оксо-2'-дезоксигуанозина в среде, измеренное методом обращённо-фа-

зовой высокоэффективной жидкостной хроматографии
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Контрольные и экспериментальные данные, 
полученные при оценке влияния 8-oxo-dG на ди-
намику роста и “стационарного старения” куль-
туры клеток, сравнивали в каждой отдельной точке 
подсчёта количества живых клеток. Всего было 
проведено два эксперимента. В первом экспери-
менте опыт (данные не приведены) был завершён 
на 22-е сут (когда клетки только вступили в фазу 
вымирания), достоверных различий между груп-
пами не было обнаружено. Второй эксперимент 

был завершён к 52-м сут (рис. 3), практически все 
клетки в обеих группах погибли к этому времени. 
На рис. 3 видно, что кривая, описывающая кине-
тику роста и гибели клеток экспериментальной 
группы, начиная с фазы плато, пролегает несколько 
ниже контрольной, достоверные отличия удалось 
обнаружить на 27-е и 31-е сут. Таким образом, под 
влиянием 8-oxo-dG в концент рации 10–3 М кине-
тика роста не изменяется и несколько ухудшается 
жизнеспособность “стационарно старой” культуры 
клеток.

Обсуждение

8-Oxo-dG даже в высокой концентрации не 
оказывает никакого влияния на рост и жизнеспо-
собность молодых активно делящихся или только 
вступивших в стационарную фазу роста клеток. 
При этом нуклеозид активно поглощается из среды 
в течение первых суток (особенно в течение пер-
вых нескольких часов). Можно предположить, что 
так как раковые клетки лучше адаптированы 
к влиянию окислительного стресса и уровень ак-
тивности MTH1 у них высокий [10], то, вероятно, 
это позволяет им преобразовывать поглощённые 
окисленные продукты, потенциально способные на-
вредить клеткам, в безопасные. С другой стороны, 
хотя 8-oxo-dG и поглощается клетками в первые 
часы, влияние его обнаруживается лишь на позд-
нем этапе стационарной фазы. 

Существующие литературные данные свиде-
тельствуют о том, что положительный эффект 
8-oxo-dG проявляется преимущественно в модель-
ных системах, где объекты подвергаются влиянию 
неблагоприятных или повреждающих факторов, 
вызывающих развитие окислительного стресса 
[36–38]. И в нашем случае некоторое влияние на 

Рис. 2. Плотность культуры находящихся под влиянием 
8-оксо-2'-дезоксигуанозина трансформированных клеток ки-
тайского хомячка через 19 сут после посева.  8-Оксо-2'-дезок-
сигуанозина был добавлен в ростовую среду через 24 ч после 
посева до конечной концентрации 10–6 М (серый столбец) и 
10–3 М (чёрный столбец). Сплошная горизонтальная линия – 
плотность клеток через 24 ч после посева, пунктирная гори-
зонтальная линия – плотность клеток в контрольной группе 
через 10 сут после посева. Приведены средние ± стандартные 

ошибки среднего
* – достоверное отличие от контрольной группы (белый столбец)

Рис. 3. Влияние добавления 8-оксо-2'-дезоксигуанозина в концентрации 10–3 М на кинетику роста и “стационарного старения” 
культуры трансформированных клеток китайского хомячка (методические подробности – в тексте). Приведены средние ± стан-
дартные ошибки среднего. Чёрная кривая – контроль, серая кривая – 8-оксо-2'-дезоксигуанозин. * – достоверное отличие от 

контрольной группы
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жизнеспособность было обнаружено только в слу-
чае, когда клетки длительное время находились 
в стационарной фазе роста. Однако этот эффект 
не только не был положительным, но, напротив, 
выражался в ухудшении жизнеспособности клеток 
(рис. 2–3). Остаётся открытым вопрос, как веще-
ство, поглощённое клетками практически сразу, 
вызывает эффект только спустя 18–40 сут. Проис-
ходит ли встраивание 8-oxo-dG в собственные 
структуры, либо он влияет на ход определённых 
метаболических реакций.

Можно заметить некоторое расхождение кон-
трольных и экспериментальных кривых, описыва-
ющих рост и гибель клеток в поздней стационарной 
фазе (рис. 3), хотя достоверные различия были об-
наружены не во всех точках. Впрочем, сложность 
постановки опытов с оценкой кинетике роста и 
гибели клеток не позволяет задействовать доста-
точно большое количество флаконов в каждой 
группе. В экспериментах по цитотоксичности, где 
на 19-е сут после посева различия обнаружива-
лись, выборка была больше (7 флаконов на точку), 
по этому не исключено, что увеличение количества 
флаконов в каждой группе от 3 до 5–7 позволило 
бы обнаружить достоверные различия и в других 
точках снятия клеток, пребывающих в стационар-
ной фазе роста.

Отрицательный эффект был более ожидаемым, 
так как накопление окисленных нуклеозидов, сви-
детельствующее об окислительном стрессе, значи-
тельно нагружает клетку, заставляя тратить ресур-
сы на работу гликозилаз эксцизионной репарации 
оснований. Возможно, некоторая активация этой 
репарационной системы и способствует улучшению 
транскрипции, но значительное увеличение коли-
чества продуктов окисления нуклеиновых кислот 
не может положительно влиять на жизнеспособ-
ность клеток и только усложняет их существова-
ние, особенно в поздней стационарной фазе. 

Окисленные нуклеотиды из свободного пула 

вносят значительный вклад в нарушение стабиль-

ности ДНК. В работах Руссо и соавт. [8] была до-

казана роль системы репарации ошибочно спа-

ренных нуклеотидов в защите ДНК от вставки 

окисленных нуклеозидов. При нарушении работы 

этой системы происходит значительная компенса-

торная активация MTH1. При добавлении к сус-

пензии бактерий обычных пуриновых нуклеоти-

дов – дГТФ и дАТФ – частота мутаций не 

увеличивается, однако если добавлять окисленные 

варианты тех же нуклеотидов, то частота мутаций 

возрастает в 12 и в 9 раз соответственно [23].

Таким образом, есть основания предполагать, 

что 8-oxo-dG, попадая в клетку, накапливается в её 

структурах. Жизнедеятельность молодых активно 

делящихся клеток никак не нарушается, но при пе-

реходе культуры в стационарную фазу роста, когда 

репликативного синтеза ДНК не происходит, на-

копленные окисленные нуклеотиды становятся бал-

ластом. Вследствие этого возникает ещё больше 

ошибок, частота которых в любом случае увеличи-

вается со временем пребывания клеток в стационар-

ных условиях, так как ферментам, поддерживающим 

правильную структуру ДНК, тяжелее отследить все 

возникающие повреждения. Реакция клеток на 

экзогенные и эндогенные повреждения в значи-

тельной мере определяется работой ферментов 

эксцизионной репарации оснований, поэтому наи-

более перспективны исследования, направленные 

на изучение их работы при “стационарном” старе-

нии клеток.
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GERONTOLOGY

IMPAIRMENT OF THE VIABILITY OF TRANSFORMED CHINESE HAMSTER CELLS 
IN A NONSUBCULTURED CULTURE UNDER THE INFLUENCE 

OF EXOGENOUS OXIDIZED GUANOSIDE IS MANIFESTED ONLY 
IN THE STATIONARY PHASE OF GROWTH

G.V. Morgunova*, A.A. Klebanov

Evolutionary Cytogerontology Sector, School of Biology, Lomonosov Moscow State University, 
Leninskiye gory 1–12, Moscow, 119234, Russia 

*e-mail: morgunova@mail.bio.msu.ru

Despite the fact that oxidation products of nucleotides and nucleosides are markers of oxi-
dative stress, reports of the paradoxical ability of these compounds to protect cells from the 
harmful effects of reactive oxygen species began to appear more often. Among all nitrogenous 
bases, guanine is most susceptible to the influence of oxidative stress, therefore, guanosine is oxi-
dized more often than other bases. In the present work, the effect of exogenous 8-oxo-2'-deoxy-
guanosine on the growth and “stationary phase aging” (accumulation of “age” changes in cul-
tured cells during cell proliferation slowing down within a single passage and subsequent “aging” 
in the stationary phase of growth) of a nonsubcultured culture of transformed Chinese hamster 
cells was studied. We showed that the nucleoside is rapidly absorbed by the cells from the medi-
um, but it does not affect the growth of the culture, and in the late stationary phase of growth 
impairs the viability of the cells. Thus, no mitogenic or geroprotective effect of 8-oxo-2'-deoxy-
guanosine was found.

Keywords: cell aging, survival curve, 8-oxo-2'-deoxyguanosine, oxidative stress, DNA damage, 
geroprotectors
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