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ІНДУКОВАНА ПОЛІПЛОЇДІЯ ТА СОРТУВАННЯ ПОШКОДЖЕНОЇ
ДНК МІКРОНУКЛЕАЦІЄЮ В РАДІОРЕЗИСТЕНТНИХ
ЕПІТЕЛІАЛЬНИХ СТОВБУРОВИХ КЛІТИНАХ ПЕЧІНКИ ЩУРІВ
ЗА ВПЛИВУ РЕНТГЕНІВСЬКИХ ПРОМЕНІВ  
Мета: вивчення особливостей клітинного циклу опромінених епітеліальних стовбурових клітин печінки щурів

(клітини лінії WB&F344) у процесі виживання, оцінюючи радіаційно&індуковані зміни ядерної морфології та

плоїдності ДНК із застосуванням аналізу зображень, отриманих за допомогою оптичного мікроскопа.

Матеріали і методи. WB&F344 клітини, які вирощувалися у моношарі без досягнення повного покриття, оп&

ромінювали у суспензії в дозах 1,0; 5,0 і 10,0 Гр рентгенівськими променями потужності 2,0 Гр/хв. Як інтактний

контроль використовували неопромінені клітини. Після опромінення клітини висівали у 25&см2 флакони в кіль&

кості, що не дозволяє контактне гальмування протягом кількох днів їх культивування. На 1, 2, 3 та 5&й день після

опромінення досліджували ядерну морфологію і плоїдність клітин, використовуючи стехіометричну реакцію з

толуїдиновим синім і цитометрію зображень. На 7&й та 9&й день після опромінення досліджували тільки кліти&

ни, опромінені у великих дозах (10,0 Гр), в яких додатково оцінювали наявність пошкоджень ДНК (γ&H2AX),

проліферативний стан (Ki&67), а також наявність факторів самооновлення, притаманних стовбуровим клітинам

(OCT4 і NANOG).

Результати. Радіорезистентність WB&F344 клітин була доведена результатами, які вказують на те, що ці клітини

не піддаються швидкій та масивній загибелі, мало схожій на апоптоз навіть у сильно опромінених клітинах. На&

томість спостерігали затримку клітинного циклу, яка супроводжувалася поліплоїдизацією (через Ki&67&пози&

тивне мітотичне прослизання або порушений цитокінез) і мікронуклеацією залежно від дози, проте мікронук&

леація деякою мірою випереджала поліплоїдизацію. Поліплоїдні клітини, які здатні позбавлятися пошкоджень

ДНК, можуть деполіплоїдизуватися через мітоз. Багато мікроядер містили γ&H2AX кластери, що передбачає

виділення сильно пошкоджених фрагментів ДНК. Обидва фактори, OCT4 і NANOG, були виражені в інтактному

контролі, проте їх експресія посилювалася після опромінення.

Висновки. Хоча факт мікронуклеації свідчить про наявність генотоксичного ефекту, WB&F344 клітини, ймовірно,

можуть уникати загибелі  шляхом сортування пошкодженої ДНК за допомогою мікроядер. Індукція поліплоїдії

в цих клітинах може бути адаптивною для сприяння виживанню клітин і регенерації тканин з можливим залу&

ченням механізму самооновлення.

Ключові слова: WB&F344 клітини, рентгенівське опромінення, виживання клітин, поліплоїдизація, мікронукле&

ація, самооновлення.
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ВСТУП
Печінкові клітиниFпопередники, які відіграють центF

ральну роль у розвитку та регенерації печінки, потенF

ційно є біпотентними, оскільки за певних умов вони

можуть диференціюватися в гепатоцити та клітини

жовчних протоків (біліарні клітини), які є двома типаF

ми епітеліальних клітин у зрілій печінці. Ці клітини таF

кож здатні виконувати декілька раундів поділу навіть

без попереднього ушкодження печінки. У наших поF

передніх експериментах з печінковими епітеліальниF

ми клітинами, які мають стовбурові характеристики

(клітинна лінія WBFF344 [1] з вираженим диким тиF

пом p53 [2]), показана їх відносна радіорезистентність,

про що свідчить тест формування колоній [3]. ЦитоF

INTRODUCTION
Hepatic progenitor cells playing a central role in

liver development and regeneration are potenF

tially bipotent since under certain conditions

they can differentiate into hepatocytes and bile

duct cells, which are the two epithelial cell types

in adult liver. These cells can also perform multiF

ple rounds of cell division without a preceding

injury to the liver. In our previous experiments

with liver epithelial cells possessing stemFlike

characteristics (rat liver derived WBFF344 cell

line [1] with apparently wildFtype p53 [2]), it has

been shown that they are relatively radioresistant

as evidenced by a colony formation test [3]. Flow
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INDUCED POLYPLOIDY AND SORTING OF DAMAGED DNA 
BY MICRONUCLEATION IN RADIORESISTANT RAT LIVER 
EPITHELIAL STEM/LIKE CELLS EXPOSED TO X/RAYS
Objective. Rat liver stem&like epithelial cells (WB&F344) that under certain conditions may differentiate into hepa&

tocyte and biliary lineages were subjected to acute X&irradiation with the aim to examine cell cycle peculiarities dur&

ing the course of survival.

Materials and methods. Suspensions of WB&F344 cells that grew as a monolayer and reached sub&confluence were

irradiated with 1, 5, and 10 Gy of X&rays (2 Gy/min). As an intact control, sham&irradiated cells were used. After irra&

diation, cells were plated into 25&cm2 tissue culture flasks to culture them for over several days without reaching

contact inhibition. On days 1, 2, 3, and 5 post&irradiation, cells were harvested and examined for nuclear morpholo&

gy and DNA ploidy by stoichiometric toluidine blue reaction and image cytometry. On days 7 and 9 post&irradiation,

only heavily irradiated (10 Gy) cells were examined. Also, 10 Gy&irradiated cells were chosen for immunofluorescence

staining to monitor persistence of DNA lesions (γ&H2AX), cell proliferation (Ki&67), and self&renewal factors charac&

teristic for stem cells (OCT4 and NANOG).

Results. Radioresistance of WB&F344 cells was evidenced by the findings that they do not undergo rapid and mas&

sive cell death that in fact was weakly manifested as apoptotic even in heavily irradiated cells. Instead, there was

cell cycle progression delay accompanied by polyploidization (via Ki&67&positive mitotic slippage or via impaired

cytokinesis) and micronucleation in a dose&dependent manner, although micronucleation to some extent went

ahead of polyploidization. Polyploid cells amenable for recovering from DNA damage can mitotically depolyploidize.

Many micronuclei contained γ&H2AX clusters, suggesting isolation of severely damaged DNA fragments. Both factors,

OCT4 and NANOG, were expressed in the intact control, but became enhanced after irradiation.

Conclusions. Although the fact of micronucleation is indicative of genotoxic effect, WB&F344 cells can probably

escape cell death via sorting of damaged DNA by micronuclei. Induction of polyploidy in these cells can be adaptive

to promote cell survival and tissue regeneration with possible involvement of self&renewal mechanism.

Key words: WB&F344 cells, X&irradiation, cell survival, polyploidization, micronucleation, self&renewal.
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метричний аналіз вмісту ДНК в клітинах WBFF344,

які піддавали впливу різних доз γFпроменів (від 1,0 до

10,0 Гр з кроком опромінення в 1,0 Гр), однозначно

виявив затримку клітинного циклу залежно від дози

та часу [3]. Характер кінетики збільшення числа цих

клітин, базуючись на їх підрахунку за допомогою

приладу Коултера, свідчить про те, що вони не гинуть

швидко та масово навіть після опромінення у високій

дозі (10,0 Гр) [3]. Проте механізми, які потенційно

можуть бути пов’язані з радіорезистентністю цих

клітин, досі не були з’ясовані.

МЕТА
Ця робота має за мету вивчення особливостей кліF

тинного циклу опромінених WBFF344 клітин у проF

цесі виживання, оцінюючи радіаційноFіндуковані

зміни ядерної морфології та плоїдності ДНК із заF

стосуванням аналізу зображень, отриманих за допоF

могою оптичного мікроскопа. Крім того, в опроміF

нених клітинах, застосовуючи імунофлуоресцентне

забарвлення, досліджували наявність дволанцюгоF

вих розривів ДНК (γFH2AX), експресію факторів саF

мооновлення, притаманних стовбуровим клітинам

(OCT4 і NANOG), а також проліферацію (KiF67).

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ
Клітини та опромінення. В даному дослідженні клітини

WBFF344 культивували в поживному середовищі

RPMI 1640 (SigmaFAldrich, США) з доданою 7 % феF

тальною телячою сироваткою (FCS; SigmaFAldrich) в

CO2Fінкубаторі при 37 °С. Не досягаючи повного поF

криття, моношар 32Fго пасажу клітин, культивованих у

75Fсм2 флаконі, піддавали трипсинізації наступним

способом: одразу ж після того, як поживне середовище

було видалене, моношар клітин двічі промивали 0,25 %

розчином TrypsinFEDTA (SigmaFAldrich), а відокремF

лені клітини суспендували у 263 мл поживного середоF

вища. Перед опроміненням суспензію клітин розділяF

ли на чотири 65Fмілілітрові порції, якими потім заповF

нювали 25Fсм2 культуральні флакони. Після цього доF

давали ще середовища (загальний об’єм середовища

становив близько 70 мл), щоб мінімізувати присутність

повітря у флаконах. Клітини опромінювали при 37 °С

рентгенівськими променями (ХFпромені) у дозах 1,0;

5,0 і 10,0 Гр. ХFпромені генерували високоенергетичF

ним лінійним прискорювачем Clinac 600C (Varian MeF

dical Systems, США) за напруги 4 МВ та потужності доF

зи 2,0 Гр/хв. Як інтактний контроль, використовували

неопромінені клітини (0 Гр). Після опромінення кліF

тинні суспензії в різних розведеннях поміщали у 25Fсм2

флакони, оскільки опромінені клітини залежно від отF

cytometric DNA content analysis of WBFF344

cells exposed to various doses of γFrays (ranged

from 1 to 10 Gy with 1FGy pace) clearly showed

the doseF and timeFdependent cell cycle progresF

sion delay [3]. The character of their growth kinetF

ics based on Coulter cell counting suggests that

they do not undergo rapid and massive cell death

even after highFdose irradiation (10 Gy) [3].

However, the mechanisms that could potentially

be attributed to the radioresistance of these cells

remain to be clarified. 

OBJECTIVE
The current work is aimed to examine during the

course of survival of irradiated WBFF344 cells their

cell cycle peculiarities based on the study of radiaF

tionFinduced alterations in nuclear morphology

and DNA ploidy using microscopyFbased image

analysis. In addition, using immunofluorescence

staining, irradiated cells were monitored for perF

sistence of DNA double stand breaks (γFH2AX),

expression of selfFrenewal factors characteristic for

stem cells (OCT4 and NANOG), and proliferaF

tion (KiF67).

MATERIALS AND METHODS
Cells and irradiation. In the present study, WBF

F344 cells were cultured in RPMI 1640 growth

medium (SigmaFAldrich, St. Louis, MO, USA)

supplemented with 7 % fetal calf serum (FCS;

SigmaFAldrich) in CO2Fincubator at 37°C. A subF

confluent monolayer of cells at passage 32 culF

tured in 75Fcm2 tissue culture flask was trypsinized

as follows. Immediately after the growth medium

was removed, cells monolayer was rinsed twice

with 0.25 % TrypsinFEDTA (SigmaFAldrich), and

detached cells were suspended in 263 ml of growth

medium. Before irradiation, cell suspension was

split into four 65Fml portions poured into 25Fcm2

tissue culture flasks followed by adding some more

medium (the total volume of the medium was

about 70 ml) to minimize the presence of air in

the flasks. Cells were irradiated at 37 °C with XFrays

at doses of 1, 5, and 10 Gy. XFrays were delivered

by a high energy linear accelerator Clinac 600C

(Varian Medical Systems, Palo Alto, CA, USA)

operating at voltage of 4 MV and dose rate of

2 Gy/min. As an intact control, shamFirradiatF

ed (0 Gy) cells were used. After irradiation, cells

were seeded into 25Fcm2 flasks at different densiF

ties since irradiated cells depending on received
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риманої дози можуть розмножуватися повільніше, ніж

неопромінені. Перед початком культивування кількість

неопромінених та клітин, опромінених в дозі 1,0 Гр, була

приблизно 9 · 104, тоді як кількість клітин, опромінених в

дозах 5,0 та 10,0 Гр, була приблизно 16 · 104 та 25 · 104, відF

повідно. Ці розрахунки ґрунтувалися на оцінці відмінF

ностей кінетики росту клітин, які отримували різні дози

γFпроменів [3], так що при цих концентраціях клітин

контактне гальмування не відбувалося протягом декільF

кох днів культивування. Через кожен день після початку

культивування 30 %Fну порцію середовища у всіх флакоF

нах замінювали кондиційним середовищем. На 1, 2, 3 та

5Fй день після опромінення клітини, які опромінювали в

дозах 0; 1,0; 5,0 і 10,0 Гр, трипсинізували, потім суспендуF

вали у поживному середовищі та осаджували центрифуF

гуванням протягом 5 хв. На 7Fй та 9Fй день після опF

ромінення з культур збирали тільки клітини, опромінені

в дозі 10,0 Гр. У всіх зразках супернатант видаляли спосоF

бом інвертування центрифужних пробірок.

Забарвлення та аналіз ядерної ДНК. Осаджені клітиF

ни ретельно (без бульбашок) суспендували піпетуванF

ням у залишках середовища (близько 0,2 мл) з подальF

шим нанесенням 25Fмкл клітинних суспензій на поF

криті поліFLFлізином предметні скельця для мікроF

скопії (Thermo Fisher Scientific, США). Після того, як

зразки були повністю висушені, їх забарвлювали

стехіометричним ДНКFбарвником толуїдиновим сиF

нім (ТВ; Thermo Fisher Scientific) згідно із запропоноF

ваним протоколом [4, 5], стисло представленим нижF

че. Клітини на предметних скельцях фіксували у суміF

ші ацетон/етанол (1 : 1) протягом щонайменше 30 хв

при 4 °С, підсушували, обробляли 5Fн. розчином HCI

протягом 20 хв при кімнатній температурі, а потім

промивали в дистильованій воді (5 разів по 1 хв). ЗаF

лишки води на поверхні предметних скелець обережF

но видаляли промокальним папером відразу ж перед

10Fхвилинним забарвленням зразків в 0,05 % ТВ, розF

чиненого в 50 % цитратFфосфатному буфері Мак

Ілвайна (рН 4,0). Відразу ж після забарвлення зразки

швидко промивали в дистильованій воді (3Fразове заF

нурення), після чого залишки води негайно видаляли

промокальним папером з подальшою дегідратацією

зразків у бутанолі (2 рази по 3 хв при 37 °С). Зразки

потім обробляли ксилолом (2 рази по 3 хв при

кімнатній температурі) перед тим, як їх покривали

монтажною рідиною DPX (SigmaFAldrich) для мікросF

копії. З кожного зразка цифрові зображення щонайF

менше 200 випадково вибраних неспотворених

клітинних ядер записували за збільшення об’єктива

x100 з використанням мікроскопа Ergolux L03F10

(Leitz, Німеччина), оснащеного кольоровою відеокаF

dose were expected to grow slower than shamF

irradiated cells. The approximate numbers of

seeded 0 GyF and 1 GyFirradiated cells were 9 ·

104, while the numbers of 5 GyF and 10 GyFirraF

diated cells were about 16 · 104 and 25 · 104,

respectively (calculations were based on estimaF

tion of the differences in growth kinetics of cells

that received various doses of γFrays [3]), so at

these plating densities the contact inhibition was

not achieved for over several days of cell culturF

ing. Every other day after plating cells 30% of

medium in all flasks was replaced with condiF

tioned medium. On days 1, 2, 3, and 5 postFirraF

diation cells exposed to 0, 1, 5, and 10 Gy were

trypsinized, resuspended in growth medium,

and centrifuged for 5 min. On days 7 and 9 postF

irradiation only 10 GyFirradiated cells were colF

lected. Supernatant in all samples was removed

by inverting centrifuge tubes.

Nuclear DNA staining and analysis. Deposited

cells were thoroughly (without air bubbles)

resuspended by pipetting in the remnants of

medium (about 0.2 ml) followed by careful

smearing of 25Fμl cell suspensions on polyFLF

lysineFcoated microscope slides (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA). After samples

were fully dried, they were stained with a stoiF

chiometric DNA dye toluidine blue (TB;

Thermo Fisher Scientific) as proposed [4, 5].

Briefly, cells on slides were fixed in acetoF

ne/ethanol mixture (1 : 1) for a least 30 min at

4 °C, dried, treated with 5N HCI for 20 min at

room temperature, and then washed in distilled

water (5 x 1 min). The remnants of water on the

surface of slides were carefully removed with a

blotting paper followed by 10Fmin staining of

samples with 0.05 % TB in 50 % McIlvain citF

rateFphosphate buffer (pH 4.0). Immediately

after staining, samples were rapidly washed in

distilled water (3 times by dipping), and the remF

nants of water were promptly removed with a

blotting paper followed by dehydration of samF

ples in butanol (2 x 3 min at 37°C). Samples were

than immersed in xylene (2 x 3 min at room temF

perature) and embedded in DPX mounting

medium (SigmaFAldrich, St. Louis, MO, USA)

for microscopy. Digital images of at least 200

randomly selected and undistorted cell nuclei

from each sample were collected with x100

objective magnification using Ergolux L03F10

microscope (Leitz, Germany) equipped with
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мерою DXCF390P (Sony, Японія), відкаліброваною

по зеленому каналу. Вміст ДНК у клітинному ядрі

вимірювали за величиною інтегральної оптичної

щільності (IOD) з використанням програмного заF

безпечення ImageFPro Plus 4.1 (Media Cybernetics,

США). Індуковану поліплоїдію оцінювали, підрахоF

вуючи клітини з плоїдністю, яка перевищує 5C.

Імунофлуоресцентне забарвлення. Фіксацію та імуF

нофлуоресцентне забарвлення неопромінених та опF

ромінених в дозі 10,0 Гр клітин, які були попередньо

осаджені на покриті поліFLFлізином предметні

скельця (Thermo Fisher Scientific), виконували, як

описано у [5]. Зразки інкубували з первинними анF

титілами до KiF67 (1 : 50, кролячі поліклональні, PA5F

16785, Pierce), γFH2AX (1 : 200, кролячі поліклоF

нальні, 4411FPCF100, Trevigen), OCT4 (1 : 200, кролячі

поліклональні, ChIPFступінь, ab19857, Abcam) і

NANOG (1 : 50, мишачі моноклональні, N3038,

Sigma) у зволоженій камері при 4 °C протягом ночі.

Далі зразки інкубували протягом 40 хв у темряві при

кімнатній температурі з відповідними вторинними

антитілами: козячий антимишачий IgG Alexa Fluor

488 (1 : 300, A31619, Invitrogen), або козячий антикроF

лячий IgG Alexa Fluor 488 або 594 (1 : 300, A11008 або

A31631, відповідно, Invitrogen). Для чіткішої візуF

алізації клітинних ядер зразки додатково забарвлюF

вали 4’,6FдіамідиноF2Fфеніліндолом (DAPI; SigmaF

Aldrich) у концентрації 0,25 мкг/мл протягом 2 хв пеF

ред покриттям фотознебарвлюючим реагентом

ProLong Gold (Invitrogen).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ
Кінетика дозозалежних процесів поліплоїдизації та

мікронуклеації в опромінених клітинах WBFF344

представлена на рисунках 1А та 1Б відповідно. Хоча

на перший погляд обидва процеси здаються конF

кордантними, мікронуклеація трохи випереджала

поліплоїдизацію незалежно від дози опромінення.

Наприклад, клітини, які отримали дозу 1,0 Гр, проF

демонстрували значну мікронуклеацію на 2Fй день

після опромінення (рис. 1Б), тоді як помітне збільF

шення фракції поліплоїдних (РР) клітин з плоїднісF

тю > 5С в клітинах, опромінених в дозі 1,0 Гр, спосF

терігали тільки після 3 днів з моменту опромінення

(наприклад, на 5Fй день після опромінення; рис. 1А).

Проте на відміну від мікронуклеації (рис. 1Б),

поліплоїдизація була більш стійкою, про що

свідчить значно менш круте зниження фракції РР

(> 5С) клітин в зразках, опромінених в дозах 5,0 та

10,0 Гр, після 3 днів з моменту опромінення (наприкF

лад, на 5, 7 та 9Fй дні після опромінення; рис. 1А).

DXCF390P color video camera (Sony, Tokyo,

Japan) calibrated in the green channel. DNA conF

tent per cell nucleus was measured as integral optiF

cal density (IOD) using ImageFPro Plus4.1 softF

ware (Media Cybernetics, Rockville, MD, USA).

Induced polyploidy was evaluated by counting cells

of the ploidy exceeding 5C.

Immunofluorescence staining. Fixation and

immunofluorescence staining of shamF and 10 GyF

irradiated cells that have been cytospinned on polyF

LFlysineFcoated microscopy slides (Thermo Fisher

Scientific) were largely performed as described [5].

Samples were incubated with the primary antiboF

dies to KiF67 (1 : 50, rabbit polyclonal, PA5F16785,

Pierce), γFH2AX (1 : 200, rabbit polyclonal, 4411F

PCF100, Trevigen), OCT4 (1 : 200, rabbit polycloF

lal, ChIP grade, ab19857, Abcam), and NANOG

(1 : 50, mouse monoclonal, N3038, Sigma) in a

humidified chamber overnight at 4 °C. Samples

were then incubated for 40 min at room temperaF

ture in the dark with the appropriate secondary

antibodies: goat antiFmouse IgG Alexa Fluor 488

(1 : 300, A31619, Invitrogen) or goat antiFrabbit

IgG Alexa Fluor 488 or 594 (1 : 300, A11008 or

A31631, respectively, Invitrogen). To clearly visuaF

lize cell nuclei, samples were counterstained with

4’,6FdiamidinoF2Fphenylindole (DAPI; SigmaF

Aldrich) at concentration of 0.25 μg/ml for 2 min

followed by embedding them in the antiFfade

reagent ProLong Gold (Invitrogen).

RESULTS AND DISCUSSION
The kinetics of doseFdependent polyploidization and

micronucleation processes in irradiated WBFF344

cells is presented in Figures 1A and 1B, respectively.

Although at first sight both processes seem to be conF

cordant, micronucleation went slightly ahead of polyF

ploidization regardless of the dose delivered to cells.

For example, cells that received the dose as low as

1 Gy demonstrated considerable micronucleation on

the 2nd day postFirradiation (Fig. 1B), whereas a

marked increase of the fraction of polyploid (PP) cells

with the ploidy of > 5C in 1 GyFirradiated sample was

observed only after passing 3 postFirradiation days (e.

g., on the 5th day postFirradiation; Fig. 1A). However,

contrary to micronucleation (Fig. 1B), polyploidizaF

tion was more persistent as evidenced by much less

steep declining of the fraction of PP (> 5C) cells in

5 GyF and 10 GyFirradiated samples after passing 3

postFirradiation days (e. g., on the 5th, 7th, and 9th days

postFirradiation; Fig. 1A). On the 7th and 9th days postF
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Рисунок 1. Кінетика поліплоїдизації (А) та мікронуклеації (Б) в клітинах WB=F344, опромінених
різними дозами Х=променів (1,0; 5,0 і 10,0 Гр) 
Відсотки мікроядерних (MN) і поліплоїдних (PP) клітин з плоїдністю більше 5C відображають наявні порції цих клітин
в різний час після опромінення. Інтактний контроль (0 Гр), який був проаналізований на 0 год, являє собою ті клітини,
що були зібрані з культури безпосередньо перед опроміненням. У цьому зразку РР (> 5C) клітини не були виявлені,
тоді як популяція MN клітин становила близько 0,5%.

Figure 1. The time course of polyploidization (A) and micronucleation (B) in WB=F344 cells irradiated with
various doses of X=rays (1, 5, and 10 Gy) 
Percentages of micronucleated (MN) cells and polyploid (PP) cells of the ploidy of more than 5C represent persisting por#
tions of these cells at various time points post#irradiation.The intact control (0 Gy) that was analyzed at 0 h represents cells
collected from sub#confluent culture just before irradiations. In this sample, PP(>5C) cells were not found (0%), whereas
the population of MN cells was about 0.5%.

На 7Fй та 9Fй день після опромінення популяція

мікроядерних (MN) клітин в зразку, опроміненому в

дозі 10,0 Гр, була трохи менше 5 %, але не настільки

малою, як в неопромінених зразках (< 2%) (рис. 1Б).

Той факт, що в опромінених зразках РР (> 5С) клітиF

ни були присутні довше, ніж MN клітини, ймовірно,

пояснюється їх постійною генерацією протягом

декількох днів з моменту опромінення, хоча після опF

ромінення у помірних дозах (1,0 і 5,0 Гр) MN клітини

утворювалися скоріше, ніж РР (> 5С) клітини (рис. 1А

vs. рис. 1Б). Проте опромінення у високій дозі (10,0 Гр)

може призвести до гальмування мікронуклеації, що

підтверджується значним зниженням відсотків MN

клітин протягом перших двох днів після опромінення

порівняно з відсотками MN клітин у зразку, опромінеF

ному в дозі 5,0 Гр (рис. 1Б). Також деякий гальмуючий

вплив на продукцію РР (> 5С) клітин спостерігали

після опромінення в дозі 10,0 Гр, враховуючи те, що

частка цих клітин не була більше, ніж після опроміненF

ня в дозі 5,0 Гр (рис. 1А). Хоча проліферація опромінеF

них WBFF344 клітин чітко пригнічувалася залежно від

дози (добре описаний результат нашого попереднього

дослідження [3]), цей процес не супроводжувався

швидкою та масивною загибеллю клітин навіть у зразF

ку, опроміненому в дозі 10,0 Гр, ґрунтуючись на мікроF

скопічних спостереженнях, що виявили наявність

irradiation, the population of micronucleated (MN)

cells in 10 GyFirradiated sample was slightly less than

5 %, but was not as small as in shamFirradiated ones

showing < 2 % (Fig. 1B).

The fact that in irradiated samples PP (> 5C) cells

persisted longer than MN cells is likely due to perF

sistent generation of the former ones for over seveF

ral days since irradiations were performed, although

after irradiations with moderate doses (1 and 5 Gy)

MN cells can be more readily produced than PP

(> 5C) cells (Fig. 1A vs. Fig. 1B). However, highF

dose irradiation (10 Gy) can inhibit micronucleF

ation as evidenced by a considerable drop of the

percentages of MN cells within the first 2 days postF

irradiation compared with those of MN cells in 5

GyFirradiated sample (Fig. 1B). Some inhibitory

effect of highFdose irradiation (10 Gy) on the proF

duction of PP (> 5C) cells was also observed taking

into account the fact that the fraction of these cells

was not larger than that after 5FGy irradiation (Fig.

1A). Although cell growth of irradiated WBFF344

cells was strictly inhibited in a doseFdependent

manner (wellFdocumented finding of our previous

study [3]), it was not accompanied by rapid and

massive cell death even in 10 GyFirradiated sample

based on microscopic observation revealing the
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відносно невеликого числа мертвих клітин зі слабкими

проявами апоптозу. Проте радіаційноFіндуковане гальF

мування проліферації клітин може бути пов’язане із

затримкою прогресії клітинного циклу через запуск G1

і G2 контрольноFпропускних механізмів, викликаючи

певні пертурбації у профілях вмісту ДНК. Наприклад,

на 2Fй день після опромінення відмічали залежне від

дози зростання 4C ядерної фракції, припускаючи наF

копичення G2/M клітин, в т. ч. PP клітин у фазі G1

(рис. 2A–Г). Більш того, SFфазова фракція в опромінеF

них клітинах була значно меншою (рис. 2Б–Г), ніж у

неопромінених клітинах (рис. 2А). Ці спостереження

фактично узгоджуються з раніше опублікованими даF

ними [3]. Незважаючи на затримку клітинного циклу в

опромінених клітинах, спостерігали невелику кількість

мітотичних клітин (< 2 %), що свідчить про відновленF

ня ДНК від пошкоджень навіть після опромінення в

дозі 10,0 Гр (метафазні хромосоми, рис. 2Є).

До профілів вмісту ДНК у ядрах неопромінених та

опромінених клітин (рис. 2А–Г) додано відповідні

зображення цих ядер, забарвлених ТВ (рис. 2Ґ–Є).

Після опромінення більшість великих РР клітин з

плоїдністю 8C і 16C зазвичай містили 1, 2 та іноді

більше ядер (рис. 2Е і 2Є). Деякі великі одноядерні

РР клітини ймовірно ділились біполярним мітозом

(рис. 3A–В), що рідко спостерігається серед клітинF

них популяцій ссавців. Подібні мітози також спосF

терігали в інтактних клітинах, але значно меншою

мірою через малочисельність великих РР клітин. Той

факт, що РР клітини можуть бути проліферуючими,

підтверджується позитивністю KiF67 (рис. 4). Цікаво,

що ядра KiF67Fпозитивних PP клітин можуть містити

численні та яскраві γFH2AX осередки (можливо,

внаслідок пошкодження ДНК), які ймовірно генеруF

ються ендогенно під час поточних раундів реплікації

presence of relatively low numbers of dead cells

weakly manifesting apoptotic features. Nevertheless,

radiationFinduced cell growth inhibition can be

associated with cell cycle progression delay via G1

and G2 checkpoint mechanisms causing certain

perturbations in DNA content profiles. For examF

ple, there was doseFdependent elevation of 4C

fraction on the 2nd day after irradiations assuming

accumulation of G2/M cells including PP cells in

G1 phase (Fig. 2A–D). Moreover, SFphase fracF

tion in irradiated cells was considerably smaller

(Fig. 2B–D) than that in shamFirradiated ones

(Fig. 2A). In fact, these findings are consistent with

the previously published data [3]. In spite of cell

cycle progression delay in irradiated cells, there was

a small amount of mitotic cells (< 2 %), suggesting

recovery from DNA damage even after 10FGy irraF

diation (metaphase chromosomes, Fig. 2H). 

DNA content profiles of the nuclei of shamFirraF

diated and irradiated cells (Fig. 2A–D) are suppleF

mented with corresponding microphotographs of

these nuclei stained with TB (Fig. 2E–H). After

irradiations, most of the large PP cells having the

ploidy of 8C and 16C usually contained 1, 2, and

less often more nuclei (Figs. 2G and 2H). Some

large mononuclear PP cells seemingly divide by

bipolar mitosis (Fig. 3A–C), a rarely observed pheF

nomenon in mammalian cell populations. Similar

divisions were also seen in untreated cells but to a

much lesser extent, simply because of persisting low

numbers of large PP cells. The fact that PP cells can

be proliferative is supported by KiF67 positive staiF

ning (Fig. 4). Curiously, these KiF67Fpositive PP cells

may have numerous bright γFH2AX foci assuming

DNA lesions that are probably generated intrinsiF

Рисунок 2 (на лівій сторінці). Профілі вмісту ДНК (A–Г) і ядерна морфологія (Ґ–Є) клітин WB=F344,
які збирали з культур і забарвлювали ТВ на 2=й день після опромінення різними дозами Х=променів (1,0;
5,0 і 10,0 Гр) 
Панелі А і Ґ: неопромінені клітини (0 Гр), культура яких ініціювалася в той же час, що й культури опромінених клітин
(тобто відразу після опромінення). Панелі Б і Д: клітини, опромінені в дозі 1,0 Гр. Панелі В і Е: клітини, опромінені в
дозі 5,0 Гр. Панелі Г і Є: клітини, опромінені в дозі 10,0 Гр. Значення IOD показані в умовних одиницях. Пунктирні
лінії являють собою межі, що відокремлюють клітинні ядра з плоїдністю ДНК більше 5C, відсотки яких показані чер#
воним кольором. Числові значення, показані поряд з ядрами, є IOD цих ядер. Стрілки вказують на очевидні мікро#
ядра. Позначення: SPF – S#фазова фракція; D – ядро загиблої клітини; М – пучок метафазних хромосом. Масштаб#
на смужка = 10 мкм.

Figure 2 (on the left page). DNA content profiles (A–D) and nuclear morphology (E–H) of WB=F344 cells
collected and stained with TB on the 2nd day after irradiation with various doses of X=rays (1, 5, and 10 Gy) 
Panels A and E: sham#irradiated cells (0 Gy) whose culture was initiated in the same time as the cultures of irradiated cells
(i.e., just after irradiations). Panels B and F: 1 Gy#irradiated cells. Panels C and G: 5 Gy#irradiated cells. Panels D and H: 10
Gy#irradiated cells. IOD values are shown in arbitrary units. Dashed lines represent boarders separating cell nuclei exceed#
ing 5C DNA ploidy whose percentages are shown in red. The numeric values shown next to the nuclei represent IODs of
these nuclei. Arrows show the apparent micronuclei. Denotations: SPF – S#phase fraction; D – the nucleus of a dead cell; 
M – the bunch of metaphase chromosomes. Scale bar = 10 μm.
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Рисунок 3. Вибрані зображення ядер WB=F344 клітин, які збирали з культур і забарвлювали ТВ на 5=й
день після опромінення в дозі 1,0 Гр (A), та на 2=й і 9=й день після опромінення в дозі 10,0 Гр (Б і В, від=
повідно), демонструючи наявність великих РР клітин, що можуть поділятися біполярними мітозами 
Числові значення, показані поряд з ядрами, є IOD цих ядер. Масштабна смужка = 10 мкм.

Figure 3. Selected images of the nuclei of WB=F344 cells collected and stained with TB on the 5th day after
1=Gy irradiation (A), and on the 2nd and 9th day after 10=Gy irradiation (B and C, respectively) demonstrating
persistence of large PP cells that may be dividing by bipolar mitoses 
The numeric values shown next to the nuclei represent IODs of these nuclei. Scale bar = 10 μm.

Рисунок 4. Імунофлуоресцентно забарвлені ядра WB=F344
клітин на 5=й день після опромінення в дозі 10,0 Гр (Ki=67 –
червоний; γ=H2AX – зелений) 
З метою контрастування ядер вони забарвлювалися DAPI, що специфічно
зв’язується з ДНК (синій). Велике PP ядро, ймовірно, має плоїдність 16С.
Два ядра, що прилягають один до одного (двоядерна клітина), походять з
одного загального ядра і можуть містити загальну плоїдність 4C. Позитив#
не на γ#H2AX мікроядро, ймовірно, належить до мононуклеарної клітини з
плоїдністю 4C, ядро якої розташоване вище. Масштабна смужка = 10 мкм.

Figure 4. Immunofluorescence stained nuclei of 10 Gy=irradiated
WB=F344 cells on the 5th day post=irradiation (Ki=67 – red; γ=H2AX –
green) 
The nuclei were counterstained with DAPI for DNA (blue). The large PP nucleus
is likely possessing 16C ploidy. Two juxtaposed nuclei originated from the one
common nucleus may comprise the total ploidy of 4C as in binucleated cell.
The micronucleus positive for γ#H2AX is likely to belong to mononucleated cell
of the ploidy of 4C, whose nucleus is located nearby. Scale bar = 10 μm.

ДНК (рис. 4). Такі клітини не обов’язково зазнають

загибелі, якщо пошкодження ДНК оперативно та наF

лежним чином ліквідуються. Потенціал репарації

ДНК очевидно існує в ендополіплоїдних клітинах, які

утворюються при важкому генотоксичному пошкодF

женні [6]. Більш того, РР клітини здатні залучати меF

ханізм відновлювання ДНК у відповідь на її розриви,

пов’язані з реплікацією [7]. З іншого боку, деякі автоF

ри стверджують, що γFH2AX осередки можуть з’являF

тися за відсутності пошкодження ДНК (незалежне від

пошкодження ДНК мітозFспецифічне фосфорилюF

вання H2AX) [8, 9]. Однак, поточні етапи реплікації

ДНК, що викликають ендополіплоїдію, очевидно виF

никають після генотоксичного стресу, який не може

бути знятий одразу ж після опромінення.

cally during ongoing DNA replication rounds

(Fig. 4). Such cells may not necessarily undergo

cell death if DNA lesions are promptly and properF

ly repaired. DNA repair potential appears to

remain in endopolyploid cells produced by severe

genotoxic damage [6]. Moreover, PP cells can

rewire DNA damage response networks to repair

replicationFassociated DNA breaks [7]. On the

other hand, some authors report that γFH2AX foci

may form in the absence of DNA damage (DNA

damageFindependent mitosisFspecific phosphoryF

lation of H2AX) [8, 9]. Nevertheless, the ongoing

DNA replication rounds causing endopolyploidy

are likely to be preceded by genotoxic stress that

cannot be tackled soon after irradiation.
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Рисунок 5. Екструзія пошкодженої ДНК та мікронуклеація у WB=F344 клітинах, опромінених в дозі 10,0 Гр 
Панелі А і Б: ядра інтерфазних клітин, забарвлених на γ#H2AX і DAPI, відповідно (2#й день після опромінення). 
Панелі В і Г: метафазна поліплоїдна клітина, забарвлена на γ#H2AX і DAPI, відповідно (7#й день після опромінення).
Масштабна смужка = 10 мкм.

Figure 5. Extrusion of damaged DNA and micronucleation in 10 Gy=irradiated WB=F344 cells 
Panels A and B: γ#H2AX# and DAPI#stained interphase cell nuclei, respectively (2nd day post#irradiation). Panels C and D:
γ#H2AX# and DAPI#stained metaphase polyploid cell, respectively (7th day post#irradiation). Scale bar = 10 μm.

Що стосується радіаційноFіндукованих MN кліF

тин, у т. ч. тих, які містили поліплоїдні ядра, вони

зазвичай мали 1–3 мікроядра (рідше > 3) і близько

половини з них були позитивними на γFH2AX. ПозиF

тивні на γFH2AX мікроядра переважно спостерігали

в РР клітинах. Ймовірно, ці мікроядра утворюються

шляхом екструзії пошкодженої (нерепарованої)

ДНК як в інтерфазних клітинах (рис. 5А і 5Б), так і в

мітотичних (рис. 5В і 5Г). Накопичення кластерів

дволанцюгових розривів ДНК у мікроядрах під час

поліплоїдної метафази також виявлялося після поF

тужного опромінення (30,0 Гр) клітин меланоми, які

мають дикий тип p53 [10]. Мікроядра з пошкоджеF

ною ДНК врештіFрешт можуть бути видалені аутоF

фагією з цитоплазми [11, 12].

Показано, що клітини WBFF344, які зазвичай місF

тять фонові рівні NANOG і OCT4, можуть після опF

ромінення посилювати експресію цих факторів саF

мооновлення незалежно від фази клітинного циклу

As for radiationFinduced MN cells, including

those with polyploid nuclei, they usually contained

1–3 micronuclei (rarely > 3), and about a half of

them were positive for γFH2AX. Micronuclei posiF

tive for γFH2AX were predominantly seen in PP

cells. They are likely to be formed by extrusion of

damaged (unrepaired) DNA either in interphase

cells (Figs. 5A and 5B) or mitotic cells (Figs. 5C

and 5D). Accumulation of the clusters of DNA

double strand breaks in micronuclei during polyF

ploid metaphase has been also observed in heavily

irradiated (30 Gy) melanoma cells bearing wildF

type p53 [10]. Micronuclei with damaged DNA

can eventually be removed by autophagy within the

cytoplasm [11, 12].

WBFF344 cells normally expressing background

levels of NANOG and OCT4 were found to express

these selfFrenewal factors to a greater extent after

irradiation regardless of the cell cycle phase posiF
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(рис. 6А і 6Б, відповідно), і таке посилення може проF

довжуватися протягом щонайменше 5 днів, про що

свідчать дані OCT4 імунофлуоресценції (рис. 6Б).

Варто зазначити, що після опромінення з’явилася

категорія клітин, які в основному представляють соF

бою РР клітини з підвищеною експресією NANOG і

OCT4 (рис. 6А і 6Б, відповідно). Поліплоїдизація

клітин із супроводженням підвищеної експресії факF

торів самооновлення може свідчити про наявність

пулу найбільш резистентних клітин. РадіаційноF

індуковану поліплоїдизацію разом з активацією меF

ханізму самооновлення спостерігали в пухлинних

tion (Figs. 6A and 6B, respectively), and this eleF

vation of selfFrenewal factors may persist for at

least 5 days as evidenced from the data on OCT4

immunofluorescence (Fig. 6B). Notably, after

irradiation, there was a category of cells mainly

representing PP cells that expressed NANOG and

OCT4 to a highest degree (Figs. 6A and Fig. 6B,

respectively). Polyploidization of cells with eleF

vated expression of selfFrenewal factors may be

suggestive of the presence of the pool of most

resistant cells. RadiationFinduced polyploidizaF

tion with upFregulated selfFrenewal network has

Рисунок 6. Підвищена експресія факторів самооновлення (NANOG і OCT4) в ядрах WB=F344 клітин, оп=
ромінених в дозі 10,0 Гр, на основі порівняння загальної інтенсивності флуоресценції з відповідних
мішеней у опромінених (червоні точки) і неопромінених клітинах (чорні точки) 
Зразки також забарвлювали DAPI для моніторингу позицій клітин за фазами клітинного циклу і ДНК плоїдності.
Панель А: ~1,2#кратне посилення експресії NANOG на 2#й день після опромінення (p < 0,001, 2#сторонній t#розподіл
Стьюдента). Панель Б: ~1,7#кратне посилення експресії OCT4 на 5#й день після опромінення (p < 0,001, 2#сторонній
t#розподіл Стьюдента). PP ядра, які експресують найвищі рівні NANOG і OCT4, є ті, що мають IOD значення більше
8000 (A) і 10 000 (Б), відповідно. IOD значення показані в умовних одиницях.

Figure 6. Enhanced expression of self=renewal factors(NANOG and OCT4) in the nuclei of 10 Gy irradiated
WB=F344 cells based on comparison of overall fluorescence intensities from corresponding targets in irradi=
ated cells (red dots) and unirradiated cells (black dots) 
Samples were counterstained with DAPI to monitor cell cycle and DNA ploidy position. Panel A: ~1.2#fold increase in
NANOG expression on the 2nd day post#irradiation (p< 0.001, 2#sided Student’s t#test). Panel B: ~1.7#fold increase in OCT4
expression on the 5th day post#irradiation (p< 0.001, 2#sided Student’s t#test). PP nuclei expressing highest levels of NANOG
and OCT4 are those having IODs larger 8000 (A) and 10000 (B), respectively. IOD values are shown in arbitrary units.



231

EXPERIMENTAL

RESEARCHISSN 2304�8336. Проблеми радіаційної медицини та радіобіології = Problems of Radiation Medicine and Radiobiology. 2019. Вип. 24.

клітинах in vitro та in vivo [5, 13, 14], але не в нормальF

них клітинах. WBFF344 клітини, подібно до пухлинF

них клітин, можуть ендореплікувати ДНК, як засіб

виживання під час генотоксичного стресу. Однак, з

іншого боку, поліплоїдизація, яка відбувається в норF

мальній тканині (наприклад, в паренхімі печінки), як

правило, супроводжує диференціацію клітин [15].

Цікаво, що підвищена експресія ще одного важливоF

го фактора стовбурових клітин cFMYC нещодавно буF

ла відмічена у РР гепатоцитах по відношенню до дипF

лоїдних гепатоцитів [16]. Деякі р53Fдефіцитні РР пухF

линні клітини здатні давати параFдиплоїдне потомF

ство через деполіплоїдизаційні поділи та регульовану

аутофагічну деградацію (тільки ті суб’ядра, які не

містять NANOG і OCT4 та нездатні реплікувати

ДНК, можуть зазнати деградації та елімінації через

аутофагію) [17]. Можливо, подібні процеси відбуваF

ються в клітинах WBFF344, які мають p53 дикого тиF

пу, але подальші дослідження є необхідними для

роз’яснення цього питання (хоча й рідше, але виникF

нення суб’ядерних РР клітин також спостерігали

після опромінення). Варто згадати, що РР гепатоциF

ти здатні зазнавати деполіплоїдизації, часто генеруюF

чи параFдиплоїдні дочірні клітини [18], що є потенF

ційним механізмом стресFіндукованої адаптації пеF

чінки на основі відбору анеуплоїдних, стресостійких

фенотипів [19]. Однак, пізніше, за допомогою секвеF

нування ДНК індивідуальних клітин була виявлена

незначна анеуплоїдія у печінці [20].

Нарешті, повідомлялось, що існує взаємозв’язок між

поліплоїдією та експресією генів, які сприяють вижиF

ванню клітин (через захист від апоптозу, пошкодження

ДНК, гіпоксії і оксидативного стресу) та їх проліфераF

ції [21]. З іншого боку, гіпоксія та оксидативний стрес

через регуляцію гліколітичних ферментів можуть актиF

вувати аеробний гліколіз, що сприяє стійкості до геноF

токсичної терапії [22]. На експериментах з WBFF344

клітинами встановлено, що ключовий гліколітичний

фермент αFенолаза може бути залучений в радіаційній

відповіді, як безпосередньо опромінених (5,0 Гр γFпроF

менів), так і прилеглих до них клітинFсвідків, для яких

характерна підвищена проліферація [23, 24].

ВИСНОВКИ
Незалежно від того, що зазвичай мікронуклеація вказує

на наявність генотоксичного ефекту, мікроядра в

WBFF344 клітинах ймовірно відіграють певну роль в

уникненні загибелі клітин шляхом сортування пошкодF

женої ДНК. Індукована поліплоїдія цих клітин, яка часF

то супроводжується мікронуклеацією, може бути адапF

тивною, сприяючи виживанню клітин і регенерації ткаF

been observed in tumor cells in vitro and in vivo [5,

13, 14], but not in normal cells. WBFF344 cells

like tumor cells may endoreplicate DNA as a

means of survival during genotoxic stress.

However, on the other hand, polyploidization that

occurs in the normal tissue (e. g., in liver

parenchyma) typically accompanies cell differenF

tiation [15]. Interestingly, an elevated expression

of another important stem cell factor cFMYC in

PP hepatocytes compared with diploid ones has

been recently reported [16]. Some p53Fdeficient

PP tumor cells have been found to elicit nearF

diploid progeny through deFpolyploidizing diviF

sions and regulated autophagic degradation (only

subFnuclei lacking NANOG and OCT4 with

inability to replicate DNA may undergo degradaF

tion and elimination through autophagy) [17].

Perhaps, similar processes occur in WBFF344

cells bearing wildFtype p53, but further investigaF

tions are needed to clarify this issue (in fact,

although more rarely, subFnucleated PP cells were

also seen after irradiations). It should be menF

tioned that PP hepatocytes can deFpolyploidize,

often generating nearFdiploid daughter cells [18],

a potential mechanism for stressFinduced liver

adaptation based on selection of aneuploid,

stressFresistant phenotypes [19]. However, more

recently, single cell DNA sequencing revealed the

rare occurrence of aneuploidy in the liver [20].

Finally, a clear link between polyploidy and

gene expression network promoting cell survival

(via protection from apoptosis, DNA damage,

hypoxia, and oxidative stress) and proliferation

has been reported [21]. On the other hand,

hypoxia and oxidative stress by regulating glyF

colytic enzymes can activate aerobic glycolysis

that promotes resistance to genotoxic treatment

[22]. A key glycolytic enzyme αFenolase has been

found to be involved in radiation responses of

directly irradiated (5 Gy of γFrays) as well as adjaF

cent bystander WBFF344 cells characterized by

enhanced proliferation [23, 24].

CONCLUSIONS
Regardless of the fact that micronucleation is

indicative of genotoxic effect the micronuclei

in WBFF344 cells can probably play a definite

role in escaping cell death via sorting of damF

aged DNA. Induced polyploidy of these cells

that is often coupled with micronucleation

can be adaptive for promoting the cell surF
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vival and tissue regeneration with involvement

of selfFrenewal mechanism, though polyploidy

itself is thought to be initiated by the failure in

cytokinesis and defects in DNA damage

checkpoints.
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