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Íåîáõîäèìûì óñëîâèåì äëÿ íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìèòîõîíäðèé, à çíà÷èò, è êëåòîê â öå-
ëîì ÿâëÿåòñÿ ïîääåðæàíèå îïðåäåëåííîãî êîëè÷åñòâà íåïîâðåæäåííûõ ìîëåêóë ìòÄÍÊ. Ìû èññëåäîâà-
ëè èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà êîïèé ìòÄÍÊ â êëåòêàõ òêàíåé ãîëîâíîãî ìîçãà è ñåëåçåíêè ìûøåé, ïîäâåðã-
íóòûõ âîçäåéñòâèþ èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè. Âïåðâûå áûë îáíàðóæåí ðàäèàöèîííî-èíäóöèðîâàííûé
âûõîä ôðàãìåíòîâ ìòÄÍÊ â öèòîçîëü êëåòîê ìîçãà è ñåëåçåíêè. Ïîêàçàíî, ÷òî â öèòîçîëå êëåòîê ãîëîâ-
íîãî ìîçãà è ñåëåçåíêè ìûøåé ÷åðåç 5 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð ïîÿâëÿþòñÿ ôðàãìåíòû ìòÄÍÊ ðàç-
ìåðîì 1841 ïàð íóêëåîòèäîâ (ï.í.), êîòîðûå ñîõðàíÿþòñÿ â òå÷åíèå ïî êðàéíåé ìåðå 3 íåä. Êðîìå òîãî, â
öèòîçîëå êëåòîê ãîëîâíîãî ìîçãà ìûøåé ïîñëå îáëó÷åíèÿ îáíàðóæåíû è áîëåå êðóïíûå ôðàãìåíòû
ìòÄÍÊ (ðàçìåðîì 10 090 ï.í.). Ïîÿâëåíèå ôðàãìåíòîâ ìòÄÍÊ â öèòîçîëå êëåòîê ãîëîâíîãî ìîçãà ñîïðî-
âîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà êîïèé ìòÄÍÊ â ìèòîõîíäðèÿõ. Èíäóêöèþ ðåïëèêàöèè ìòÄÍÊ â
êëåòêàõ ìîçãà îáëó÷åííûõ æèâîòíûõ ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ðàçâèòèå êîìïåíñàòîðíîé ðåàêöèè â îò-
âåò íà ïîâðåæäåíèå ìòÄÍÊ. Ðåçêîå ïàäåíèå êîëè÷åñòâà êîïèé ìòÄÍÊ â ìèòîõîíäðèÿõ ñåëåçåíêè â
1-å ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ îáúÿñíÿåòñÿ ðàçâèòèåì ïðîãðàììèðóåìîé êëåòî÷íîé ãèáåëè, îäíàêî â áîëåå
ïîçäíèå ñðîêè, êàê è â ìîçãå, ìû íàáëþäàåì êîìïåíñàòîðíóþ ðåàêöèþ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìòÄÍÊ, ðåïëèêàöèÿ, ÏÖÐ, îáëó÷åíèå, ãîëîâíîé ìîçã, ñåëåçåíêà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ÈÐ — èîíèçèðóþùàÿ ðàäèàöèÿ,
ìòÄÍÊ — ìèòîõîíäðèàëüíàÿ ÄÍÊ, ï.í. — ïàðû íóêëåîòèäîâ, ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ,
ÿÄÍÊ — ÿäåðíàÿ ÄÍÊ.

Ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ ñîäåðæàò íå-
ñêîëüêî òûñÿ÷ êîïèé êîëüöåâûõ ìîëåêóë ìèòîõîíäðè-
àëüíîé ÄÍÊ (ìòÄÍÊ) ðàçìåðîì îêîëî 16 000 ï. í., íåñó-
ùèõ íàáîð ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëêè ìèòîõîíäðèàëüíîé
ýëåêòðîííî-òðàíñïîðòíîé öåïè, êîòîðàÿ îáåñïå÷èâàåò
ôóíêöèþ ÀÒÔàçû — îäíîãî èç ãëàâíûõ ôåðìåíòàòèâ-
íûõ êîìïëåêñîâ ñèíòåçà ÀÒÔ (Papa, 1996). Ñèíòåç ÀÒÔ
â ìèòîõîíäðèÿõ ñîïðîâîæäàåòñÿ ïðîèçâîäñòâîì çíà÷è-
òåëüíîãî êîëè÷åñòâà ïîáî÷íîãî ïðîäóêòà — àêòèâíûõ
ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ), ñïîñîáíûõ âûçûâàòü áîëüøå ïî-
âðåæäåíèé â ìòÄÍÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîðàçìåðíûì ó÷àñò-
êîì ÿäåðíîé ÄÍÊ (ÿÄÍÊ). Ïðè äåéñòâèè ìíîãèõ õèìè-
÷åñêèõ àãåíòîâ íà êëåòêè â ìòÄÍÊ âîçíèêàåò áîëüøå
ïîâðåæäåíèé, ÷åì â ÿÄÍÊ, ïîñêîëüêó ìèòîõîíäðèè ñïî-
ñîáíû íàêàïëèâàòü ëèïîôèëüíûå êàòèîíû (Papa, 1999).
Áûëî òàêæå ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî â ìòÄÍÊ êëåòîê,
ïîäâåðãíóòûõ äåéñòâèþ èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè, ïî-
âðåæäåíèÿ âîçíèêàþò ñ áîëüøåé ÷àñòîòîé, ÷åì â ÿÄÍÊ
(May, Bohr, 2000; Chung et al., 2001). Ïîâðåæäåíèÿ â ãå-
íàõ ìòÄÍÊ âûçûâàþò ïåðåîðèåíòèðîâêó öåïè ïåðåíîñà
ýëåêòðîíîâ, ÷òî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ïðîäóêöèè ÀÔÊ
è ðàçâèòèþ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà è ñîîòâåòñòâåííî
ôîðìèðîâàíèþ ïîâðåæäåíèé â ìòÄÍÊ (Wallace, 2001).
Òàê, â ìèòîõîíäðèÿõ îáëó÷åííûõ T-êëåòîê êðîâè ÷åëî-
âåêà íàáëþäàëè óñèëåíèå ïðîäóêöèè ÀÔÊ â òå÷åíèå íå-
ñêîëüêèõ ÷àñîâ ïîñòðàäèàöèîííîãî âðåìåíè è êàê ñëåä-

ñòâèå — óâåëè÷åíèå ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ è ìåìáðàí ýòèõ
îðãàíåëë (Ogawa et al., 2003). Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ìòÄÍÊ
áîëüøå ïîâðåæäàåòñÿ, ÷åì ÿÄÍÊ, ñèñòåìû ðåïàðàöèè
ÄÍÊ â ìèòîõîíäðèÿõ íå ôóíêöèîíèðóþò èëè ôóíêöèî-
íèðóþò ñ íèçêîé ýôôåêòèâíîñòüþ (Dianov et al., 2001;
LeDoux, Wilson, 2001; Ãàçèåâ, Ïîäëóöêèé, 2003). Áîëåå
òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áèîñèíòåç ìòÄÍÊ â êëåòêàõ è
òêàíÿõ ìëåêîïèòàþùèõ, ïîäâåðãíóòûõ ðàäèàöèîííîìó
âîçäåéñòâèþ, íå ïîäàâëÿåòñÿ òîãäà, êîãäà â ýòèõ æå óñëî-
âèÿõ ïðîèñõîäèò áëîêèðîâêà ðåïëèêàöèè ÿÄÍÊ (Chang,
Looney, 1966; Baugnet-Mahieu et al., 1970; Cleaver, 1992;
May, Bohr, 2000; Ãàçèåâ, Ïîäëóöêèé, 2003). Î÷åâèäíî,
ïîâûøåííîå êîëè÷åñòâî ïîâðåæäåíèé ìòÄÍÊ è íèçêàÿ
ýôôåêòèâíîñòü èõ ðåïàðàöèè, à òàêæå îòñóòñòâèå áëîêè-
ðîâêè ðåïëèêàöèè ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ â ìèòîõîíäðèÿõ â
çíà÷èòåëüíîé ìåðå ñïîñîáñòâóåò çàêðåïëåíèþ èçìåíå-
íèé â ìòÄÍÊ, êîòîðûå ìîãóò ïðèâîäèòü ê íàðóøåíèþ
ýíåðãîçàâèñèìûõ ïóòåé êëåòî÷íîãî ìåòàáîëèçìà, ðàçâè-
òèþ äåãåíåðàòèâíûõ ïðîöåññîâ, «ìèòîõîíäðèàëüíûõ»
áîëåçíåé è óñêîðåíèþ ñòàðåíèÿ (Lallev et al., 1993; Wal-
lace, 2001). Â ñâÿçè ñ ýòèì èññëåäîâàíèå ïîâðåæäåíèÿ
ìòÄÍÊ, çàêðåïëåíèÿ ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé â ìòÄÍÊ è
åå ñîõðàíåíèå â êëåòêàõ òêàíåé ìëåêîïèòàþùèõ, ïîäâåð-
ãíóòûõ ðàäèàöèîííîìó âîçäåéñòâèþ, ïðåäñòàâëÿåò çíà-
÷èòåëüíûé èíòåðåñ. Êàê ïîêàçûâàþò ðåçóëüòàòû èññëå-
äîâàíèé, â êëåòêàõ â óñëîâèÿõ ïîâûøåííîãî îêèñëèòåëü-
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íîãî ñòðåññà è, âîçìîæíî, ïîñëå âîçäåéñòâèÿ äðóãèõ
ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ íàðÿäó ñ ïîâðåæäåíèåì ìòÄÍÊ
è ôîðìèðîâàíèåì â íåé ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîåê íàáëþ-
äàåòñÿ èíäóêöèÿ áèîãåíåçà ìèòîõîíäðèé è (èëè) ïîëè-
ïëîèäèçàöèè ìòÄÍÊ (Lee et al., 2000; Yen et al., 2002; Ni-
soli et al., 2003; Carew et al., 2004; Kamal, French, 2004;
Kang, Hamasaki, 2005).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè ïîÿâëåíèå
ôðàãìåíòîâ ìòÄÍÊ â öèòîçîëå êëåòîê òêàíåé ãîëîâíîãî
ìîçãà è ñåëåçåíêè è èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà êîïèé ìòÄÍÊ
â êëåòêàõ ýòèõ æå òêàíåé ìûøåé â ðàçëè÷íîå âðåìÿ ïî-
ñëå âîçäåéñòâèÿ íà íèõ èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè èñïîëüçîâàëè ìûøåé ëè-
íèè Balb/C, ïîëó÷åííûõ èç ïèòîìíèêà ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ æèâîòíûõ ôèëèàëà Èíñòèòóòà áèîîðãàíè÷åñêîé
õèìèè ÐÀÍ (Ïóùèíî). Îáëó÷åíèå â äîçå 5 Ãð ïðîâîäè-
ëè íà óñòàíîâêå ÃÓÁÅ (Co), ìîùíîñòü îáëó÷åíèÿ —
1.8 Ãð/ìèí. Ïîñëå îáëó÷åíèÿ ìûøåé ñîäåðæàëè â ñòàí-
äàðòíûõ óñëîâèÿõ âèâàðèÿ ÈÒÝÁ ÐÀÍ. ×åðåç îïðåäåëåí-
íûå ñðîêè ïîñëå îáëó÷åíèÿ (5, 24, 72 ÷ è 7 ñóò) ìûøåé
äåêàïèòèðîâàëè è èçâëåêàëè òêàíè æèâîòíûõ. Â ðàáîòå
èñïîëüçîâàëè ðåàãåíòû ïðîèçâîäñòâà êîìïàíèè Sig-
ma-Aldrich (ÑØÀ), äëÿ ïðîâåäåíèÿ ôåðìåíòàòèâíûõ ðå-
àêöèé — êîìïàíèè Invitrogen (ÑØÀ).

Â û ä å ë å í è å ì è ò î õ î í ä ð è é ì î ç ã à. Ìèòîõîíä-
ðèè âûäåëÿëè èç ìîçãà ìûøåé ñîãëàñíî ìåòîäèêå (Brus-
tovetsky, Dubinsky, 2002). Ïîñëå äåêàïèòàöèè ìîçã áûñò-
ðî èçâëåêàëè è ïîìåùàëè â ëåäÿíóþ ñðåäó âûäåëåíèÿ
(ÑÂ), ñîäåðæàùóþ: ìàííèò — 225 ìÌ, ñàõàðîçà —
75 ìÌ, ÝÃÒÀ — 1 ìÌ, áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí
(ÁÑÀ) — 0.1 % è HEPES — 10 ìÌ, pH 7.4. Èçîëèðîâàí-
íûé ìîçã ïðîìûâàëè 2—3 ðàçà â ëåäÿíîé ÑÂ, çàòåì èç-
ìåëü÷àëè õèðóðãè÷åñêèìè íîæíèöàìè â ÷àøêå Ïåòðè ñ
íåáîëüøèì êîëè÷åñòâîì ÑÂ. Èçìåëü÷åííóþ òêàíü ïîìå-
ùàëè â ñòåêëÿííûé ãîìîãåíèçàòîð ñ òåôëîíîâûì ïåñòè-
êîì, ïðèëèâàëè ëåäÿíóþ ÑÂ (9 îáúåìíûõ ÷àñòåé) è
ãîìîãåíèçèðîâàëè âðó÷íóþ 3—4 ïðîõîäàìè ïåñòèêà. Ê
ïîëó÷åííîìó ãîìîãåíàòó ïðèëèâàëè ðàâíûé îáúåì ÑÂ
è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 2° C ïðè óñêîðåíèè 2000 g
10 ìèí. Ñóïåðíàòàíò ïåðåíîñèëè â ÷èñòóþ ïðîáèðêó è
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè óñêîðåíèè 12 000 g 10 ìèí. Ñó-
ïåðíàòàíò ïðèíèìàëè çà öèòîçîëüíóþ ôðàêöèþ, à ïîëó-
÷åííûé îñàäîê ìèòîõîíäðèé ðåñóñïåíäèðîâàëè â 20 ìë
ñðåäû, ñîäåðæàùåé: ìàííèò — 225 ìÌ, ñàõàðîçà — 75 è
HEPES — 10 ìÌ. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè óñêîðå-
íèè 12 000 g â òå÷åíèå 10 ìèí îñàäîê ìèòîõîíäðèé èñïî-
ëüçîâàëè äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ. Èçìåðåíèå êîëè÷åñòâà áåë-
êà â èçîëèðîâàííûõ ìèòîõîíäðèÿõ ïðîâîäèëè ìåòîäîì
Ëîóðè ñ èñïîëüçîâàíèåì ÁÑÀ â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà.

Â û ä å ë å í è å Ä Í Ê. Ê 30 ìêë ôðàêöèè ìèòîõîíäðèé
äîáàâëÿëè 210 ìêë ëèçèðóþùåãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà
(4 Ì òèîöèàíàòà ãóàíèäèíà, 25 ìÌ íàòðèÿ öèòðàò,
pH 7.0, è 0.5%-íûé ñàðêîçèë), 30 ìêë 1 Ì Òðèñ-HCl,
pH 8.0, 30 ìêë 4 Ì NaCl, 350 ìêë ôåíîëà, íàñûùåííîãî
Òðèñ-HCl, pH 8.0, è 60 ìêë õëîðîôîðìà, ãîìîãåíèçèðî-
âàëè, îñòàâëÿÿ â õîëîäèëüíèêå íà 20 ìèí, çàòåì öåíòðè-
ôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 3 ìèí ïðè 6000 îá/ìèí íà öåíòðè-
ôóãå Eppendorf 5415. Ê âîäíîé ôàçå äîáàâëÿëè äâà îáúå-
ìà 96%-íîãî ýòàíîëà è îñòàâëÿëè íà íî÷ü (–20° C).
Îñàäîê äâàæäû ïðîìûâàëè 70%-íûì ñïèðòîì, ïîäñóøè-
âàëè íà âîçäóõå è ðàñòâîðÿëè â 50 ìêë áóôåðíîãî ðàñò-

âîðà ÒÅ (10 ìÌ, Òðèñ-HCl, pH 8.0, è 1 ìÌ ÝÄÒÀ). ÄÍÊ
öèòîçîëüíîé ôðàêöèè âûäåëÿëè ñîðáöèåé íà ìàãíèòíûõ
ñîðáåíòàõ. Öèòîçîëüíóþ ôðàêöèþ ñìåøèâàëè ñ ðàâíûì
îáúåìîì ëèçèðóþùåãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà (4 Ì òèî-
öèàíàòà ãóàíèäèíà, 25 ìÌ íàòðèÿ öèòðàòà, pH 7.0, è
0.5%-íûé ñàðêîçèë). Ê àëèêâîòå ëèçàòà äîáàâëÿëè 1/10 îáú-
åìà 1 Ì Òðèñ-HCl, pH 8.0, NaCl äî êîíå÷íîé êîíöåíòðà-
öèè 1 Ì è 10—15 ìêë ìàãíèòíûõ ñîðáåíòîâ. Ïîñëå èí-
êóáàöèè â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 55° C ïðîâîäèëè ñâÿçûâà-
íèå ìàãíèòíûõ ñîðáåíòîâ â ìàãíèòíîì ïîëå. Ýëþöèþ
ÄÍÊ ñ ñîðáåíòîâ îñóùåñòâëÿëè â áóôåðíîì ðàñòâîðå
ÒÅ â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 65° C.

Ï î ë è ì å ð à ç í ó þ ö å ï í ó þ ð å à ê ö è þ (ÏÖÐ) ïðî-
âîäèëè â îáúåìå 20 ìêë â áóôåðíîì ðàñòâîðå, ñîäåðæà-
ùåì 10 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 8.3, 50 ìÌ KCl, 0.2 ìÌ dNTPs,
1.6 ìÌ Mg2+, 250 íÌ êàæäîãî ïðàéìåðà, 2 åä. Taq
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû (äëÿ íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ôðàãìåí-
òîâ — 1841 ï. í. è íèæå), 2 åä. Taq-ïîëèìåðàçû è 0.4 åä.
Pfu-ïîëèìåðàçû (äëÿ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ ôðàãìåí-
òîâ — áîëüøå ÷åì 1841 ï. í.). Àìïëèôèêàöèþ ôðàãìåí-
òîâ ïðîâîäèëè ñ ïðàéìåðàìè, óêàçàííûìè â òàáëèöå.
Àìïëèôèêàöèþ ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç öèòîçîëüíîé ôðàê-
öèè, ïðîâîäèëè ïðè 40 öèêëàõ, èç ìèòîõîíäðèàëüíîé
ôðàêöèè — ïðè 28 öèêëàõ. Âèçóàëèçàöèþ ïîëó÷åííûõ
ôðàãìåíòîâ îñóùåñòâëÿëè ïðè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîì
ðàçäåëåíèè â 1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå â áóôåðíîì ðàñòâî-
ðå, ñîäåðæàùåì 10 ìÌ Òðèñ-àöåòàò è 1 ìÌ ÝÄÒÀ. Ãåëü
îêðàøèâàëè áðîìèñòûì ýòèäèåì è ôîòîãðàôèðîâàëè.

Ï Ö Ð â ð å à ë ü í î ì â ð å ì å í è ïðîâîäèëè íà àìïëè-
ôèêàòîðå MX3000 (Stratagene). Äëÿ ðåãèñòðàöèè êîëè÷å-
ñòâà ìòÄÍÊ èñïîëüçîâàëè äóïëåêñíóþ ñèñòåìó àìïëè-
ôèêàöèè ñ îäíîâðåìåííîé ðåãèñòðàöèåé ôëóîðåñöåíöèè

Ýëèìèíàöèÿ ìòÄÍÊ èç ìèòîõîíäðèé è àêòèâàöèÿ åå ðåïëèêàöèè â êëåòêàõ 685

Îëèãîíóêëåîòèäû, èñïîëüçîâàííûå äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ

Íàçâàíèå Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 5�-3�
Ïðîäóêò

(ï. í.)

Co1F CCCAATTCTCTACCAGCATC 343

Co1R GGCTCATAGTATAGCTGGAG

MAF CGACAGCTAAGACCCAAACTGGG 316

MAR CCCATTTCTTCCCATTTCATTGGC

Dlfor CTATTAATCTACCATCCTCCGTGA 349

Dlrev TAGGTGATTGGGTTTTGCGGACTA

Mmit1for GCCAGCCTGACCCATAGCCATAA
TAT

10090

Mmit1rev GAGAGATTTTATGGGTGTAATGC
GG

Mmit2for CCCAGCTACTACCATCATTCAAGT 117

Mmit2probe JOE-TTGCCGCTACCCCAATCCCTC
CTTCCAACAT-BHQ2

MC1F CCACTCATTCATTGACCTACCT
GCC

1841

Dlrev TAGGTGATTGGGTTTTGCGGACTA

Pro3betaF AGAGGGAAATCGTGCGTGAC 153

Pro4betaR CAATAGTGATGACCTGGCCGT

Pro5betaprobe Rox-CACTGCCGCATCCTCTTCCTC
CC-BHQ

gapdhF GTGAGGGAGATGCTCAGTGT 201

gapdhR CTGGCATTGCTCTCAATGAC



ïî äâóì äëèíàì âîëí. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì îïèñàííûõ âûøå ðåàãåíòîâ. Ïðàéìåðû è çîíäû, èñ-
ïîëüçîâàííûå äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ìòÄÍÊ,
óêàçàíû â òàáëèöå.

È ñ ñ ë å ä î â à í è å í ó ê ë å à ç í î é à ê ò è â í î ñ ò è ö è -
ò î ç î ë å é ã î ë î â í î ã î ì î ç ã à è ñ å ë å ç å í ê è. Ðåàêöèþ
ïðîâîäèëè â îáúåìå 50 ìêë. Â ñðåäó, ñîäåðæàùóþ
10 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.5, 1 ìÌ Mg2+ è 2 ìÌ Ca2+, äîáàâ-
ëÿëè 2 ìêã âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ÄÍÊ òèìóñà òåëåíêà è
öèòîçîëüíóþ ôðàêöèþ ìîçãà (50 ìêã áåëêà) è èíêóáèðî-
âàëè ïðè 37° C â òå÷åíèå 24 ÷. Ïîñëå õëîðîôîðìíîãî
ðàçäåëåíèÿ è îñàæäåíèÿ â ñïèðòå îáðàçöû ðàçäåëÿëè
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â 2%-íîé àãàðîçå â ÒÀÅ-áóôåðíîì
ðàñòâîðå. Ãåëü îêðàøèâàëè áðîìèñòûì ýòèäèåì è ôîòî-
ãðàôèðîâàëè.

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ âûõîäà ÄÍÊ èç ìèòîõîíäðèé íå-
îáõîäèìî áûëî îöåíèòü ìåòîäè÷åñêèå âîçìîæíîñòè, ïî-
ñêîëüêó ïðåäñòîÿëî àíàëèçèðîâàòü åäèíè÷íûå êîïèè
ìòÄÍÊ â öèòîçîëüíîé ôðàêöèè êëåòîê. Åñòåñòâåííî, ÷òî
ïðè âûäåëåíèè ìèòîõîíäðèé â ïðîöåññå ãîìîãåíèçàöèè
è öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ÷àñòü êëåòî÷íûõ îðãàíåëë ïîäâåð-
ãàåòñÿ ìåõàíè÷åñêîìó ðàçðóøåíèþ. Ðàçðóøåííûå ñòðóê-
òóðû è ìàêðîìîëåêóëû ìîãóò ïðèëèïàòü ê ìèòîõîíäðè-
ÿì, à ãëàâíîå, ñîçäàâàòü èñêóññòâåííûé ïóë ìîëåêóë â
öèòîçîëå. Âñëåäñòâèå ýòîãî áûëè ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåí-
òû ïî óñòàíîâëåíèþ ôîíîâîãî óðîâíÿ ìèòîõîíäðèàëüíîé
è ÿäåðíîé ÄÍÊ, ïðèñóòñòâóþùåãî â öèòîçîëüíîé ôðàê-
öèè êëåòîê ìîçãà êîíòðîëüíûõ ìûøåé.

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíî ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäå-
ëåíèå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ãåíà gapdh èç öèòîçîëüíîé ôðàê-
öèè ìîçãà è èç ãîìîãåíàòà òêàíè ìîçãà. Òîòàëüíóþ ÄÍÊ
èç êëåòîê ìîçãà âûäåëÿëè ìåòîäîì ôåíîë-õëîðîôîðìíî-
ãî ðàçäåëåíèÿ ñ ïîñëåäóþùèì îñàæäåíèåì ñïèðòîì.
Ïðîâîäèëîñü ïîñëåäîâàòåëüíîå ðàçâåäåíèå êîëè÷åñòâà
òîòàëüíîé ÄÍÊ â ÏÖÐ îò 100 íã äî 1 ôã. Ñëàáàÿ ïîëîñêà
àìïëèôèöèðîâàííîãî ôðàãìåíòà ãåíà gapdh ïðèñóòñòâî-
âàëà ïðè ðàçâåäåíèè òîòàëüíîé ÄÍÊ äî 1 ôã. Èñïîëüçî-
âàòü ýòîò æå ìåòîä âûäåëåíèÿ ÄÍÊ èç öèòîçîëüíîé
ôðàêöèè íå ïðåäñòàâëÿëîñü âîçìîæíûì èç-çà íèçêîãî
ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ. Ìåòîä ñîðáöèè íà ìàãíèòíûõ ñîðáåí-
òàõ ïîçâîëèë âûäåëèòü ÄÍÊ èç ðàñòâîðîâ ñ ÷ðåçâû÷àéíî
íèçêèì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ, íî áûëî íåâîçìîæíî îïðåäå-
ëèòü åå êîíöåíòðàöèþ. Â ñâÿçè ñ ýòèì êîëè÷åñòâåííîé
õàðàêòåðèñòèêîé îáðàçöà ÄÍÊ ìîãëî ñëóæèòü ïîñëåäî-

âàòåëüíîå ïîðÿäêîâîå ðàçâåäåíèå ïðåïàðàòà ÄÍÊ. Íà
ðèñ. 1 âèäíî, ÷òî ïðè âíåñåíèè 2 ìêë ÄÍÊ, âûäåëåííîé
èç öèòîçîëÿ, â ÏÖÐ íà ýëåêòðîôîðåãðàììå ðåãèñòðèðóåò-
ñÿ ïîëîñà àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòà (ðèñ. 1, äîðîæêà 2).
Ïðè ðàçâåäåíèè ýòîãî îáðàçöà â 10 ðàç ïîëîñà ïðàêòè÷å-
ñêè ïðîïàäàåò (ðèñ. 1, äîðîæêà 3). Ýòî êîððåëèðóåò ñ 10
è 1 ôã òîòàëüíîé ÄÍÊ ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1, äîðîæ-
êè 8, 9). Àíàëîãè÷íûì îáðàçîì ìû çàðåãèñòðèðîâàëè
ñëåäîâûå êîëè÷åñòâà ìòÄÍÊ. Òàêèì îáðàçîì, ìû ñäåëà-
ëè âûâîä î òîì, ÷òî îïèñûâàåìûå ìåòîäè÷åñêèå ïîäõîäû
ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïðîáëåìû
ìòÄÍÊ èç ìèòîõîíäðèé.

Ïðè àìïëèôèêàöèè ìòÄÍÊ öèòîçîëüíîé ôðàêöèè
êëåòîê ìîçãà è ñåëåçåíêè êîíòðîëüíûõ ìûøåé îáíàðó-
æåíû ôðàãìåíòû ìòÄÍÊ ðàçìåðîì îò 100 äî 2000 ï.í. ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ, óêàçàííûõ â òàáëèöå. Íà
ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåí ôðàãìåíò ìòÄÍÊ ðàçìåðîì 1841 ï.í.
Ìîæíî âèäåòü, ÷òî â êëåòêàõ ìîçãà ÷åðåç 5, 24—48 è
72 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ íàáëþäàåòñÿ çàìåòíîå óâåëè÷åíèå
ôðàãìåíòîâ (ðèñ. 2, à). Ôðàãìåíò ìòÄÍÊ ðàçìåðîì
10 090 ï.í. ó êîíòðîëüíûõ ìûøåé îòñóòñòâóåò (ðèñ. 2, â,
äîðîæêà 5), òîãäà êàê ÷åðåç 5 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ôðàã-
ìåíò îò÷åòëèâî ðåãèñòðèðóåòñÿ. Áîëåå òîãî, â öèòîçîëå
îáëó÷åííûõ â äîçå 5 Ãð ìûøåé ôðàãìåíòû ìòÄÍÊ ðàç-
ìåðîì 10 090 ï.í. ñîõðàíÿþòñÿ â òå÷åíèå âñåãî ñðîêà íà-
áëþäåíèÿ, âïëîòü äî 1 íåä (ðèñ. 2, â, äîðîæêè 6—10).
Ìîæíî áûëî áû ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÈÐ íàðóøàåò ñòðóê-
òóðó ìèòîõîíäðèé, âñëåäñòâèå ÷åãî â ïðîöåññå âûäåëå-
íèÿ îíè áîëåå ïîäâåðæåíû ðàçðóøåíèþ. Îäíàêî ðåçóëü-
òàòû èññëåäîâàíèé ïî èçìåðåíèþ àêòèâíîñòè ìàòðèêñ-
íîãî ôåðìåíòà ìèòîõîíäðèé — öèòðàòñèíòàçû — â
öèòîçîëüíîé ôðàêöèè êëåòîê ìîçãà ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî ÈÐ â äîçå 5 Ãð íå âûçûâàåò ïîâðåæäåíèé ìèòî-
õîíäðèé â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì â êîíòðîëå (Patrushev et
al., 2006).

Ó êîíòðîëüíûõ ìûøåé â öèòîçîëå ñïëåíîöèòîâ òàê-
æå ðåãèñòðèðóåòñÿ íåêèé óðîâåíü ôðàãìåíòîâ ìèòîõîíä-
ðèàëüíîé ÄÍÊ ðàçìåðîì äî 2000 ï.í. Êàê è â öèòîçîëå
êëåòîê ìîçãà, â öèòîçîëå êëåòîê ñåëåçåíêè ÷åðåç 5 ÷ ïîñëå
îáëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð êîëè÷åñòâî ôðàãìåíòîâ ìòÄÍÊ
ðàçìåðîì 1841 ï.í. óâåëè÷åíî (ðèñ. 2, á, äîðîæêà 2). Â
áîëåå ïîçäíèå ñðîêè ïîñëå îáëó÷åíèÿ óðîâåíü àìïëèôè-
öèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ ëèáî âîçâðàùàåòñÿ ê êîíòðîëü-
íîìó, ëèáî ñíèæàåòñÿ íèæå êîíòðîëÿ (ðèñ. 2, á, äîðîæ-
êè 3, 4). Àìïëèôèêàöèþ ôðàãìåíòîâ ìòÄÍÊ ðàçìåðîì
10 090 ï.í. íå óäàëîñü ïîëó÷èòü â öèòîçîëå êëåòîê ñå-
ëåçåíêè íè ó êîíòðîëüíûõ, íè ó îáëó÷åííûõ ìûøåé
(ðèñ. 2, â). Ìû ïîëàãàåì, ÷òî â ñåëåçåíêå, êàê è â ìîçãå,

686 Ì. Â. Ïàòðóøåâ, Â. Å. Ïàòðóøåâà è äð.

Ðèñ. 1. Àìïëèôèêàöèÿ ôðàãìåíòà ãåíà gapdh öèòîçîëüíîé ôðàêöèè è òîòàëüíîé ÄÍÊ êëåòîê ìîçãà êîíòðîëüíûõ ìûøåé.

Äîðîæêè: 1 — ìàðêåð, 2 — 2 ìêë, 3 — 0.2 ìêë, 4 — 0.02 ìêë öèòîçîëüíîé ôðàêöèè â ÏÖÐ, 5 — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü ÏÖÐ, 6 — 1 ïã, 7 — 100 ôã, 8 —
10 ôã, 9 — 1 ôã òîòàëüíîé ÄÍÊ.

Fig. 1. Amplification of gapdh gene fragment. Isolation of DNA from a cytosol fraction and from a homogenate of brain tissue of non-irra-
diated mice (control group).

1 — DNA weight marker, 2 — 2 ml, 3 — 0.2 ml, 4 — 0.02 ml of DNA a cytosol fraction in PCR reaction, 5 — negative control of PCR, 6 — 1 pg, 7 — 100 fg, 8 —
10 fg, 9 — 1 fg of total DNA.



â îòâåò íà îáëó÷åíèå ïðîèñõîäèò âûõîä ôðàãìåíòîâ
ìòÄÍÊ â öèòîçîëü êëåòîê. Îäíàêî óðîâåíü ýíäîíóêëåàç-
íîé àêòèâíîñòè â ñïëåíîöèòàõ, èíäóöèðîâàííîé îáëó÷å-
íèåì, íàñòîëüêî âûñîê, ÷òî íå ïîçâîëÿåò ñîõðàíèòüñÿ â
öèòîçîëå ôðàãìåíòàì ðàçìåðîì 10 090 ï. í., è äàæå ôðàã-
ìåíòû 1841 ï. í. ïîäâåðãàþòñÿ äåãðàäàöèè. Èìåííî ýòèì
îáúÿñíÿåòñÿ ñíèæåíèå óðîâíÿ àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòà
1841 ï. í. ÷åðåç 24 ÷ è 72 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â ñåëåçåíêå.
Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ìû ïðîàíàëèçèðîâà-
ëè ÄÍÊ-äåãðàäèðóþùóþ ñïîñîáíîñòü öèòîçîëüíûõ
ôðàêöèé êëåòîê ìîçãà è ñåëåçåíêè ìûøåé.

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíà íóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü öèòî-
çîëüíûõ ôðàêöèé êëåòîê ìîçãà è ñåëåçåíêè êîíòðîëüíûõ
è îáëó÷åííûõ â äîçå 5 Ãð ìûøåé. Èíêóáàöèÿ â òå÷åíèå
1 ñóò âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ÄÍÊ ñ áåëêàìè öèòîçîëüíîé
ôðàêöèè ñïëåíîöèòîâ ïðèâîäèò ê ïîëíîé äåãðàäàöèè
ÄÍÊ. Ìåæíóêëåîñîìíàÿ ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ â ñïëåíîöè-
òàõ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ìëåêîïèòàþùèõ â ëåòàëüíûõ äîçàõ
õîðîøî èçâåñòíà. Â ïîëíîì ñîîòâåòñòâèè ñ èìåþùèìèñÿ
ïðåäñòàâëåíèÿìè ìû íàáëþäàëè ãèáåëü êëåòîê ñåëåçåí-
êè ïî òèïó àïîïòîçà. Íóæíî îòìåòèòü, ÷òî íóêëåàçíîé
àêòèâíîñòüþ îáëàäàåò è öèòîçîëüíàÿ ôðàêöèÿ êëåòîê

ìîçãà (ðèñ. 3), îäíàêî îíà çíà÷èòåëüíî ìåíåå âûðàæåíà è
ëèáî íåäîñòàòî÷íà äëÿ äåãðàäàöèè áîëüøèõ ôðàãìåíòîâ
ìòÄÍÊ ìîçãà, ëèáî íå èìååò ñïåöèôè÷íîñòè, ëèáî ôðàã-
ìåíòû ìòÄÍÊ àññîöèèðîâàíû ñ áåëêàìè, çàùèùàþùèìè
îò äåéñòâèÿ íóêëåàç. Ïîÿâëåíèå ôðàãìåíòîâ ìòÄÍÊ â
öèòîçîëå êëåòîê ìîçãà è ñåëåçåíêè ïðè îáëó÷åíèè ìû-
øåé â ëåòàëüíûõ äîçàõ ìîæíî áûëî áû îáúÿñíèòü íàðó-
øåíèåì öåëîñòíîñòè îðãàíåëëû. Îäíàêî, êàê ñëåäóåò èç

Ýëèìèíàöèÿ ìòÄÍÊ èç ìèòîõîíäðèé è àêòèâàöèÿ åå ðåïëèêàöèè â êëåòêàõ 687

Ðèñ. 2. Àìïëèôèêàöèÿ ôðàãìåíòîâ ìòÄÍÊ öèòîçîëÿ êëåòîê ìîçãà è ñåëåçåíêè êîíòðîëüíûõ è îáëó÷åííûõ â äîçå 5 Ãð ìûøåé.

à, á — ôðàãìåíò 1841 ï. í.; â — ôðàãìåíò 10 090 ï. í. à, á: 1 — êîíòðîëü, 2 — 5 ÷, 3 — 24/48 ÷, 4 — 1 íåä ïîñëå îáëó÷åíèÿ. â: 1 — ìàðêåð, 2—4 — ìòÄÍÊ
êëåòîê ñåëåçåíêè. 2 — ìèòîõîíäðèè êîíòðîëüíûõ ìûøåé, 3 — öèòîçîëü êîíòðîëüíûõ ìûøåé, 4 — öèòîçîëü îáëó÷åííûõ ìûøåé. 5—10 — ìòÄÍÊ êëå-

òîê ìîçãà. 5 — öèòîçîëü êîíòðîëüíûõ ìûøåé, 6 — 5 ÷, 7 — 24 ÷, 8 — 48 ÷, 9 — 72 ÷, 10 — 1 íåä ïîñëå îáëó÷åíèÿ, 11 — êîíòðîëü ÏÖÐ.

Fig. 2. Amplification of mtDNA fragments located in the cytosol of brain and spleen cells of irradiated (5 Gy) and non-irradiated mice.

à, á — 1841 b.p. fragment; â — 10 090 b.p. fragment. à, á: 1 — control mice, 2 — 5 h, 3 — 24/48 h, 4 — 1 week after irradiation. â: 1 — DNA weight marker,
2—4 — spleen mtDNA. 2 — DNA isolated from spleen of non-irradiated mice, 3 — DNA isolated from the cytosol spleen cells of non-irradiated mice, 4 — the cy-
tosol of spleen cells of mice after irradiation. 5—10 — mtDNA isolated from brain cells. 5 — DNA isolated from the cytosol of brain cells of non-irradiated mice,

6 — 5 h, 7 — 24 h, 8 — 48 h, 9 — 72 h, 10 — 1 week after irradiation, 11 — negative control of PCR.

Ðèñ. 3. Ýëåêòðîôîðåãðàììû ÄÍÊ òèìóñà òåëåíêà ïîñëå åå èí-
êóáàöèè ñ ôðàêöèÿìè öèòîçîëÿ èç êëåòîê ãîëîâíîãî ìîçãà è ñå-

ëåçåíêè îáëó÷åííûõ ìûøåé.

Ôðàêöèè öèòîçîëÿ ïîëó÷àëè èç òêàíåé æèâîòíûõ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå èõ îá-
ëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð. 1, 3 — ôðàêöèè öèòîçîëÿ èç ãîëîâíîãî ìîçãà: 1 —
+3 ìÌ ÝÄÒÀ, 3 — áåç ÝÄÒÀ. 2, 4 — ôðàêöèè öèòîçîëÿ èç ñåëåçåíêè: 2 —

+3 ìÌ ÝÄÒÀ, 4 — áåç ÝÄÒÀ.

Fig. 3. Electrophoresis of calf thymus DNA after incubation with
cytosol fractions of brain and spleen cells of irradiated mice.

Fractions of cytosol were purified were purified in 24 h after irradiation
(5 Gy). 1, 3 — brain cytosol: 1 — 3 mM EDTA free, 3 — without EDTA.

2, 4 — spleen cytosol: 2 — 3 mM EDTA free, 4 — without EDTA.



äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòîâ, ýòîãî íå ïðîèñõîäèò. Íàìè
áûëà ïðîâåäåíà êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà äèíàìèêè èç-
ìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà êîïèé ìòÄÍÊ íåïîñðåäñòâåííî â
ìèòîõîíäðèÿõ. Êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà îñóùåñòâëÿëàñü
ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ÄÍÊ, âûäåëåííîé íåïîñðåäñòâåííî èç ìèòîõîíäðèàëü-
íîé ôðàêöèè. Êàê âèäíî íà ðèñ. 4, â ìèòîõîíäðèÿõ ìîçãà
ïðîèñõîäèò ðåçêîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êîïèé ìòÄÍÊ
÷åðåç 5 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ìûøåé â äîçå 5 Ãð. Ïîâûøåí-
íûé óðîâåíü ñîõðàíÿåòñÿ â òå÷åíèå 1 ñóò, çàòåì ïîñòå-
ïåííî ñíèæàåòñÿ â òå÷åíèå 1 íåä, íî âñå åùå çàìåòíî
ïðåâûøàåò êîíòðîëüíûå çíà÷åíèÿ.

Â ñåëåçåíêå îáëó÷åííûõ ìûøåé êîëè÷åñòâî êîïèé
ìòÄÍÊ ïàäàåò ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Â áîëåå
ïîçäíèå ñðîêè êîëè÷åñòâî êîïèé ïðèáëèæàåòñÿ ê êîíò-

ðîëüíîìó óðîâíþ (ðèñ. 4). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,
÷òî ðàçâèâàåòñÿ êîìïåíñàòîðíàÿ ðåàêöèÿ â îòâåò íà ìàñ-
ñîâóþ ãèáåëü ñïëåíîöèòîâ.

Îáñóæäåíèå

Ðåçóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâàíèé äåìîíñòðèðóþò,
÷òî ïðè îáëó÷åíèè ìûøåé â âûñîêèõ äîçàõ â öèòîçîëå
êëåòîê ïîÿâëÿþòñÿ ôðàãìåíòû ìòÄÍÊ. Ðàçìåð ýòèõ ìè-
òîõîíäðèàëüíûõ ôðàãìåíòîâ â ðàçíûõ òêàíÿõ âàðüèðóåò
îò 2 äî 10 òûñ. ï.í., ÷òî ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñóùåñòâåí-
íóþ ÷àñòü ìèòîõîíäðèàëüíîãî ãåíîìà.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îòêðûòèå ìèòîõîíä-
ðèàëüíîé öèêëîñïîðèí-À-÷óâñòâèòåëüíîé ïîðû (ÐÒÐ)
ïðèâîäèò ê âûõîäó ôðàãìåíòîâ ìòÄÍÊ èç ìèòîõîíäðèé
ðàçìåðîì îò 0.3 äî 2.0 òûñ. ïàð îñíîâàíèé (Patrushev et al.,
2004).

Ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùèõ ýêñïåðèìåíòàõ äàííûå
äàþò îñíîâàíèå ïîëàãàòü, ÷òî ïîÿâëåíèå ôðàãìåíòîâ
ìòÄÍÊ â öèòîçîëå êëåòîê ãîëîâíîãî ìîçãà è ñåëåçåíêè
ïîñëå îáëó÷åíèÿ ìûøåé ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì íàðóøå-
íèÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìèòîõîíäðèé. Ýëèìèíèðóåìûå
èç ìèòîõîíäðèé ñåëåçåíêè ôðàãìåíòû ÄÍÊ íå ïðåâûøà-
þò 2000 ï.í., ïîñêîëüêó ïîäâåðãàþòñÿ äåãðàäàöèè â ïðî-
öåññå àïîïòîçà, òàê êàê ÈÐ ÿâëÿåòñÿ ýôôåêòèâíûì èí-
äóêòîðîì ïðîãðàììèðóåìîé ãèáåëè ýòèõ êëåòîê (Nisoli et
al., 2003; Kutsyi et al., 2005). Â öèòîçîëå êëåòîê ìîçãà îá-
ëó÷åííûõ æèâîòíûõ ðåãèñòðèðóþòñÿ ôðàãìåíòû ìòÄÍÊ
ðàçìåðîì áîëåå 10 000 ï.í., êîòîðûå ñîõðàíÿþòñÿ â òå÷å-
íèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè. Âîçìîæíî, ðåãèñòðèðóåìûå
íàìè â öèòîçîëå ôðàãìåíòû îáðàçóþò êîìïëåêñû ñ áåë-
êàìè èëè çàìûêàþòñÿ â êîëüöî è ïîýòîìó ìåíåå ïîäâåð-
æåíû ýíäî- è ýêçîíóêëåàçíîé äåãðàäàöèè. Ðàíåå â ðÿäå
èññëåäîâàíèé áûëî ïîêàçàíî óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ
âíåêëåòî÷íîé ìòÄÍÊ â ñûâîðîòêå èëè ïëàçìå êðîâè æè-
âîòíûõ è ÷åëîâåêà ïðè ñòàðåíèè, ó ïàöèåíòîâ ñ îïóõîëå-
âîé ïàòîëîãèåé, à òàêæå ïðè ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèÿõ
(Katsumata et al., 1994; Midgley et al., 1995; Yoneda et al.,
1995; Chiappini et al., 2004). Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåä-
ïîëàãàòü, ÷òî âûáðàñûâàåìûå èç ìèòîõîíäðèé â öèòî-
çîëü ôðàãìåíòû ÄÍÊ ìîãóò â êîíå÷íîì ñ÷åòå óâåëè÷è-
âàòü èõ ñîäåðæàíèå â ïëàçìå êðîâè è ñëóæèòü äèàãíîñòè-
÷åñêèì ìàðêåðîì (Chiappini et al., 2004).

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ íàðÿäó ñ ïåðåõîäîì ìòÄÍÊ
â öèòîçîëü êëåòîê ñåëåçåíêè îáëó÷åííûõ ìûøåé ìû îá-
íàðóæèëè ñíèæåíèå êîïèé ìòÄÍÊ â ìèòîõîíäðèàëüíîé
ôðàêöèè â 1-å ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Ñíèæåíèå êîïèé
ìòÄÍÊ â êëåòêàõ òêàíåé ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ ÿâëÿåòñÿ
êðèòè÷åñêèì ñîáûòèåì, ñ êîòîðûì ñâÿçàíû âîçíèêíîâå-
íèå ìèòîõîíäðèàëüíîé äèñôóíêöèè è ðàçâèòèå ðàçëè÷-
íûõ ïàòîëîãèé (Lallev et al., 1993; Papa, 1996; Chung et
al., 2001). Â ïîñòðàäèàöèîííûé ïåðèîä ïîñëå ðåçêîãî
ñíèæåíèÿ ïðîèñõîäèò ïîñòåïåííîå âîññòàíîâëåíèå êî-
ëè÷åñòâà êîïèé, ÷òî îáóñëîâëåíî àêòèâàöèåé ðåïëèêà-
öèè ñîõðàíèâøèõñÿ êîïèé ìòÄÍÊ â ìèòîõîíäðèÿõ. Êàê
èçâåñòíî, ìòÄÍÊ ìîæåò ðåïëèöèðîâàòüñÿ íåçàâèñèìî îò
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê è îò ðåïëèêàöèè
ÿÄÍÊ. Â òî âðåìÿ êàê ñèíòåç ÿÄÍÊ â êëåòêàõ ìëåêîïèòà-
þùèõ ïðîòåêàåò â îãðàíè÷åííûé ïåðèîä êëåòî÷íîãî
öèêëà, â S-ôàçå, ñèíòåç ìòÄÍÊ ïðîèñõîäèò âî âñåõ ôàçàõ
êëåòî÷íîãî öèêëà (Wong, Boles, 2005). Ïðè ïîâðåæäåíèè
ÿÄÍÊ â êëåòêå åå ðåïëèêàöèÿ áëîêèðóåòñÿ èíäóöèáåëü-
íîé ñèñòåìîé êîíòðîëÿ ðàçâèòèÿ êëåòî÷íîãî öèêëà äî çà-
âåðøåíèÿ ðåïàðàöèè (Shadel, Clayton, 1997). Îäíàêî, êàê
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Ðèñ. 4. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà êîïèé ìòÄÍÊ â ìèòî-
õîíäðèÿõ êëåòîê ãîëîâíîãî ìîçãà (à) è ñåëåçåíêè (á) ïðè îáëó-

÷åíèè ìûøåé â äîçå 5 Ãð.

Ïàðàìåòð DCt ðàññ÷èòûâàåòñÿ ïî ôîðìóëå DCt = Ctgapdh – CtmtDNA, ãäå
Ct — öèêë ÏÖÐ, ïðè êîòîðîì íà÷èíàåòñÿ ýêñïîíåíöèàëüíàÿ ñòàäèÿ êèíå-
òèêè ðåàêöèè (Ct ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëåí êîëè÷åñòâó ÄÍÊ). DCt = 2.5 ïðè

ïðåâûøåíèè ôðàãìåíòà ìòÄÍÊ íàä gapdh â 10 ðàç.

Fig. 4. Dynamics of changes in the number of mtDNA copies in
brain (à) and spleen (á) mitochondrial matrix after irradiation

(5 Gy).

Ct — difference between the beginning of exponential phases of mtDNA and
beta-actin fragments amplification.



óêàçûâàþò ìíîãèå äàííûå, ðåïëèêàöèÿ ïîâðåæäåííîé
ìòÄÍÊ â êëåòêàõ ÿâíî áëîêèðóåòñÿ, õîòÿ ÷àñòîòà ïî-
âðåæäåíèé â íåé ìîæåò áûòü âûøå ïî ñðàâíåíèþ ñ
ÿÄÍÊ (Chang, Looney, 1966; Papa, 1999; May, Bohr, 2000;
Ãàçèåâ, Ïîäëóöêèé, 2003).

Óÿçâèìîñòü ìîëåêóë ìòÄÍÊ äëÿ ïîâðåæäàþùèõ
àãåíòîâ çàâèñèò îò èõ ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãà-
íèçàöèè è êîìïàêòíîñòè óêëàäêè, êàê è â ñëó÷àå ÿÄÍÊ
(Zhou, Elledge, 2000). Êàê èçâåñòíî, êàæäàÿ ìèòîõîíäðèÿ
â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ñîäåðæèò 2—10 êîïèé ìòÄÍÊ,
êîòîðûå ìîãóò áûòü ñîáðàíû â âèäå íóêëåîòèäîâ è ñâÿ-
çûâàþòñÿ ñ áåëêàìè âíóòðåííåé ìåìáðàíû îðãàíåëëû
(Smerdon, Conconi, 1999; Bogenhagen et al., 2003; Iborra et
al., 2004). Â ìèòîõîíäðèÿõ âûÿâëåíî ìíîæåñòâî áåëêîâ,
â òîì ÷èñëå ãèñòîíîïîäîáíûõ, ñïîñîáíûõ îáðàçîâûâàòü
êîìïëåêñû ñ ìòÄÍÊ (Kaufman et al., 2000; Kutsyi et al.,
2005). Õîòÿ ýòè áåëêè íå îáðàçóþò íóêëåîñîìíûõ ñòðóê-
òóð ñ ìòÄÍÊ, îíè ìîãóò îáåñïå÷èâàòü êîìïàêòíóþ
óêëàäêó ìèòîõîíäðèàëüíîãî ãåíîìà è åãî çàùèòó îò
äåéñòâèÿ ÀÔÊ. Ïîýòîìó, íàäî ïîëàãàòü, áîëüøå âñåãî
ïîâðåæäàþòñÿ â îáëó÷åííûõ êëåòêàõ òðàíñêðèáèðóåìûå
èëè ìåíåå êîìïàêòèçèðîâàííûå êîïèè ìòÄÍÊ. Íàáëþ-
äàåìîå íàìè óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êîïèé ìòÄÍÊ â
ïîñòðàäèàöèîííûé ïåðèîä â ìîçãå, ñêîðåå âñåãî, ñâÿçàíî
ñ àêòèâàöèåé àìïëèôèêàöèè íåïîâðåæäåííûõ èëè ìàëî-
ïîâðåæäåííûõ ìîëåêóë ìòÄÍÊ, êîòîðûå íàõîäèëèñü â
ìîìåíò ðàäèàöèîííîãî âîçäåéñòâèÿ â ñîñòàâå ÄÍÊ-áåë-
êîâûõ êîìïëåêñîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ èì çàùèòó îò
äåéñòâèÿ ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ. Ñèãíàëüíûå ìåõàíèçìû
èíäóêöèè àìïëèôèêàöèè ìòÄÍÊ è áèîãåíåçà ìèòîõîíä-
ðèé â êëåòêàõ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ïîâðåæäàþùèõ ôàêòî-
ðîâ â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåäîñòàòî÷íî âûÿñíåíû (Scarpul-
la, 2002; Zong et al., 2002; Kutsyi et al., 2005). Àêòèâàöèÿ
ýòèõ ïðîöåññîâ â êëåòêàõ òêàíåé ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ èëè
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê êîìïåíñà-
òîðíàÿ ðåàêöèÿ ýòèõ êëåòîê, ñâÿçàííàÿ ñ âîçíèêíîâåíèåì
äåôèöèòà ýíåðãèè â íèõ â ðåçóëüòàòå ïîâðåæäåíèÿ
ìòÄÍÊ èëè çàêðåïëåíèÿ â íåé ìóòàöèè (Lee et al., 2000;
Wei et al., 2001; Yen et al., 2002; Nisoli et al., 2003; Carew
et al., 2004; Kamal, French, 2004). Íàáëþäàåìîå íàìè óâå-
ëè÷åíèå êîïèè ìòÄÍÊ â ìîçãå îáëó÷åííûõ ìûøåé, âîç-
ìîæíî, ñâÿçàíî òàêæå ñ âîçíèêíîâåíèåì äåôèöèòà ÀÒÔ
â êëåòêàõ ýòèõ òêàíåé â ðåçóëüòàòå ïîâðåæäåíèÿ ÷àñòè
êîïèé ìòÄÍÊ. Êðîìå òîãî, õîðîøî èçâåñòíà ÷ðåçìåðíàÿ
àêòèâàöèÿ ðåàêöèè ïîëèÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèÿ ÿäåðíûõ
áåëêîâ â êëåòêàõ, îáëó÷åííûõ ÈÐ. Äëÿ òàêîé ìîäèôèêà-
öèè áåëêîâ òðåáóåòñÿ NAD, íà îáðàçîâàíèå êîòîðîãî
ðàñõîäóåòñÿ çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ÀÒÔ (Kutsyi et al.,
2005). Î÷åâèäíî, äëÿ êîìïåíñàöèè âîçíèêøåãî äåôèöèòà
ýíåðãèè â òêàíÿõ îáëó÷åííûõ æèâîòíûõ âîçíèêàåò íåîá-
õîäèìîñòü óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà êîïèé ìòÄÍÊ è áèî-
ãåíåçà ìèòîõîíäðèé. Òàê, ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî
îêèñü àçîòà ÿâëÿåòñÿ ýôôåêòèâíûì èíäóêòîðîì áèîãåíå-
çà ìèòîõîíäðèé â ðàçíîîáðàçíûõ êëåòêàõ è, âîçìîæíî,
îêàçûâàåò âëèÿíèå íà ðåãóëÿöèþ ýíåðãåòè÷åñêîãî áàëàí-
ñà â îðãàíèçìå (Nisoli et al., 2003; Carew, 2004). Óâåëè÷å-
íèå êîëè÷åñòâà êîïèé ìòÄÍÊ è ìèòîõîíäðèàëüíîé ìàñ-
ñû íàáëþäàåòñÿ â êëåòêàõ ïîñëå äåéñòâèÿ õèìè÷åñêèõ
îêèñëèòåëåé è â ñâÿçè ñ âîçíèêíîâåíèåì ìèòîõîíäðèàëü-
íîé äèñôóíêöèè â òêàíÿõ â ïðîöåññå òåðàïèè âèðóñíûõ
ïàòîëîãèé (Lee et al., 2000; Wei, 2001; Kamal, French,
2004). Ïîâûøåííûé óðîâåíü êîïèé ìòÄÍÊ âûÿâëÿåòñÿ
ïðè íàñëåäóåìûõ ìèòîõîíäðèàëüíûõ ïàòîëîãèÿõ, ñâÿ-
çàííûõ ñ ìóòàöèÿìè è äåëåöèÿìè ìòÄÍÊ (D’Amours

et al., 1999; Wei et al., 2001; Scarpulla, 2002; Wredenberg
et al., 2002; Yen et al., 2002; Zong et al., 2002; Bai et al.,
2004).

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ïîâðåæäåíèÿ è ýëèìè-
íàöèè ÷àñòè êîïèé ìòÄÍÊ â ìèòîõîíäðèÿõ ïðîèñõîäèò
àêòèâàöèÿ ðåïëèêàöèè ìåíåå ïîâðåæäåííûõ èëè íåðåïà-
ðèðîâàííûõ ìîëåêóë ìòÄÍÊ. Íàáëþäàåìóþ àêòèâàöèþ
ñèíòåçà ìòÄÍÊ â êëåòêàõ òêàíåé îáëó÷åííûõ æèâîòíûõ
ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ðàçâèòèå êîìïåíñàòîðíîé ðå-
àêöèè â ñâÿçè ñ âîçíèêíîâåíèåì äåôèöèòà ýíåðãèè â ðå-
çóëüòàòå ðàñõîäà ÀÒÔ è ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé â ãåíàõ,
êîíòðîëèðóþùèõ îêèñëèòåëüíîå ôîñôîðèëèðîâàíèå.
Ìîæíî òàêæå ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè íèçêîé ýôôåêòèâ-
íîñòè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ñèñòåì ðåïàðàöèè â ìèòîõîíä-
ðèÿõ âàæíåéøèì ìåõàíèçìîì ñîõðàíåíèÿ ìèòîõîíäðè-
àëüíîãî ãåíîìà â óñëîâèÿõ åãî ïîñòîÿííîãî ïîâðåæäåíèÿ
ýíäîãåííûìè ÀÔÊ, ïðè âîçäåéñòâèè ÈÐ è äðóãèõ ýêçî-
ãåííûõ àãåíòîâ ÿâëÿåòñÿ àìïëèôèêàöèÿ íåïîâðåæäåí-
íûõ èëè ìàëîïîâðåæäåííûõ êîïèé ìòÄÍÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
ð-04-04-97278).
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RELEASE OF mtDNA FROM MITOCHONDRIA AND ACTIVATION OF ITS REPLICATION

IN TISSUES OF IRRADIATED MICE
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A nessessary condition for normal functioning of mitochondria is the maintenance of certain numbers of in-
tact mtDNA molecules. In the present study, we investigasted changes in the number of mtDNA copies in brain
and spleen cells of mice subjected to irradiation. For the first time, we observed the irradiation-induced output of
mtDNA fragments into brain and spleen cell cytosol. In the cytosol of these cells, examined in mice 5 h after 5 Gy
irradiation, 1841 h.p. mtDNA fragments were detected able to persist for at 3 weeks. In addition, larger fragments
of mtDNA (10 090 b.p.) were detected in the cytosol of brain cells of irradiated mice. The occurrence of mtDNA
fragments in the cytosol of brain cells is accompanied with an increase in the number of mtDNA copies in the mi-
tochondrial matrix. The induction of mtDNA replication in brain cells of irradiated animals may be considered as a
compensatory reaction in response to mtDNA damage. A sharp decrease in the amount of mtDNA copies in the
mitochondrial matrix of spleen cells on the first day after irradiation may be considered as apoptosis development.
However, the compensatory reaction in brain cells was also noticed but in later terms.
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