
ÍÀÄÔ ÓÂÅËÈ×ÈÂÀÅÒ ÓÐÎÂÅÍÜ ÔÎÑÔÎÐÈËÈÐÎÂÀÍÍÎÃÎ ÃÈÑÒÎÍÀ Í2ÀÕ
Â ÑÅÐÄÖÅ ÌÛØÅÉ ÏÎÑËÅ ÐÅÍÒÃÅÍÎÂÑÊÎÃÎ ÎÁËÓ×ÅÍÈß

© Ä. Â. Ôèðñàíîâ,1 À. Â. Êðîïîòîâ, Â. Ì. Ìèõàéëîâ

Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã;
1 ýëåêòðîííûé àäðåñ: dfirsanov@gmail.com

Ä. Â. Ôèðñàíîâ, À. Â. Êðîïîòîâ, Â. Ì. Ìèõàéëîâ
ÍÀÄ

+
óâåëè÷èâàåò óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàííîãî ãèñòîíà H2AX â ñåðäöå ìûøåé

Ôîñôîðèëèðîâàíèå âàðèàíòíîãî êîðîâîãî ãèñòîíà Í2ÀÕ ïðîèñõîäèò â ìåãàáàçíûõ äîìåíàõ õðîìà-
òèíà âîêðóã äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ (ÄÐ ÄÍÊ). Ýòà ìîäèôèêàöèÿ, íàçâàííàÿ g-Í2ÀÕ, ìîæåò èñïîëü-
çîâàòüñÿ êàê ìàðêåð ðåïàðàöèè ÄÐ ÄÍÊ è îòâåòà êëåòîê íà âîçíèêíîâåíèå ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ. Íèêîòèí-
àìèä àäåíèí äèíóêëåîòèä (ÍÀÄ+) ÿâëÿåòñÿ ñóáñòðàòîì äëÿ ïîëè-ÀÄÔ-ðèáîçû ïîëèìåðàçû (PARP) â ðå-
àêöèÿõ ðèáîçèëèðîâàíèÿ áåëêîâ õðîìàòèíà â îòâåò íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ. Â ýòîé ðàáîòå, ïîëüçóÿñü
ìåòîäèêàìè èììóíîáëîòèíãà è èììóíîãèñòîõèìèè, ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå ýêçîãåííîãî ÍÀÄÔ, êîòî-
ðûé ìîæåò êîñâåííî âëèÿòü íà êîíöåíòðàöèþ âíóòðèêëåòî÷íîãî ÍÀÄ+ è íà óðîâåíü îáðàçîâàíèÿ
g-Í2ÀÕ â êëåòêàõ ìèîêàðäà ìûøåé ëèíèè C57Bl/6 ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ (ÐÎ). Ìû îáíàðóæè-
ëè, ÷òî îäíîêðàòíîå âíóòðèáðþøèííîå ââåäåíèå ÍÀÄ+ â ðàçëè÷íûõ äîçàõ ñðàçó æå ïîñëå ÐÎ óâåëè÷èâà-
åò êîëè÷åñòâî g-Í2ÀÕ â êëåòêàõ ìèîêàðäà ìûøåé ÷åðåç 20 ìèí ïîñëå ÐÎ. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
ñóùåñòâóåò âçàèìîñâÿçü âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ ÍÀÄ+ è îòâåòà êëåòîê íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ in vi-
vo.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãèñòîí g-Í2ÀÕ, äâóõíèòåâûå ðàçðûâû ÄÍÊ, íèêîòèíàìèä àäåíèí äèíóêëåî-
òèä, ïîëè-ÀÄÔ-ðèáîçà-ïîëèìåðàçà, ëèíèÿ ìûøåé C57Bl/6.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÐ ÄÍÊ — äâóõíèòåâûå ðàçðûâû ÄÍÊ, ÍÀÄ+ — íèêîòèíàìèä àäåíèí
äèíóêëåîòèä, ÐÎ — ðåíòãåíîâñêîå îáëó÷åíèå.

Åæåäíåâíî êëåòêè ýóêàðèîò ñòàëêèâàþòñÿ ñ áîëüøèì
êîëè÷åñòâîì ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, êîòîðûå íåîáõîäèìî
ðåïàðèðîâàòü äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ñòàáèëüíîñòè ãåíåòè÷åñêî-
ãî ìàòåðèàëà. Â ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ äâóõíèòåâûå
ðàçðûâû ÄÍÊ (ÄÐ ÄÍÊ) ñ÷èòàþòñÿ íàèáîëåå îïàñíûìè
ïîâðåæäåíèÿìè ãåíîìà. Äàæå îäèí íåðåïàðèðîâàííûé
ÄÐ ÄÍÊ ìîæåò ïðèâåñòè ê ãèáåëè êëåòêè èëè êàíöåðîãå-
íåçó. Îäíèì èç ðàííèõ îòâåòîâ êëåòîê íà ïîÿâëåíèå ÄÐ
ÄÍÊ, âûçâàííûõ ðåíòãåíîâñêèì îáëó÷åíèåì (ÐÎ) èëè õè-
ìè÷åñêèìè ìóòàãåíàìè, ÿâëÿåòñÿ ôîñôîðèëèðîâàíèå âà-
ðèàíòíîãî êîðîâîãî ãèñòîíà Í2ÀÕ ïî ñåðèíó 139 â ìåãà-
áàçíûõ äîìåíàõ õðîìàòèíà ñ îáðàçîâàíèåì äèñêðåòíûõ
ôîêóñîâ g-Í2ÀÕ âîêðóã ÄÐ ÄÍÊ (Rogakou et al., 1998,
1999; Tomilin et al., 2001). Ôîñôîðèëèðîâàíèå ãèñòîíà
Í2ÀÕ îñóùåñòâëÿåòñÿ ñåìåéñòâîì ôîñôîòèäèë-èíîçè-
òîë-3-êèíàç, âêëþ÷àÿ ATM, DNA-PK è ATR (Motoyama,
Naka, 2004; Stiff et al., 2004). Â êëåòêàõ ÷åëîâåêà ìàêñèìà-
ëüíîå íàêîïëåíèå g-Í2ÀÕ íàáëþäàåòñÿ ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå
ÐÎ. Çàòåì ïðîèñõîäèò åãî ìåäëåííàÿ ýëèìèíàöèÿ, êî-
òîðàÿ êîððåëèðóåò ñ êèíåòèêîé ðåïàðàöèè ÄÐ ÄÍÊ (Naza-
rov et al., 2003; Svetlova et al., 2007). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
âðåìÿ ïîëîâèííîé ýëèìèíàöèè g-Í2ÀÕ êîððåëèðóåò ñ
ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîñòüþ êëåòîê ÷åëîâåêà (Olive, Banath,
2004).

Ñóùåñòâóþò äàííûå î ìåæòêàíåâîé âàðèàöèè â ýô-
ôåêòèâíîñòè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è ýëèìèíàöèè ãèñòîíà
g-Í2ÀÕ ïîñëå ÐÎ (Gavrilov et al., 2006; Koike et al., 2008).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ñåðäöå ìûøåé íàáëþäà-
åòñÿ çàìåäëåííàÿ ýëèìèíàöèÿ g-Í2ÀÕ è ~25 % ÿäåð
îñòàþòñÿ g-Í2ÀÕ-ïîëîæèòåëüíûìè ÷åðåç 23 ÷ ïîñëå ÐÎ.
Â ïî÷êå â ýòî æå âðåìÿ ÷èñëî g-Í2ÀÕ-ïîëîæèòåëüíûõ
ÿäåð äîõîäèëî äî óðîâíÿ íåîáëó÷åííîãî êîíòðîëÿ (Gavri-
lov et al., 2006; Ãàâðèëîâ è äð., 2007).

Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôîðñêîëèí, ÿâëÿþùèéñÿ íà-
òóðàëüíûì êîìïîíåíòîì ìíîãèõ ïèùåâûõ äîáàâîê è,
êàê ïîêàçàíî, àêòèâèðóþùèé öÀÌÔ, óìåíüøàåò êîëè-
÷åñòâî g-Í2ÀÕ ïîñëå ÐÎ â êóëüòóðå êëåòîê (Solovjeva et
al., 2009). Èçâåñòíî, ÷òî ïîëè-ÀÄÔ-ðèáîçà-ïîëèìåðàçà
(PARP) àêòèâèðóåòñÿ â ìåñòàõ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ è ðèáî-
çèëèðóåò áåëêè õðîìàòèíà âîêðóã ïîâðåæäåíèé, èñïîëü-
çóÿ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà ÍÀÄ+ (Surjyana et al., 2010). Ãè-
ïåðàêòèâàöèÿ PARP ìîæåò ïðèâåñòè ê çíà÷èòåëüíîìó
óìåíüøåíèþ ñîäåðæàíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ÍÀÄ+ è ê
êëåòî÷íîé ãèáåëè ïî ïóòè íåêðîçà (Carson et al., 1986).
Â ñâÿçè ñ ýòèì ýíåðãåòè÷åñêèå ïðîöåññû â êëåòêàõ ìîãóò
èãðàòü îäíó èç êëþ÷åâûõ ðîëåé â îòâåòå êëåòîê íà ïî-
âðåæäåíèÿ è ðåïàðàöèè ÄÐ ÄÍÊ.

Â íàøåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå ÍÀÄÔ, êîòî-
ðûé ìîæåò êîñâåííî âëèÿòü íà êîíöåíòðàöèþ âíóòðèêëå-
òî÷íîãî ÍÀÄ+ è íà îáðàçîâàíèå g-Í2ÀÕ â êëåòêàõ ìèîêàðäà
ìûøåé ëèíèè C57Bl/6 ïîñëå ÐÎ â äîçå 3 Ãð. Ìû ïîêàçàëè,
÷òî âíóòðèáðþøèííîå ââåäåíèå ÍÀÄÔ â òðåõ ðàçëè÷íûõ
äîçàõ ñðàçó æå ïîñëå ÐÎ âûçûâàåò ÷åðåç 20 ìèí ïîâûøåíèå
óðîâíÿ g-Í2ÀÕ.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Æ è â î ò í û å , î á ë ó ÷ å í è å è â î ç ä å é ñ ò â è å. Ýêñ-
ïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà ñàìöàõ ìûøåé ëèíèè C57Bl/6 è
ìàññîé îêîëî 20 ã. Îáëó÷åíèå îñóùåñòâëÿëè íà àïïàðàòå
ÐÓÌ-17 ïðè 200 êÂ, 13 ìÀ, ôèëüòð Cu-Al 0.5 ñì,
0.45 Ãð/ìèí. Êðèîñòàòíûå ñðåçû ïðèãîòàâëèâàëè íà àïïà-
ðàòå Bright Co LTD (Âåëèêîáðèòàíèÿ). Ðàñòâîð êîôåðìåí-
òà ÍÀÄÔ ïðèãîòàâëèâàëè ïåðåä êàæäûì ýêñïåðèìåíòîì,
ðàçâîäÿ ïîðîøîê íèêîòèíàìèäà àäåíèí äèíóêëåîòèäà
ôîñôàòà Na (Reanal, Âåíãðèÿ) â PBS. Ââåäåíèå ÍÀÄÔ æè-
âîòíûì îñóùåñòâëÿëè âíóòðèáðþøèííî ñðàçó æå ïî-
ñëå ÐÎ.

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Ñåðäöà ìûøåé ïîìåùàëè â êå-
ðàìè÷åñêóþ ñòóïêó è çàëèâàëè æèäêèì àçîòîì äëÿ ãîìî-
ãåíèçàöèè. Ïîñëå ãîìîãåíèçàöèè ê 5 ìã òêàíè äîáàâëÿëè
300 ìêë áóôåðà 4� äëÿ îáðàçöîâ íà ôîðåç è êèïÿòèëè
10 ìèí ïðè 95 °Ñ. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðîáû ðàç-
äåëÿëè â 15%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå (ÏÀÀÃ) è îñó-
ùåñòâëÿëè ïåðåíîñ áåëêîâ íà ìåìáðàíû Hybond-C (Amer-
sham, Øâåöèÿ) ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîáëîòèíãà. Ìåìáðàíû
áëîêèðîâàëè â 5%-íîì ñóõîì ìîëîêå â òå÷åíèå íî÷è ïðè
4 °Ñ. Äàëåå ìåìáðàíû îòìûâàëè â PBS, ñîäåðæàùåì
0.1 % Tween-20 (PBST), 2 ðàçà ïî 10 ìèí. Ïîñëå ýòîãî
ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè ìîíîêëîíàëüíû-
ìè ìûøèíûìè àíòèòåëàìè íà ôîñôîðèëèðîâàííóþ ôîð-
ìó g-Í2ÀÕ (1 : 1500; Abcam, ÑØÀ) èëè ïåðâè÷íûìè ïî-
ëèêëîíàëüíûìè êðîëè÷üèìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåòà-àê-
òèíà (1 : 4000; Abcam, ÑØÀ), ðàçâåäåííûìè â PBST, â
òå÷åíèå 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå òðåõ îò-
ìûâîê ïî 10 ìèí â PBST ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëè ñ ñîîò-
âåòñòâóþùèìè âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ IgG
ìûøè èëè êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ïåðîêñèäàçîé
(1 : 15 000; Zymax, ÑØÀ), â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Äàëåå ìåìáðàíû îòìûâàëè 3 ðàçà â PBST ïî
10 ìèí è èíêóáèðîâàëè ñ õåìèëþìèíåñöåíòíûì ñóáñòðà-
òîì (Millipore, ÑØÀ). Îáðàáîòêó èììóíîáëîòîâ îñóùåñò-
âëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ.

Ïåðîêñèäàçíûé—àíòèïåðîêñèäàçíûé (ÏÀÏ)
ì å ò î ä. Êðèîñòàòíûå ñðåçû ôèêñèðîâàëè â ìåòàíîë-ýòà-
íîëå (1 : 1) â òå÷åíèå 3 ìèí ïðè –20 °Ñ è ïîäñóøèâàëè èõ
15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå ýòîãî ïðåïàðà-
òû îòìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí â PBS. Çàòåì ñòåêëà èíêóáè-
ðîâàëè â 30%-íîì ìåòàíîëå, ñîäåðæàùåì 0.03 % Í2Î2, â
òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äàëåå ñòåêëà
îòìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí â PBS è áëîêèðîâàëè â 1%-íîì

áû÷üåì ñûâîðîòî÷íîì àëüáóìèíå â òå÷åíèå 30 ìèí. Ïî-
ñëå îòìûâêè â PBS ñòåêëà èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè
ïîëèêëîíàëüíûìè êðîëè÷üèìè àíòèòåëàìè (1 : 200; Ab-
cam, ÑØÀ) ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå íî÷è. Ëîêàëèçàöèþ àíòè-
òåë âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ êðîëè÷üèõ àíòèïåðîêñèäàçíûõ
àíòèòåë è ïåðîêñèäàçû (êîìïëåêñ ÏÀÏ; Sigma, ÑØÀ) ïî
îïèñàííîé ñõåìå (Ïîëàê, Âàí Íîðäåí, 1987). Ïåðîêñèäàç-
íóþ àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ äèàìèíîáåíçèäè-
íà. ßäðà êëåòîê âèçóàëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè êðàñèòåëÿ
Ãèìçà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñóùåñòâóåò î÷åíü ìàëî äàííûõ î ôîñôîðèëèðîâàíèè
ãèñòîíà Í2ÀÕ â êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â ñòàäèè òåðìè-
íàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè, è áîëüøèíñòâî ðåçóëüòàòîâ
ïîëó÷åíî íà êóëüòóðàõ êëåòîê. Ïî íàøèì äàííûì, â ñåðä-
öå ìûøåé ÷åðåç 23 ÷ ïîñëå ÐÎ â äîçå 3 Ãð ó ïîëîâèíû
êëåòîê (â 25 %) îáíàðóæèâàþòñÿ g-Í2ÀÕ-ïîëîæèòåëüíûå
ÿäðà, ñðåäè íèõ ~86 % ÿâëÿþòñÿ êàðäèîìèîöèòàìè, îñ-
òàëüíûå ïðèíàäëåæàò ê íåìûøå÷íûì êëåòêàì ìèîêàðäà.
Â êëåòêàõ ïî÷å÷íîãî ýïèòåëèÿ ÷åðåç 23 ÷ ïîñëå ÐÎ â äîçå
3 Ãð ÷èñëî g-Í2ÀÕ-ïîëîæèòåëüíûõ ÿäåð ñîïîñòàâèìî ñ
êîíòðîëüíûìè çíà÷åíèÿìè (Gavrilov et al., 2006). Ìû ïî-
ëàãàåì, ÷òî ýòî íàáëþäåíèå ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ íèçêîé
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå âíóòðèáðþøèííîãî ââåäåíèÿ ÍÀÄÔ íà îáðàçîâàíèå ã-H2AX â êëåòêàõ ñåðäöà ìûøåé.

à — ââåäåíèå ÍÀÄÔ â äîçå 3.8 ìã/êã íå âûçûâàåò îáðàçîâàíèÿ ã-H2AX â ñåðäöå ìûøåé â îòñóòñòâèå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ (ÐÎ); ÷åðåç 20 ìèí ïî-
ñëå ÐÎ íàáëþäàåòñÿ ôîñôîðèëèðîâàíèå ãèñòîíà H2AX. á — ââåäåíèå ÍÀÄÔ â äîçå 37.5 ìã/êã ñðàçó æå ïîñëå ÐÎ óâåëè÷èâàåò óðîâåíü íàêîïëåíèÿ

ã-H2AX â ñåðäöå ìûøåé ÷åðåç 20 ìèí ïîñëå ÐÎ â ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëüíûìè.

Ðèñ. 2. Èíòåãðèðîâàííàÿ ïëîòíîñòü ã-H2AX, íîðìèðîâàííàÿ ê
óðîâíþ â êîíòðîëüíûõ ìûøàõ ÷åðåç 20 ìèí ïîñëå ðåíòãåíîâ-

ñêîãî îáëó÷åíèÿ â äîçå 3 Ãð.

Èììóíîáëîòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ. Âåðòèêàëü-
íûå îòðåçêè — îøèáêà ñðåäíåãî.



àêòèâíîñòüþ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåïàðàöèè ÄÐ ÄÍÊ â
êàðäèîìèîöèòàõ ìûøåé.

Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî ïðè âîçíèêíîâåíèè ïîâðåæäå-
íèé ÄÍÊ àêòèâèðóåòñÿ ïîëèìåðàçà PARP, êîòîðàÿ ðèáî-
çèëèðóåò áåëêè õðîìàòèíà âîêðóã ïîâðåæäåíèé è èñïîëü-
çóåò â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà ÍÀÄ+. Èñòîùåíèå ïóëà ÍÀÄÔ
ìîæåò ïðèâåñòè ê êëåòî÷íîé ãèáåëè. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû
ðåøèëè ïðîâåðèòü, âëèÿåò ëè ââåäåíèå ìûøàì ýêçîãåííî-
ãî ÍÀÄÔ ñðàçó æå ïîñëå ÐÎ íà óðîâåíü îáðàçîâàíèÿ
g-Í2ÀÕ êàê ìàðêåðà îòâåòà íà âîçíèêíîâåíèå ÄÐ ÄÍÊ â
ðàííèå ñðîêè ïîñëå ÐÎ â ïîëóëåòàëüíîé äëÿ ìûøåé äîçå
3 Ãð. Äëÿ ðåøåíèÿ ýòîé çàäà÷è ìû ïîëüçîâàëèñü ìåòîäè-
êîé èììóíîáëîòèíãà. Ââåäåíèå ÍÀÄÔ íå âûçûâàëî ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ ãèñòîíà Í2ÀÕ â îòñóòñòâèå ÐÎ (ðèñ. 1, à).
Îäíàêî ìû îáíàðóæèëè, ÷òî âíóòðèáðþøèííîå ââåäåíèå
ÍÀÄÔ â äîçå 37.5 ìã/êã äàåò äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå
(~2.3 ðàçà) êîëè÷åñòâà g-Í2ÀÕ ÷åðåç 20 ìèí ïîñëå ÐÎ â
äîçå 3 Ãð ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé îáëó÷åí-
íûõ ìûøåé (ðèñ. 1, á). Äîçà 3.8 ìã/êã äàâàëà â ñðåäíåì
óâåëè÷åíèå óðîâíÿ g-Í2ÀÕ ïðèìåðíî â 1.6 ðàçà, îäíàêî
ýòî óâåëè÷åíèå áûëî ñòàòèñòè÷åñêè íåäîñòîâåðíûì. Óäè-
âèòåëüíî, íî äîçà 0.4 ìã/êã äîñòîâåðíî óâåëè÷èâàëà êî-
ëè÷åñòâî g-Í2ÀÕ ïðèìåðíî â 2 ðàçà. Èññëåäîâàâ äîçó
0.04 ìã/êã, ìû íå ïîëó÷èëè ñêîëü-ëèáî çíà÷èìûõ èçìåíå-
íèé â óðîâíå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ãèñòîíà Í2ÀÕ â êëåòêàõ
ìèîêàðäà ìûøåé ïîñëå ÐÎ. Âíóòðèáðþøèííîå ââåäåíèå
PBS ïîñëå ÐÎ íå âûçûâàëî óâåëè÷åíèÿ óðîâíÿ g-Í2ÀÕ â
ñåðäöå ìûøåé â ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëüíûìè æèâîòíûìè
ïîñëå ÐÎ. Òàêèì îáðàçîì, ïðîöåññ âëèÿíèÿ ÍÀÄÔ íà îá-
ðàçîâàíèå g-Í2ÀÕ ÿâëÿåòñÿ äîçîçàâèñèìûì (ðèñ. 2).

×òîáû ïðîâåðèòü íàøè äàííûå, ìû îêðàñèëè êðè-
îñòàòíûå ñðåçû ñåðäåö ìûøåé ìåòîäîì ÏÀÏ. Ïî íàøèì
äàííûì, ÍÀÄÔ â äîçå 37.5 ìã/êã âûçûâàåò îáðàçîâàíèå
~82 % g-Í2ÀÕ-ïîëîæèòåëüíûõ ÿäåð, â òî âðåìÿ êàê ÍÀÄ+

â äîçå 3.8 ìã/êã âûçûâàåò îáðàçîâàíèå ~53 % g-Í2ÀÕ-ïî-
ëîæèòåëüíûõ ÿäåð ïî ñðàâíåíèþ ñ îáëó÷åííûì êîíòðî-
ëåì, ãäå êîëè÷åñòâî g-Í2ÀÕ-ïîëîæèòåëüíûõ ÿäåð ñîñòàâ-
ëÿëî ~42 % ÷åðåç 20 ìèí ïîñëå ÐÎ â äîçå 3 Ãð (ðèñ. 3). Òà-
êèì îáðàçîì, ýòè äàííûå ïîäòâåðæäàþò ðåçóëüòàòû,
ïîëó÷åííûå íàìè ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà.

Íà êóëüòóðå êëåòîê áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñóùåñòâóþò
ôóíêöèîíàëüíûå è ôèçè÷åñêèå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó
êèíàçîé ATM è áåëêîì PARP-1, èãðàþùèì êëþ÷åâóþ
ðîëü â ðåìîäåëèðîâàíèè õðîìàòèíà. Íîêàóò ãåíà PARP-1
èëè èíãèáèðîâàíèå áåëêà PARP-1 âûçûâàåò ñíèæåííûé
óðîâåíü g-Í2ÀÕ ïîñëå âîçíèêíîâåíèÿ ÄÐ ÄÍÊ (Haince et

al., 2007). Îöåíèâàÿ íàøè ðåçóëüòàòû â êîíöåïöèè ýòîé
ìîäåëè, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ââåäåíèå ÍÀÄÔ óâå-
ëè÷èâàåò âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå ÍÀÄ+, íå ïðèâîäÿ
ê èñòîùåíèþ åãî ïóëà ïîñëå ãèïåðàêòèâàöèè ïîëèìåðàçû
PARP, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ìîæåò âëèÿòü íà àêòèâíîñòü
êèíàçû ATM è ñîîòâåòñòâåííî íà óðîâåíü ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ ãèñòîíà Í2ÀÕ.

Â êà÷åñòâå âòîðîé ãèïîòåçû ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî óâåëè÷åíèå óðîâíÿ g-Í2ÀÕ ïðîèñõîäèò èç-çà ïîâû-
øåííîé àêòèâíîñòè ÄÍÊ-çàâèñèìîé ïðîòåèíêèíàçû
(DNA-PK), êîòîðàÿ, êàê ïîêàçàíî, îáðàçóåò ìàêðîìîëåêó-
ëÿðíûé êîìïëåêñ ñ ñèðòóèíîì SIRT6, êîòîðûé òàêæå èñ-
ïîëüçóåò ÍÀÄ+ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà, ó÷àñòâóÿ â ðåïàðà-
öèè ÄÐ ÄÍÊ (McCord et al., 2009). Êðîìå òîãî, ïîêàçàíî,
÷òî äèíàìèêà îáðàçîâàíèÿ è ýëèìèíàöèè g-Í2ÀÕ â ñåëå-
çåíêå ìûøåé ÿâëÿåòñÿ DNA-PK-çàâèñèìûì ïðîöåññîì
(Koike et al., 2008). Ýòî òàêæå ãîâîðèò â ïîëüçó ýòîé ãèïî-
òåçû, ïîñêîëüêó êèíàçà DNA-PK ìîæåò áûòü îñíîâíîé
êèíàçîé, ôîñôîðèëèðóþùåé g-Í2ÀÕ in vivo.

Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ íåîáõîäèìû äëÿ èäåíòèôè-
êàöèè ìåõàíèçìà âëèÿíèÿ ÍÀÄÔ íà óðîâåíü îáðàçîâàíèÿ
g-Í2ÀÕ. Òàêæå îñòàåòñÿ ïîêà íåÿñíûì, âëèÿåò ëè ïîâûøå-
íèå óðîâíÿ g-Í2ÀÕ íà ýôôåêòèâíîñòü ðåïàðàöèè ÄÐ ÄÍÊ
â êàðäèîìèîöèòàõ è âëèÿåò ëè ýòîò ïðîöåññ íà èõ ãèáåëü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-00807-à) è ïðîãðàììû «Ìîëåêóëÿðíî-êëåòî÷-
íàÿ áèîëîãèÿ» ïðåçèäèóìà ÐÀÍ.
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NADP INCREASES THE LEVEL OF HISTONE H2AX PHOSPHORYLATION

IN MOUSE HEART CELLS AFTER IONIZING RADIATION

D. V. Firsanov,1 A. V. Kropotov, V. M. Mikhailov

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
1 e-mail: dfirsanov@gmail.com

Phosphorylation of replaceable histone H2AX occurs in megabase chromatin domains around DNA doub-
le-strand breaks (DSBs), and this modification called ã-H2AX can be used as an effective marker for DSBs re-
pair and DNA damage response. Using Western blotting and immunohistochemistry techniques we have studied
here the influence of exogenous nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP) which could potentially
increase the intracellular level of NAD+ and on the level of ã-H2AX formation in mouse heart cells after ioni-
zing radiation (IR). We have found that injection of NAD+ in different doses immediately after IR causes an inc-
reased level of ã-H2AX in mouse heart cells 20 min after IR at the dose of 3 Gy compared to control mice after
IR exposure. It indicates that it could be a relationship between intracellular NAD+ content and DNA damage
response in vivo.

K e y w o r d s: ionizing radiation, histone H2AX phosphorylation, NADP, DNA damage response.
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