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Ðåòèíîïàòèÿ ó æèâîòíûõ èíäóöèðóåòñÿ àãåíòàìè, âûçûâàþùèìè ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ. Ýòî ãîâîðèò î
òîì, ÷òî ïîâðåæäåíèÿ ãåíîìà ìîãóò áûòü ïðè÷àñòíû ê èíèöèàöèè ïðîöåññà äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè. Öåëü
ðàáîòû ñîñòîÿëà â îïèñàíèè äåéñòâèÿ íà ñåò÷àòêó ìûøåé ãåíîòîêñèêàíòîâ — ãàììà-èçëó÷åíèÿ è èçëó÷å-
íèÿ ïðîòîíîâ è ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíû (ÌÍÌ), ââîäèìîé îäíîêðàòíî âíóòðèáðþøèííî. Îöåíèâàëè
ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ òêàíè, ïîâðåæäåíèå è ðåïàðàöèþ ÄÍÊ â ñåò÷àòêå, à òàêæå ýêñïðåññèþ
5 áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â àïîïòîçe, — ð53, ÀÒÌ, PARP, FasR è êàñïàçû 3. Îáëó÷åíèå â äîçå 14 Ãð ðàâíî-
òîêñè÷íî ïî èíäóêöèè îäíîíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ äëÿ ãàììà-èçëó÷åíèÿ è èçëó÷åíèÿ ïðîòîíîâ. Íî ïðî-
òîíû â 2 ðàçà áîëåå ýôôåêòèâíû â èíäóêöèè äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ. Ðàçðûâû ÄÍÊ â ñåò÷àòêå ðåïà-
ðèðîâàëèñü â òå÷åíèå �10 ÷. Îáëó÷åíèå óâåëè÷èâàëî ýêñïðåññèþ p53 è ÀÒÌ. Îäíàêî â òå÷åíèå 7 ñóò ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ ïðèçíàêîâ êëåòî÷íîé ãèáåëè â ñåò÷àòêå íå îáíàðóæèâàëè. Ïîñëå îáëó÷åíèÿ ïðîòîíàìè â
äîçå 25 Ãð îòìå÷àëè íàðàñòàþùèå âî âðåìåíè äåñòðóêòèâíûå èçìåíåíèÿ â ñåò÷àòêå, çàòðàãèâàþùèå
ãëàâíûì îáðàçîì ôîòîðåöåïòîðíûé ñëîé. Èçìåíåíèÿ ñîïðîâîæäàëèñü óâåëè÷åíèåì ýêñïðåññèè ïðîàïîï-
òîòè÷åñêèõ áåëêîâ. Îäíîêðàòíîå ââåäåíèå ìûøàì ÌÍÌ â äîçå 70 ìã/êã óâåëè÷èâàëî óðîâåíü áåëêîâ
p53, PARP, FasR, êàñïàçû 3 è ñîïðîâîæäàëîñü äåñòðóêòèâíûìè èçìåíåíèÿìè â ñåò÷àòêå ñ ïðèçíàêàìè
àïîïòîçà ôîòîðåöåïòîðîâ. Êàê è â ñëó÷àå ñ îáëó÷åíèåì, ñíèæåíèå äîçû ÌÍÌ â 2 ðàçà ïîëíîñòüþ îòìå-
íÿëî öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò àãåíòà. Â ÄÍÊ ñåò÷àòêè îáíàðóæåí âûñîêèé óðîâåíü ñïîíòàííûõ ïîâðåæ-
äåíèé â âèäå àïóðèíîâûõ è àïèðèìèäèíîâûõ ñàéòîâ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ãåíî-
òîêñè÷åñêîì ïîðîãå èíèöèàöèè ãèáåëè êëåòîê ñåò÷àòêè. Ïðåäïîëàãàåòñÿ ó÷àñòèå òîïîèçîìåðàçû 2 â ðåà-
ëèçàöèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ â öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñåò÷àòêà, ïîñòìèòîòè÷åñêèå êëåòêè, èîíèçèðóþùåå èçëó÷åíèå, ìåòèëíèòðîçî-
ìî÷åâèíà, ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ, ãåíîòîêñè÷åñêèé ïîðîã, òîïîèçîìåðàçà 2.

Îñíîâó çðåëîé ñåò÷àòêè ìëåêîïèòàþùèõ ñîñòàâëÿþò
òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè, óòðàòèâøèå
ñâîé ðåãåíåðàòèâíûé ïîòåíöèàë. Äëÿ íèõ àïîïòîç ïðåä-
ñòàâëÿåòñÿ ãèáåëüíûì, óãðîæàþùèì ñóùåñòâîâàíèþ îð-
ãàíà è îðãàíèçìà â öåëîì. Âìåñòå ñ òåì â ýìáðèîãåíåçå
ãëàçà àïîïòîç èãðàåò âàæíóþ ðîëü. Ïî ìåðå äèôôåðåíöè-
ðîâêè êëåòî÷íûõ ýëåìåíòîâ ñåò÷àòêè ÷àñòîòà àïîïòîçà
ñíèæàåòñÿ (Walsh, 1997). Òàêèì îáðàçîì, çðåëàÿ ñåò÷àòêà
ïðèîáðåòàåò âûñîêóþ óñòîé÷èâîñòü ê ãåíîòîêñè÷åñêîìó
ñòðåññó è ñâÿçàííîìó ñ íèì àïîïòîçó. Äåéñòâèòåëüíî, ðà-
äèîðåçèñòåíòíîñòü çðåëîé ñåò÷àòêè âçðîñëûõ ìûøåé íà
ïîðÿäîê âûøå, ÷åì ðàçâèâàþùåéñÿ ñåò÷àòêè íîâîðîæäåí-
íûõ æèâîòíûõ (Borges et al., 2004; Gorgels et al., 2007). Çà-
ìåòíûå ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ íàáëþäàëèñü â ñåò-
÷àòêå â îòâåò íà îáëó÷åíèå æèâîòíûõ äîâîëüíî âûñîêèìè
äîçàìè (áîëåå 10 Ãð) è ñïóñòÿ äëèòåëüíûé ñðîê (íåñêîëü-
êî ìåñÿöåâ) (Amoaku et al., 1989, 1992; Stitt et al., 1994;
Ëîãèíîâà è äð., 2008).

Ïîñòðàäèàöèîííàÿ ðåòèíîïàòèÿ è êîãíèòèâíûå ðàñ-
ñòðîéñòâà ÷àñòî áûâàþò íåæåëàòåëüíûìè ïîáî÷íûìè ýô-

ôåêòàìè ðàäèîòåðàïèè (Kwon, Sung, 2009; Seigers, Fardell,
2010; Gan et al., 2011). Òàê, ïðè ðàäèîòåðàïèè îïóõîëåé
íîñîãëîòêè (Takeda et al., 1999) è ãëàçà (Lumbroso-Le Rou-
ic et al., 2006; Wuestemeyer et al., 2006) ñóììàðíàÿ äîçà îá-
ëó÷åíèÿ ïðåâûøàåò 50 Ãð. Ïðè ïðîòîííîé ðàäèîòåðàïèè
ìåëàíîìû ãëàçà êóìóëÿòèâíàÿ äîçà ôðàêöèîíèðîâàííîãî
îáëó÷åíèÿ ñîñòàâëÿåò 54—75 Ãð (Takeda et al., 1999). Öè-
òîòîêñè÷åñêàÿ õèìèîòåðàïèÿ òàêæå âûçûâàåò îôòàëüìî-
ëîãè÷åñêèå îñëîæíåíèÿ â âèäå îáðàòèìûõ è íåîáðàòèìûõ
îñòðûõ è õðîíè÷åñêèõ ãëàçíûõ çàáîëåâàíèé (Imperia et al.,
1989; Schmid et al., 2006; Hazin et al., 2009).

Íàñëåäñòâåííàÿ èëè âûçâàííàÿ âíåøíèì âîçäåéñòâè-
åì äåãåíåðàöèÿ ñåò÷àòêè íà÷èíàåòñÿ ñ ãèáåëè ôîòîðåöåï-
òîðîâ, âñëåä çà êîòîðîé ðàçðóøàåòñÿ ñèñòåìà òðîôè÷å-
ñêîé ïîääåðæêè òêàíè, ïðèâîäÿùàÿ ê ãèáåëè íåéðîíîâ
ñåò÷àòêè (Marc et al., 2003). Õîòÿ äîìèíèðóþùåé ôîðìîé
ãèáåëè ôîòîðåöåïòîðîâ ñåò÷àòêè ïðèçíàåòñÿ àïîïòîç (Xu,
1996; Marigo, 2007), òåì íå ìåíåå ñâÿçü ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ
ñ ãèáåëüþ ïîñòìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê, ôîðìèðóþùèõ ñåò-
÷àòêó, â íàñòîÿùåå âðåìÿ íå èññëåäîâàíà. Ïîêàçàíî, ÷òî â
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ïîñòìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ àêòèâíîé ñîõðàíÿåòñÿ ðåïàðà-
öèÿ ÄÍÊ, àññîöèèðîâàííàÿ ñ òðàíñêðèïöèåé àêòèâíûõ ãå-
íîâ, îäíà èç ðàçíîâèäíîñòåé ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè
íóêëåîòèäîâ (NER) (Nouspikel, Hanawalt, 2002; Simonatto
et al., 2007).

Öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå ñâÿçè ïî-
âðåæäåíèÿ è ðåïàðàöèè ÄÍÊ ñ äåãåíåðàòèâíûìè èçìåíå-
íèÿìè â ñåò÷àòêå ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà ìûøåé èîíèçèðó-
þùåé ðàäèàöèè (ãàììà-èçëó÷åíèÿ è ïðîòîííîãî èçëó÷å-
íèÿ) è ãåíîòîêñè÷åñêîãî àãåíòà ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíû
(ÌÍÌ). Ãàììà-èçëó÷åíèå âûçûâàåò ãëàâíûì îáðàçîì îä-
íîíèòåâûå ðàçðûâû ÄÍÊ, ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåííûå ïî
âñåìó ãåíîìó. Ïðîòîíû æå áîëåå ýôôåêòèâíû â èíäóêöèè
äâóíèòåâûõ ðàçðûâîâ, ëîêàëèçóþùèõñÿ â îáëàñòè òðåêà
÷àñòèöû (Moertel et al., 2004). Äâóíèòåâûå ðàçðûâû ÿâëÿ-
þòñÿ ëåòàëüíûì ïîâðåæäåíèåì èç-çà èõ âûñîêîé ýôôåê-
òèâíîñòè â èíäóêöèè àïîïòîçà â äåëÿùèõñÿ êëåòêàõ (Lips,
Kaina, 2001). Ìåòèëèðóþùèé àãåíò ÌÍÌ ïðèâîäèò ê áåç-
ðàçðûâíûì äåôåêòàì, ÄÍÊ-ìåòèëèðîâàííûì îñíîâàíè-
ÿì, àïóðèíîâûì è àïèðèìèäèíîâûì (ÀÏ) ñàéòàì (Bera-
nek, 1990). Ïîêàçàíî, ÷òî ÌÍÌ âûçûâàåò àïîïòîç ôîòîðå-
öåïòîðîâ ïîñëå îäíîêðàòíîãî âíóòðèáðþøèííîãî
ââåäåíèÿ æèâîòíûì â äîçå 60 > ìã/êã (Tsubura et al.,
2010). Â íàøåé ðàáîòå ÌÍÌ èñïîëüçóåòñÿ êàê ïîçèòèâ-
íûé êîíòðîëü íà àïîïòîç â ñåò÷àòêå. Òàêèì îáðàçîì, òðè
èñïîëüçóåìûõ àãåíòà îõâàòûâàþò îñíîâíûå òèïû ïîâðåæ-
äåíèé ÄÍÊ è ìåõàíèçìû èõ ðåïàðàöèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Æ è â î ò í û å. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà ïîëîâîçðå-
ëûõ ìûøàõ ëèíèè CBA�C57Bl (n) â âîçðàñòå 2.5 ìåñ.
Æèâîòíûå, ñîäåðæàùèåñÿ â ñòàíäàðòíûõ ëàáîðàòîðíûõ
óñëîâèÿõ (22 � 2 °Ñ, îòí. âëàæíîñòü âîçäóõà 60 � 10 % è
12-÷àñîâîé ñâåòîâîé ïåðèîä), èìåëè ñâîáîäíûé äîñòóï ê
âîäå è êîììåð÷åñêîìó ïèòàíèþ.

Î á ë ó ÷ å í è å. Ìûøåé ïîäâåðãàëè òîòàëüíîìó ãàì-
ìà-îáëó÷åíèþ (Ñî60) â äîçå 14 Ãð íà òåðàïåâòè÷åñêîé
óñòàíîâêå Ðîêóñ-Ì (Îáúåäèíåííûé èíñòèòóò ÿäåðíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé, Äóáíà); ìîùíîñòü ïîãëîùåííîé äîçû ñîñòàâ-
ëÿëà 0.64 Ãð/ìèí. Ãîëîâó æèâîòíûõ îáëó÷àëè ïðîòîíàìè
â äîçå 14 èëè 25 Ãð íà ôàçîòðîíå (Îáúåäèíåííûé èíñòè-
òóò ÿäåðíûõ èññëåäîâàíèé, Äóáíà). Ýíåðãèÿ ÷àñòèö â ïó÷-
êå 150 ÌýÂ/íóêëîí, ËÏÝ 10 êýÂ/ìêì, ìîùíîñòü äîçû
1 Ãð/ìèí.

Â â å ä å í è å Ì Í Ì. Êðèñòàëëè÷åñêóþ ÌÍÌ (Sigma,
ÑØÀ) õðàíèëè ïðè –20 °Ñ, ðàñòâîðÿëè â ñòåðèëüíîì ôîñ-
ôàòíî-ñîëåâîì áóôåðíîì ðàñòâîðå (PBS) íåïîñðåäñòâåí-

íî ïåðåä ââåäåíèåì âíóòðèáðþøèííî ìûøàì â äîçå 35
èëè 70 ìã/êã. Êîíòðîëüíûì æèâîòíûì ââîäèëè ðàâíûé
îáúåì PBS.

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å î á ð à ç ö î â. Ñïóñòÿ ðàçëè÷íîå
âðåìÿ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ æèâîòíûõ óìåðùâëÿëè â ïàðàõ
õëîðîôîðìà è èçâëåêàëè îáà ãëàçà. Òêàíåâûå ñðåçû òîë-
ùèíîé 5 ìêì ãîòîâèëè èç ãëàç, ôèêñèðîâàííûõ â ðàñòâîðå
Áîóýíà ñðàçó ïîñëå èçâëå÷åíèÿ. Ïîñëåäóþùóþ ñïèðòî-
âóþ îòìûâêó, îáðàáîòêó ãëàç è ïðèãîòîâëåíèå ñðåçîâ
ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ïðîöåäóðå, îïèñàííîé íàìè
ðàíåå (Ëîãèíîâà è äð., 2008). Ñóñïåíçèþ êëåòîê ãîòîâèëè
èç èçâëå÷åííîé èç ãëàç æèâîòíîãî ñåò÷àòêè ïóòåì ìÿãêî-
ãî ìåõàíè÷åñêîãî äèñïåðãèðîâàíèÿ òêàíè â îõëàæäåííîì
PBS. Ïðèãîòîâëåííóþ ñóñïåíçèþ ñðàçó èñïîëüçîâàëè â
ðàáîòå.

Ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê î å è ñ ñ ë å ä î â à í è å. 5-ìèêðî-
ìåòðîâûå ñðåçû ñåò÷àòêè íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå îêðàøè-
âàëè ãåìàòîêñèëèí-ýîçèíîì è ìèêðîñêîïèðîâàëè â ïðîõî-
äÿùåì ñâåòå. Ìîðôîìåòðè÷åñêèå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ îêóëÿðíîé ëèíåéêè.

Â å ñ ò å ð í - á ë î ò - à í à ë è ç á å ë ê î â p 5 3 è A T M.
Ñóñïåíçèþ êëåòîê ñåò÷àòêè â PBS öåíòðèôóãèðîâàëè,
îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 100—150 ìêë ëèçèðóþùåãî
áóôåðà, ñîäåðæàùåãî 0.093 Ì Òðèñ-HCl, pH 6.8, 23.2 %
ãëèöåðèíà, 2.3 % äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ, 23 % b-ìåð-
êàïòîýòàíîëà è êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç â ðàçâåäå-
íèè 1 : 50 (Sigma, ÑØÀ). Ëèçàòû âûäåðæèâàëè 5 ìèí íà
êèïÿùåé âîäÿíîé áàíå, öåíòðèôóãèðîâàëè è çàìîðàæèâà-
ëè ïðè –20 °Ñ. Äëÿ àíàëèçà ð53 àëèêâîòû ëèçàòîâ, ñîäåð-
æàùèå 80 ìêã áåëêà, ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â
12.5%-íîì ÏÀÀÃ ïðè 100 Â â òå÷åíèå 4.5 ÷ â êàìåðå äëÿ
âåðòèêàëüíîãî ýëåêòðîôîðåçà. Áëîò-ïåðåíîñ îñóùåñòâëÿ-
ëè íà áëîòòåðå (Helicon Semi-Dry Transfer) â áóôåðå äëÿ
ïåðåíîñà (25 ìÌ Òðèñ, 250 ìÌ ãëèöèíà è 20 % ìåòàíîëà)
â òå÷åíèå 60 ìèí. Ìåìáðàíó áëîêèðîâàëè ðàñòâîðîì
1%-íîãî ÁÑÀ â PBS-t, çàòåì èíêóáèðîâàëè íî÷ü â õîëîäè-
ëüíèêå ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè (ðàçâåäåíèå 1 : 2000) è
ïîñëå 3-êðàòíîé ïðîìûâêè â PBS-t èíêóáèðîâàëè ñ êîíú-
þãàòîì âòîðè÷íûõ àíòèòåë ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà â ðàçâå-
äåíèè 1 : 400. Çîíó áåëêà äåòåêòèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñèñ-
òåìû ECL (Amersham Biosciences, ÑØÀ) è ðåíòãåíîâñêîé
ïëåíêè Retina. Äëÿ àíàëèçà ÀÒÌ ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè
â 10%-íîì ÏÀÀÃ ïðè 60 Â â òå÷åíèå 10 ÷. Ïîñëåäóþùèå
îïåðàöèè áûëè òàêèìè æå, êàê è äëÿ ð53. Âñå èñïîëüçóå-
ìûå àíòèòåëà ïåðå÷èñëåíû â òàáëèöå.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê î å î ï ð å ä å ë å í è å ý ê -
ñ ï ð å ñ ñ è è á å ë ê î â. Êëåòêè èììîáèëèçîâûâàëè â íèç-
êîïëàâêîé àãàðîçå (0.7 % â PBS) â âèäå òîíêîãî ñëàéäà íà
ïîâåðõíîñòè ïðåäìåòíîãî ñòåêëà. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè,
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Àíòèòåëà, èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå

Àíòèòåëà Ñïåöèôè÷íîñòü Êëîí Èçîòèï Êîíúþãàò ñ Ðàçâåäåíèå

antiP53 (Abcam, Àíãëèÿ) Ìûøü PAb240 IgG1 1 : 200

antiBrUdR Òî æå Òî æå

antiATM (Calbiochem, ÑØÀ) ×åëîâåê, ìûøü Ab-1 (13-24) IgG 1 : 100

antiÑaspase3 active (GenWay, ÑØÀ) Êðîëèê, ÷åëîâåê, ìûøü Ïîëèêëîíàëüíûå (ÏÊ) Òî æå Òî æå

PARP (Abcam, Àíãëèÿ) ×åëîâåê, ìûøü A5A light k IgG1 1 : 200

anti-rabbit (Sigma, ÑØÀ) ÏÊ IGG Ïåðîêñè-
äàçîé

1 : 5000

anti-mouse (Abcam, Àíãëèÿ) Òî æå IgG FITC 1 : 500

anti-rabbit (Abcam, Àíãëèÿ) » » Òî æå Òî æå Òî æå



èíêóáèðóÿ ñëàéäû 20 ìèí â 3%-íîì ôîðìàëüäåãèäå â PBS
â õîëîäèëüíèêå. Çàòåì ïåðìåàáèëèçîâûâàëè â 0.2%-íîì
Triton Õ-100 â PBS (20 ìèí â õîëîäèëüíèêå). Ñëàéäû,
ïðåäíàçíà÷åííûå äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ FasR, ïðîöåäó-
ðå ïåðìåàáèëèçàöèè íå ïîäâåðãàëè. Ïîñëå êàæäîé ïðîöå-
äóðû ñëàéäû òðèæäû îòìûâàëè â PBS, ïîñëåäíþþ îò-
ìûâêó îò ïåðâè÷íûõ àíòèòåë ïðîâîäèëè â PBS, ñîäåðæà-
ùåì 2 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè. Íà ñëàéä íàíîñèëè
ðàñòâîð ïåðâè÷íûõ àíòèòåë â PBS (30 ìêë, 1—2 ìêã/ìë),
íàêðûâàëè ïîêðîâíûì ñòåêëîì è èíêóáèðîâàëè 1 ÷ â òåì-
íîòå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå èíêóáàöèè ñòåê-
ëî óäàëÿëè è ñëàéä òðèæäû îòìûâàëè õîëîäíûì PBS. Ïî-
ñëå óäàëåíèÿ èçëèøêîâ âëàãè ñ ïîâåðõíîñòè ñëàéäà íàíî-
ñèëè 30 ìêë PBS, ñîäåðæàùåãî âòîðè÷íûå àíòèòåëà,
ìå÷åííûå FITC (1 ìêã/ìë), íàêðûâàëè ïîêðîâíûì ñòåê-
ëîì è èíêóáèðîâàëè 1 ÷ â òåìíîòå. Ïîñëå óäàëåíèÿ ïî-
êðîâíîãî ñòåêëà ñëàéäû îòìûâàëè â PBS, äåãèäðàòèðîâà-
ëè â ìåòàíîëå, âûñóøèâàëè, îêðàøèâàëè éîäèñòûì ïðî-
ïèäèåì (1 ìêã/ìë) è ìèêðîñêîïèðîâàëè â ðåæèìå
ôëóîðåñöåíöèè ñ íàáîðîì ôèëüòðîâ äëÿ FITÑ. Êîíòðî-
ëåì ñëóæèëè ñëàéäû ñ èììîáèëèçîâàííûìè êëåòêàìè, êî-
òîðûå ïîäâåðãàëè òàêîé æå îáðàáîòêå, íî áåç ïåðâè÷íûõ
àíòèòåë. FITC-ôëóîðåñöèðóþùèå êëåòêè ôîòîãðàôèðîâà-
ëè, ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ àíàëèçèðîâàëè íà êîìïüþ-
òåðå ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ. Ðåãèñòðèðîâàëè ôëó-
îðåñöåíöèþ íå ìåíåå 150 êëåòîê â êàæäîì ñëàéäå è îïðå-
äåëÿëè äîëþ FITC-ïîçèòèâíûõ êëåòîê. Ïîêàçàòåëåì
óðîâíÿ ýêñïðåññèè êàæäîãî áåëêà ñëóæèëî ïðîèçâåäåíèå
ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè îäíîé êëåòêè íà äîëþ
FITC-ïîçèòèâíûõ êëåòîê â êàæäîì ñëàéäå.

Î ö å í ê à ï î â ð å æ ä å í è ÿ Ä Í Ê ì å ò î ä î ì Ä Í Ê -
ê î ì å ò. Èñïîëüçîâàëè îïèñàííûå íàìè ðàíåå (Òðîíîâ è
äð., 2011) äâà âàðèàíòà ìåòîäà — íåéòðàëüíûé äëÿ îöåí-
êè ïîâðåæäåííîñòè äâóíèòåâîé ÄÍÊ (dsÄÍÊ-êîìåòû) è
ùåëî÷íîé äëÿ îïðåäåëåíèÿ îäíîíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ
(ssÄÍÊ-êîìåòû). Â ïåðâîì ñëó÷àå 100 ìêë ñóñïåíçèè, ñî-
äåðæàùåé — 0.5�106—1�106 êëåòîê â PBS, ñìåøèâàëè ñ
200 ìêë 1%-íîãî ðàñòâîðà ëåãêîïëàâêîé àãàðîçû IV òèïà
(Sigma, ÑØÀ). Ñìåñü (30 ìêë) íàíîñèëè íà ïðåäìåòíîå
ñòåêëî è íàêðûâàëè ïîêðîâíûì ñòåêëîì (18�18 ìì). Ïî-
ñëå çàñòûâàíèÿ ãåëÿ ñòåêëî óäàëÿëè è ñëàéä ïîãðóæàëè â
ëèçèðóþùèé ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 2.5 M NaCl, 30 ìÌ
EDTA, 10 ìÌ Tris-HCl, 1 % ëàóðèëñàðêîçèíàòà è 0.03
ìã/ìë ïðîòåèíàçû Ê, ðÍ 8.0. Ñïóñòÿ 12—16 ÷ ëèçèñà ïðè
37 °Ñ ñëàéäû ïîãðóæàëè â ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 2.5 Ì
NaCl, 0.1 M EDTA, 10 ìÌ Tris-HCl, 1 % Triton X-100, 1 %
DMSO, pH 10, è ïîìåùàëè íà 1 ÷ èëè áîëåå â õîëîäèëü-
íèê. Äàëåå ñëàéäû ïîìåùàëè â ãîðèçîíòàëüíóþ êàìåðó
äëÿ ýëåêòðîôîðåçà, çàïîëíåííóþ ÒÀÅ-áóôåðîì (ðÍ 8.3),
è âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè 4 °Ñ. Ýëåêòðîôîðåç
ïðîâîäèëè ïðè 0.56 Â/ñì â òå÷åíèå 40 ìèí. Ïîñëå ýëåêò-
ðîôîðåçà ñëàéäû ïîãðóæàëè â îõëàæäåííûé ðàñòâîð 0.3
Ì NaOH è 1 ìÌ EDTA íà 15 ìèí, òðèæäû îïîëàñêèâàëè
â 0.4 Ì Tris-HCl, pH 7.4, è 1 ðàç — â PBS. Ñëàéäû äåãèä-
ðàòèðîâàëè ìåòàíîëîì è âûñóøèâàëè íà âîçäóõå. Ïîñëå
âûñûõàíèÿ è îêðàøèâàíèÿ Sybr-Green ñëàéäû ìèêðîñêî-
ïèðîâàëè âî ôëóîðåñöåíòíîì ðåæèìå. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ
îäíîíèòåâûõ ðàçðûâîâ ñëàéäû ïîñëå èíêóáàöèè â ëèçè-
ðóþùåì áóôåðå ïðè ðÍ 10 ïîìåùàëè â ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêóþ êàìåðó, çàïîëíåííóþ îõëàæäåííûì ðàñòâîðîì 0.3
Ì NaOH è 1 ìÌ EDTA, pH 13. Ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷å-
íèå 40 ìèí ïðè 4 °Ñ ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåç ïðè 0.75
Â/ñì â òå÷åíèå 25 ìèí. Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ñëàéäû îïî-
ëàñêèâàëè ðàñòâîðîì 0.4 Ì Tris-HCl è ïðîâîäèëè òå æå
îïåðàöèè, ÷òî è äëÿ íåéòðàëüíûõ êîìåò. Â ïðîöåññå ìèê-

ðîñêîïèè íàêàïëèâàëè èçîáðàæåíèÿ êîìåò â ïàìÿòè
êîìïüþòåðà è îáðàáàòûâàëè èõ ïî ïðîãðàììå CASP (Kon-
ca et al., 2003). Ïîêàçàòåëåì ïîâðåæäåííîñòè ÄÍÊ ñëóæèë
ïàðàìåòð ìîìåíò õâîñòà êîìåò mt (Olive tail moment). Ïî
èçìåíåíèþ ýòîãî ïîêàçàòåëÿ âî âðåìåíè ïîñëå âîçäåéñò-
âèÿ íà æèâîòíûõ ñóäèëè î ðåïàðàöèè ÄÍÊ â êëåòêàõ ñåò-
÷àòêè.

Ñ ò à ò è ñ ò è ê à. Ðåçóëüòàòû â âèäå ÷èñëîâûõ ìíî-
æåñòâ ðåãèñòðèðóåìûõ ïàðàìåòðîâ èíäèâèäóàëüíûõ êëå-
òîê èç êîíòðîëüíûõ è èç îáðàáîòàííûõ àãåíòàìè æè-
âîòíûõ ïðåäñòàâëÿëè â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è ñðàâíè-
âàëè ìåæäó ñîáîé êàê íåçàâèñèìûå ðàñïðåäåëåíèÿ ñ
èñïîëüçîâàíèåì íåïàðàìåòðè÷åñêîé ñòàòèñòèêè Êîëìîãî-
ðîâà—Ñìèðíîâà (ïðîãðàììà Statistiñà).

Ðåçóëüòàòû

Î ò â å ò ñ å ò ÷ à ò ê è ì û ø å é í à î á ë ó ÷ å í è å. Ãàì-
ìà-îáëó÷åíèå èëè îáëó÷åíèå ïðîòîíàìè â äîçå 14 Ãð íå
âûçûâàåò äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè â òå÷åíèå 7 ñóò, ÷òî ïðî-
ñëåæèâàåòñÿ íà ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ñðåçàõ ñåò÷àòêè
(ðèñ. 1, a—ä) è ïîäòâåðæäàåòñÿ ðåçóëüòàòàìè ìîðôîìåò-
ðèè (ðèñ. 1, àR—äR). Íåáîëüøîå ïîíèæåíèå òîëùèíû ÿäåð-
íîãî ñëîÿ ôîòîðåöåïòîðîâ ÷åðåç 7 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ
ïðîòîíàìè íå ñîïðîâîæäàëîñü ìîðôîëîãè÷åñêèìè èçìå-
íåíèÿìè ÿäåð è ñåãìåíòîâ ôîòîðåöåïòîðîâ (ðèñ. 1, ä).

Oáëó÷åíèå âûçûâàëî óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ñåíñî-
ðîâ îäíî- è äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ — áåëêîâ ð53 è
ÀÒÌ (ðèñ. 2, à, á). Äëÿ îáîèõ âèäîâ èçëó÷åíèÿ íàáëþäà-
ëàñü íîðìàëèçàöèÿ ýêñïðåññèè ÷åðåç 12—14 ÷ ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ. Âîçíèêàþùèå â îòâåò íà îáëó÷åíèå îäíî- è
äâóíèòåâûå ðàçðûâû â ÄÍÊ ýôôåêòèâíî óäàëÿþòñÿ â òå-
÷åíèå 10—12 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ãàììà-èçëó÷åíèÿ è
ïðîòîíîâ, ÷òî êîððåëèðóåò ñ äèíàìèêîé ýêñïðåññèè áåë-
êîâ ð53 è ÀÒÌ (ðèñ. 3).

Ëîêàëüíîå îáëó÷åíèå ïðîòîíàìè ïîçâîëèëî óâåëè-
÷èòü äîçó îáëó÷åíèÿ äî 25 Ãð, ïîñëå êîòîðîé ìûøè ñî-
õðàíÿëè æèçíåñïîñîáíîñòü â òå÷åíèå 6 ñóò. Â ðåçóëüòàòå
óäàëîñü íàáëþäàòü íàðàñòàþùóþ âî âðåìåíè äåãåíåðà-
öèþ ôîòîðåöåïòîðîâ ñåò÷àòêè â âèäå ðàçóïîðÿäî÷èâàíèÿ
è äåñòðóêöèè ñåãìåíòîâ è ñíèæåíèÿ ïëîòíîñòè óïàêîâêè
ÿäåðíîãî ñëîÿ è åãî òîëùèíû (ðèñ. 4, á, â). Ýòè èçìåíåíèÿ
äîñòîâåðíû (Ð < 0.01) ñïóñòÿ 6 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ
(ðèñ. 4, â) è îòðàæàþò íàðàñòàþùóþ âî âðåìåíè ãèáåëü
ôîòîðåöåïòîðîâ â ñåò÷àòêå ìûøåé ïîñëå îáëó÷åíèÿ ïðî-
òîíàìè â äîçå 25 Ãð. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ íàáëþ-
äàåòñÿ ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ FasR è êàñïàçû 3. Ê ýòîìó
âðåìåíè ýêñïðåññèÿ ð53 òàêæå ñîõðàíÿåòñÿ ïîâûøåííîé
(ðèñ. 5). Ýòîò ðåçóëüòàò ãîâîðèò â ïîëüçó àïîïòîçà êàê ìå-
õàíèçìà ãèáåëè ôîòîðåöåïòîðîâ â îòâåò íà îáëó÷åíèå
ïðîòîíàìè â äîçå 25 Ãð.

Î ò â å ò ñ å ò ÷ à ò ê è í à â â å ä å í è å Ì Í Ì. Îäíî-
êðàòíîå ââåäåíèå ìûøàì ÌÍÌ (70 ìã/êã) âûçûâàåò äåñò-
ðóêòèâíûå èçìåíåíèÿ â ñåò÷àòêå, çàòðàãèâàþùèå ãëàâíûì
îáðàçîì ñëîé ôîòîðåöåïòîðíûõ êëåòîê (ðèñ. 6, à). Äåãåíå-
ðàöèÿ ñåãìåíòîâ, ñíèæåíèå òîëùèíû ÿäåðíîãî ñëîÿ ôîòî-
ðåöåïòîðîâ (ðèñ. 6, á), íàëè÷èå ôðàãìåíòèðîâàííûõ ÿäåð
ôîòîðåöåïòîðîâ (ðèñ. 6, â), óâåëè÷åííàÿ ýêñïðåññèÿ áåë-
êîâ, ñâÿçàííûõ ñ àïîïòîçîì, — ð53, ÐARP, FasR è êàñïà-
çû 3 (ðèñ. 6, ã) óêàçûâàþò íà ïðîãðåññèðóþùóþ ãèáåëü
ôîòîðåöåïòîðîâ ïî ìåõàíèçìó àïîïòîçà. Ó ìíîãèõ æèâîò-
íûõ îòìå÷àåòñÿ ñëåïîòà íà 6-å ñóò.

Öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ÌÍÌ èìååò ðåçêóþ êîí-
öåíòðàöèîííóþ çàâèñèìîñòü: èíúåêöèÿ ìûøàì ÌÍÌ â

Ìåõàíèçìû ðàäèîðåçèñòåíòíîñòè òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê 263



äîçå 35 ìã/êã íå âûçûâàåò èçìåíåíèé â ôîòîðåöåïòîðíîì
ñëîå ñåò÷àòêè (ðèñ. 6, à) è íå ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíè-
åì ýêñïðåññèè ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ FasR è êàñïà-
çû 3.

Òàêèì îáðàçîì, îñîáåííîñòüþ îòâåòà ñåò÷àòêè íà ãå-
íîòîêñè÷åñêèé ñòðåññ, âûçâàííûé îáëó÷åíèåì è ìåòèëè-
ðóþùèì àãåíòîì, ÿâëÿåòñÿ íåëèíåéíîñòü çàâèñèìîñòè öè-
òîòîêñè÷åñêîãî îòâåòà îò äîçû. Èíûìè ñëîâàìè, äëÿ ýòèõ
âèäîâ âîçäåéñòâèÿ â ñåò÷àòêå îáíàðóæèâàåòñÿ âûñîêèé
ãåíîòîêñè÷åñêèé ïîðîã. Â ñëó÷àå ïðîëèôåðèðóþùèõ êëå-
òîê ãåíîòîêñè÷åñêèé ïîðîã ñâÿçûâàþò ñ àêòèâíîé ñèñòå-

ìîé ðåïàðàöèè ÄÍÊ. Ïîýòîìó ìû îöåíèëè óðîâåíü
ñïîíòàííîé ïîâðåæäåííîñòè è ïîëíîòó ðåïàðàöèè ÄÍÊ â
ñåò÷àòêå.

Ñ ï î í ò à í í à ÿ ï î â ð å æ ä å í í î ñ ò ü è ð å ï à ð à -
ö è ÿ Ä Í Ê â ñ å ò ÷ à ò ê å. Äëÿ îöåíêè ïîâðåæäåííîñòè
ÄÍÊ â ñåò÷àòêå èñïîëüçîâàëè âàðèàíò Â ìåòîäà ÄÍÊ-êî-
ìåò, â êîòîðîì ïðîòåèíàçà Ê â ëèçèðóþùåì ðàñòâîðå
îáåñïå÷èâàëà ïîëíóþ äèññîöèàöèþ õðîìàòèíà è âûñâî-
áîæäåíèå ÄÍÊ (ñì.: Òðîíîâ è äð., 2008). Ìèêðîôîòîãðà-
ôèè òèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò èç ñåò÷àòêè è ëèìôîöèòîâ èí-
òàêòíûõ ìûøåé ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 7. Êàê âèäíî, ïî-
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Ðèñ. 1. Ìèêðîôîòîãðàôèè ñåò÷àòêè ìûøåé (à—ä), îáëó÷åííûõ ãàììà-ëó÷àìè è ïðîòîíàìè (14 Ãð), è ñîîòâåòñòâóþùàÿ òîëùèíà
ÿäåðíîãî ñëîÿ ôîòîðåöåïòîðîâ (à�—ä�) ÷åðåç 24 è 168 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ.

à, à�— êîíòðîëü; á, á�— 24 ÷ ïîñëå ãàììà-îáëó÷åíèÿ; â, â�— 168 ÷ ïîñëå ãàììà-îáëó÷åíèÿ; ã, ã�— 24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ïðîòîíàìè; ä, ä�— 168 ÷ ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ ïðîòîíàìè.

Ðèñ. 2. Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ýêñïðåññèè áåëêîâ p53 (à) è ÀÒÌ (á) â ñåò÷àòêå ìûøåé, ïîäâåðãíóòûõ ãàììà-îáëó÷åíèþ (à) è îáëó-
÷åíèþ ïðîòîíàìè (á) â äîçå 14 Ãð, ñïóñòÿ ðàçíîå âðåìÿ ïîñëå îáëó÷åíèÿ.



âðåæäåííîñòü ÄÍÊ â ñåò÷àòêå çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì â
ëèìôîöèòàõ. Ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ è áîëåå âûñîêèì çíà÷å-
íèåì ïàðàìåòðà mt äëÿ ssÄÍÊ-êîìåò èç êëåòîê ñåò÷àòêè.

Â ñâÿçè ñ íàëè÷èåì ñïîíòàííûõ ïîâðåæäåíèé â ÄÍÊ
ñåò÷àòêè ìûøåé ìû èññëåäîâàëè ðåïàðàöèþ ïîñëå îáëó-
÷åíèÿ ïðîòîíàìè è ïîñëå èíúåêöèè ÌÍÌ. Ïîñêîëüêó
ÌÍÌ íå âûçûâàåò ðàçðûâîâ ÄÍÊ, ìû èñïîëüçîâàëè Â-âà-
ðèàíò ìåòîäà ÄÍÊ-êîìåò. Ðèñ. 8 ïðåäñòàâëÿåò äèíàìèêó
âîññòàíîâëåíèÿ ñòðóêòóðû ÄÍÊ â ñåò÷àòêå in vivo ïîñëå
îáëó÷åíèÿ ìûøåé ïðîòîíàìè â äîçå 25 Ãð (à) è ïîñëå
èíúåêöèè ÌÍÌ â äîçå 70 ìã/êã (á). Êàê âèäíî, âñå èíäó-
öèðîâàííûå îáëó÷åíèåì è ÌÍÌ ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ â ñåò-
÷àòêå óäàëÿþòñÿ, íî ïðåäñóùåñòâóþùèå ñïîðàäè÷åñêèå
ïîâðåæäåíèÿ íå çàòðàãèâàþòñÿ ìåõàíèçìîì ðåïàðàöèè.
Äëÿ ñðàâíåíèÿ ïðèâåäåíà êðèâàÿ ðåïàðàöèè ïîñëå îáëó-
÷åíèÿ ïðîòîíàìè, ïîëó÷åííàÿ â òîì æå îïûòå áåç äîáàâ-
ëåíèÿ â ëèçèðóþùèé êîêòåéëü ïðîòåèíàçû Ê. Â ýòîì ñëó-
÷àå îòìå÷àþòñÿ ïîëíîå âîññòàíîâëåíèå ÄÍÊ, íî è îòñóò-
ñòâèå ñïîíòàííîé ïîâðåæäåííîñòè ÄÍÊ â ñåò÷àòêå.

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò òåçèñ î
âûñîêîé ðàäèîóñòîé÷èâîñòè çðåëîé ñåò÷àòêè ìûøåé. Íà-
áëþäàåòñÿ ïîëíàÿ ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ ïîñëå äåéñòâèÿ ãàì-
ìà-èçëó÷åíèÿ èëè èçëó÷åíèÿ ïðîòîíîâ â äîçå 14 Ãð. Óâå-
ëè÷åííàÿ ýêñïðåññèÿ áåëêîâ ð53 è ÀÒÌ íîðìàëèçóåòñÿ
ñïóñòÿ 12 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Ê ýòîìó âðåìåíè çàâåðøàåò-
ñÿ ðåïàðàöèÿ èíäóöèðîâàííûõ èçëó÷åíèÿìè ðàçðûâîâ â
ÄÍÊ (ðèñ. 1—3).

Çàìåòíûå ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â ôîòîðåöåï-
òîðíîì ñëîå ñåò÷àòêè îòìå÷àþòñÿ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå
25 Ãð. Ýòè èçìåíåíèÿ âûðàæàþòñÿ â äåãðàäàöèè íàðóæ-
íûõ ñåãìåíòîâ ôîòîðåöåïòîðîâ, à òàêæå â ñíèæåíèè ïëîò-
íîñòè è òîëùèíû ÿäåðíîãî ñëîÿ ôîòîðåöåïòîðîâ (ðèñ. 4).
Äåãðàäàöèÿ íàðàñòàåò âî âðåìåíè è ñâÿçàíà ñ ãèáåëüþ ôî-
òîðåöåïòîðîâ, ïðîòåêàþùåé ïî ìåõàíèçìó àïîïòîçà. Íà
àïîïòîç óêàçûâàåò âîçðîñøàÿ ýêñïðåññèÿ ïðîàïîïòîòè÷å-
ñêèõ áåëêîâ ð53, FasR è àêòèâíîé êàñïàçû 3 (ðèñ. 5). Âû-
ñîêàÿ ðàäèîóñòîé÷èâîñòü ñåò÷àòêè è àêòèâíûé ìåõàíèçì
ïîñòðàäèàöèîííîé ðåïàðàöèè, óäàëÿþùèé ðàçðûâû ÄÍÊ,
èíäóöèðîâàííûå èçëó÷åíèÿìè, óêàçûâàþò íà ñóùåñòâî-
âàíèå ãåíîòîêñè÷åñêîãî ïîðîãà, êîòîðûé îáóñëîâëèâàåò
íåëèíåéíûé õàðàêòåð çàâèñèìîñòè ýôôåêòà îò äîçû (Joh-
nson et al., 2009). Íà ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ ãåíîòî-
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Ðèñ. 3. Äèíàìèêà ðåïàðàöèè îäíîíèòåâûõ (1) è äâóíèòåâûõ (2) ðàçðûâîâ ÄÍÊ â ñåò÷àòêå ìûøåé in vivo ïîñëå èõ îáëó÷åíèÿ ãàì-
ìà-ëó÷àìè (à) è ïðîòîíàìè (á) â äîçå 14 Ãð.

Ðèñ. 4. Ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â ñåò÷àòêå ìûøåé, ïîä-
âåðíóòûõ ëîêàëüíîìó îáëó÷åíèþ ïðîòîíàìè â äîçå 25 Ãð.

à — êîíòðîëü, á — 4 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ, â — 6 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ,
ã — òîëùèíà ñåãìåíòîâ (Ñ) è ÿäåðíîãî (ß) ñëîÿ ôîòîðåöåïòîðîâ (% îò
ñóììàðíîé òîëùèíû âñåõ ñëîåâ ñåò÷àòêè). Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷å-
íèÿ è èõ ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ. Ðàçëè÷èÿ ñ êîíòðîëåì (Ê): *P < 0.05 è

**P < 0.01.



êñè÷åñêèé ïîðîã íàáëþäàëñÿ ïðè äåéñòâèè àëêèëèðóþ-
ùèõ àãåíòîâ (Jenkins et al., 2005). Îí âûðàæàëñÿ â íåëè-
íåéíîé çàâèñèìîñòè ýôôåêòà îò äîçû è ïðÿìî ñâÿçàí ñ
àêòèâíîé ñèñòåìîé ðåïàðàöèè ÄÍÊ. ÌÍÌ, îòíîñÿùàÿñÿ ê
ýòîìó æå êëàññó ñîåäèíåíèé, îêàçûâàåò öèòîòîêñè÷åñêîå
äåéñòâèå íà ñåò÷àòêó, êîòîðîå âûðàæàåòñÿ â àïîïòîòè÷å-
ñêîé ãèáåëè ôîòîðåöåïòîðîâ (ðèñ. 6). Íåëèíåéíûé õàðàê-
òåð äîçîâîé çàâèñèìîñòè öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà
ÌÍÌ íà ñåò÷àòêå (ðèñ. 6, à) òàêæå óêàçûâàåò íà íàëè÷èå
ãåíîòîêñè÷åñêîãî ïîðîãà. Èññëåäîâàíèå ñâÿçè åãî ñ ãåíî-
òîêñè÷åñêèì äåéñòâèåì ÌÍÌ îáíàðóæèëî äâå ðàíåå
íå îïèñàííûå îñîáåííîñòè ñåò÷àòêè. Âî-ïåðâûõ, ýòî âû-
ñîêàÿ ñïîíòàííàÿ ïîâðåæäåííîñòü ÄÍÊ â ñåò÷àòêå ìûøåé
(ðèñ. 7). Êàê âèäíî íà ðèñ. 7, ïàðàìåòð mt â ñåò÷àòêå íà
ïîðÿäîê âûøå òàêîâîãî â ëèìôîöèòàõ. Ïî ýòîìó ïîêàçà-
òåëþ îðãàíû ìûøè ðàñïîëàãàþòñÿ â ñëåäóþùåì ïîðÿäêå
âîçðàñòàíèÿ ïîâðåæäåííîñòè ÄÍÊ: ëèìôîöèòû < ïå-
÷åíü < ìîçã < ñåò÷àòêà, êîòîðûé ñîâïàäàåò ñî ñòåïåíüþ
îêñèãåíàöèè òêàíåé. Ñðåäíèé ìîìåíò õâîñòà ssÄÍÊ-êî-
ìåò èíòàêòíîé ñåò÷àòêè (mt = 32 � 2) ñîîòâåòñòâóåò äîçå
îáëó÷åíèÿ ïðîòîíàìè 15—20 Ãð. Òàêàÿ äîçà îáëó÷åíèÿ
íåèçáåæíî èíäóöèðóåò çàìåòíîå ïîâðåæäåíèå è dsÄÍÊ â
ñåò÷àòêå (ðèñ. 3, á). Îäíàêî â íåéòðàëüíûõ óñëîâèÿõ
dsÄÍÊ èíòàêòíîé ñåò÷àòêè íå îáíàðóæèâàåò ðàçðûâîâ,
õîòÿ ôîðìà êîìåò, íàïîìèíàþùàÿ îäóâàí÷èêè (ðèñ. 7),
óêàçûâàåò íà äåêîìïàêòèçàöèþ õðîìàòèíà â êëåòêå è íà
îñëàáëåíèå åãî ñâÿçè ñ ÿäåðíûì ìàòðèêñîì. Âñå ýòî ãîâî-
ðèò î òîì, ÷òî ñïîíòàííûå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ â ñåò÷àòêå
íå ÿâëÿþòñÿ ðàçðûâàìè, íî òðàíñôîðìèðóþòñÿ â òàêîâûå
â ùåëî÷íûõ óñëîâèÿõ (ðÍ > 13), ò. å. ÿâëÿþòñÿ îêñèìîäè-
ôèöèðîâàííûìè îñíîâàíèÿìè ÄÍÊ.

Âòîðàÿ îáíàðóæåííàÿ íàìè îñîáåííîñòü ñåò÷àòêè —
àêòèâíàÿ ðåïàðàöèÿ, óäàëÿþùàÿ áîëüøóþ ÷àñòü ïîâðåæ-
äåíèé ÄÍÊ, èíäóöèðîâàííûõ îáëó÷åíèåì èëè ÌÍÌ, íî
íå çàòðàãèâàþùàÿ ïðåäñóùåñòâóþùèõ ñïîíòàííûõ ïî-
âðåæäåíèé ÄÍÊ (ðèñ. 8). Íàëè÷èå ñïîíòàííûõ ïîâðåæäå-
íèé â âèäå îäíîíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ â ðàçëè÷íûõ îðãà-
íàõ ìûøåé îòìå÷àëîñü â ðÿäå ðàáîò (Valverde et al., 2000,
2001). Ñòåïåíü ïîâðåæäåííîñòè ÄÍÊ íàðàñòàëà â îðãàíàõ
â òîì æå ïîðÿäêå, ÷òî è ó íàñ: ëåéêîöèòû < ïå÷åíü < ìîçã
(Wang et al., 2010).

Àïîïòîç â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ â ïðîëèôåðèðó-
þùèõ êëåòêàõ ïðèçíàåòñÿ ðàäèêàëüíûì ñïîñîáîì äëÿ
ïðåäîòâðàùåíèÿ ôîðìèðîâàíèÿ ãåíåòè÷åñêè íåñòàáèëü-

íîãî ïîòîìñòâà êëåòîê. Â ñëó÷àå äèôôåðåíöèðîâàííûõ
êëåòîê íåÿñíî, ñïîñîáíû ëè îíè ïîäâåðãàòüñÿ àïîïòîçó â
îòâåò íà ãåíîòîêñè÷åñêèé ñòðåññ (Walsh, Perlman, 1997).
Èçâåñòíî, ÷òî â ïîñòìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ ïîäàâëåíû îò-
äåëüíûå ìåõàíèçìû ðåïàðàöèè. Òàê, òåðìèíàëüíî äèôôå-
ðåíöèðîâàííûå êëåòêè íå ñïîñîáíû îñóùåñòâëÿòü ðåïà-
ðàöèþ ïî ìåõàíèçìó ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè (HRR),
àññîöèèðîâàííîìó ñ ðåïëèêàöèåé. Êðîìå òîãî, â ýòèõ
êëåòêàõ ðåãóëÿòîðíî ïîäàâëåíà ãëîáàëüíàÿ ðåïàðàöèÿ ãå-
íîìà, îäíà èç ðàçíîâèäíîñòåé ìåõàíèçìà NER (Simonatto
et al., 2007). Âìåñòå ñ òåì òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàí-
íûå êëåòêè òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíû è íóæäàþòñÿ â
ïîääåðæàíèè öåëîñòíîñòè òðàíñêðèáèðóåìîé ÷àñòè ãåíî-
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Ðèñ. 5. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè ïðîàïîï-
òîòè÷åñêèõ áåëêîâ â êëåòêàõ ñåò÷àòêè èíòàêòíûõ ìûøåé (1)
è ìûøåé ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ïðîòîíàìè â äîçå

25 Ãð (2).

Ðèñ. 6. Öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå íà ñåò÷àòêó îäíîêðàòíîé
èíúåêöèè ìûøàì ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíû (ÌÍÌ, 35 è

70 ìã/êã).

à — ãèñòîëîãè÷åñêèé ïðåïàðàò èíòàêòíîé ñåò÷àòêè (Ê) è ñåò÷àòêè ÷åðåç
6 ñóò ïîñëå èíúåêöèè ÌÍÌ: 1 — ïèãìåíòíûé ýïèòåëèé, 2 — ñåãìåíòû
ôîòîðåöåïòîðîâ, 3 — íàðóæíûé ÿäåðíûé ñëîé, 4 — íàðóæíûé ïëåêñè-
ôîðì, 5 — âíóòðåííèé ÿäåðíûé ñëîé, 6 — âíóòðåííèé ïëåêñèôîðì, 7 —
ñëîé ãàíãëèîçíûõ êëåòîê; á — äîëÿ (%) ôðàãìåíòèðîâàííûõ ÿäåð ôîòî-
ðåöåïòîðîâ â èíòàêòíîé ñåò÷àòêå (1) è ÷åðåç 6 ñóò ïîñëå èíúåêöèè ÌÍÌ
(2); â — ñðåäíÿÿ òîëùèíà ÿäåðíîãî ñëîÿ ôîòîðåöåïòîðîâ èíòàêòíîé ñåò-
÷àòêè (1) è ñåò÷àòêè ÷åðåç 6 ñóò ïîñëå ââåäåíèÿ ÌÍÌ (2); ã — èììóíîöè-
òîõèìè÷åñêîå îïðåäåëåíèå ýêñïðåññèè ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ ñïóñ-

òÿ 24 ÷ ïîñëå èíúåêöèè ÌÍÌ (1 — êîíòðîëü, 2 — ÌÍÌ).



ìà íà ïðîòÿæåíèè æèçíè êëåòêè. Ýòó ôóíêöèþ âûïîëíÿåò
ìåõàíèçì ðåïàðàöèè, àññîöèèðîâàííûé ñ òðàíñêðèïöèåé
(Nouspikel, 2007). Ïðèíèìàÿ ýòè ôàêòû, ìîæíî ñ÷èòàòü
áîëüøóþ ÷àñòü ãëîáàëüíîãî ãåíîìà òåðìèíàëüíî äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ êëåòîê (â òîì ÷èñëå è êëåòîê ñåò÷àòêè)
íåêðèòè÷íîé äëÿ âûïîëíåíèÿ èõ ñïåöèôè÷åñêèõ ôóíê-
öèé. Ïîýòîìó ðåïàðàöèåé ÄÍÊ â ýòîé ÷àñòè ãåíîìà êëåò-
êà ìîæåò äî êàêîé-òî ñòåïåíè ïðåíåáðå÷ü. Â ðåçóëüòàòå â
íåé ìîãóò íàêàïëèâàòüñÿ ñïîíòàííûå ïîâðåæäåíèÿ áåç
î÷åâèäíûõ öèòîòîêñè÷åñêèõ ïîñëåäñòâèé. Ñïîíòàííàÿ
ïîâðåæäåííîñòü ÿäåðíîé ÄÍÊ â ñåò÷àòêå îòðàæàåò òîëå-
ðàíòíîñòü êëåòîê ê ãåíîòîêñè÷åñêîìó ñòðåññó.

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåð-
æäàþò íàëè÷èå ãåíîòîêñè÷åñêîãî ïîðîãà äëÿ îáëó÷åíèé è
ìåòèëèðóþùåãî àãåíòà ó äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê
ñåò÷àòêè. Ðåçóëüòàòû òàêæå ïîêàçûâàþò, ÷òî îäíîé èç
ïðè÷èí òîëåðàíòíîñòè ïîñòìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê ñåò÷àòêè
ê ïîâðåæäåíèÿì ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ ðåïàðàöèÿ, êàê è ó äåëÿ-

ùèõñÿ êëåòîê. Âòîðàÿ ïðè÷èíà èõ òîëåðàíòíîñòè —
óìåíüøåíèå ôèçè÷åñêîãî ðàçìåðà ðàäèî÷óâñòâèòåëüíîé
ìèøåíè äî ðàçìåðîâ òðàíñêðèáèðóåìîãî ëîêóñà ãåíîìà.
Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ðåøàþùàÿ ðîëü â òðàíñôîðìàöèè
èçíà÷àëüíî ïåðìèññèâíûõ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ (ðàçðûâîâ
ïîñëå îáëó÷åíèÿ è ïîÿâëåíèÿ ìîäèôèöèðîâàííûõ îñíîâà-
íèé è ÀÏ-ñàéòîâ ïîñëå äåéñòâèÿ ÌÍÌ) â öèòîòîêñè÷å-
ñêèå ïðèíàäëåæèò ëîêàëèçîâàííûì â òðàíñêðèáèðóåìûõ
ñàéòàõ ìîëåêóëàì òîïîèçîìåðàçû 2 (topo 2).

Èçâåñòíî, ÷òî ðåãóëÿöèÿ ãåííîé ýêñïðåññèè îñóùåñò-
âëÿåòñÿ ïóòåì ñòðóêòóðíîé ïåðåñòðîéêè (ðåìîäåëèðîâà-
íèÿ) õðîìàòèíà è ôîðìèðîâàíèåì ïåòåëü (Kauzaridis et al.,
2005; Kadauke, Blobel, 2009). Âàæíàÿ ðîëü â ýòîì ïðèíàä-
ëåæèò topo 2, âõîäÿùåé â ñîñòàâ êîìïëåêñà, îñóùåñòâëÿ-
þùåãî ðåìîäåëèðîâàíèå (Varga-Weisz et al., 1997; Kuniaki
et al., 2008). Òopo 2 ëîêàëèçîâàíà â òðàíñêðèáèðóåìîé îá-
ëàñòè, ãäå èçìåíÿåò òîïîëîãèþ ÄÍÊ, äåëàÿ â ÄÍÊ âðå-
ìåííûé äâîéíîé ðàçðûâ è ëèãèðóÿ åãî â ïîñëåäóþùåì
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Ðèñ. 7. ÄÍÊ-êîìåòû, ôîðìèðóåìûå èç èíòàêòíûõ êëåòîê ñåò÷àòêè è ëèìôîöèòîâ ìûøåé â ùåëî÷íûõ (ssÄÍÊ) è íåéòðàëüíûõ
(dsÄÍÊ) óñëîâèÿõ.

Ïàðàìåòð mt õàðàêòåðèçóåò ñòåïåíü ïîâðåæäåííîñòè ÄÍÊ.

Ðèñ. 8. Äèíàìèêà ðåïàðàöèè ssÄÍÊ â ñåò÷àòêå ìûøåé in vivo.

à — îáëó÷åíèå ïðîòîíàìè â äîçå 25 Ãð; á — ðåïàðàöèÿ ïîñëå èíúåêöèè ìûøàì ÌÍÌ â äîçå 70 ìã/êã (1 — ëèçèñ ñ äîáàâëåíèåì ïðîòåèíàçû K, 2 — ëè-
çèñ áåç ïðîòåèíàçû).



áëàãîäàðÿ ñâîèì ýíäîíóêëåàçíîé è ëèãàçíîé ôóíêöèÿì
(Champoux, 2001). Àêòèâàöèþ ýíäîíóêëåàçíîé àêòèâíî-
ñòè topo 2 ìîãóò îñóùåñòâëÿòü êàê èíäóöèðîâàííûå âíåø-
íèì âîçäåéñòâèåì (Sabourin et al., 2000), òàê è ñïîíòàííî
âîçíèêàþùèå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ (Liu, Gerson, 2004). Â ðå-
çóëüòàòå â òðàíñêðèáèðóåìûõ ëîêóñàõ ôîðìèðóþòñÿ íå-
ðåïàðèðóåìûå äâóíèòåâûå ðàçðûâû, ïðèâîäÿùèå ê îáðà-
çîâàíèþ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ ôðàãìåíòîâ (0.5—300 ìëí
ïàð îñíîâàíèé) dsÄÍÊ (Taverna et al., 2001), ÿâëÿþùèxñÿ
ðàííèì ìàðêåðîì àïîïòîòè÷åñêîé äåãðàäàöèè ãåíîìà
(Òðîíîâ è äð., 1999). Ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ èíèöèàöèè ýòèõ
ïðîöåññîâ íåîáõîäèìî ïîïàäàíèå ïîâðåæäåíèÿ â îáëàñòü,
ïåðåêðûâàåìóþ ýíäîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòüþ topo 2 (Fi-
shel et al., 2007). Â ïðîòèâíîì ñëó÷àå ïîâðåæäåíèå ìîæåò
áûòü ðåïàðèðîâàíî äî âîçíèêíîâåíèÿ öèòîòîêñè÷åñêîãî
äåéñòâèÿ. Ýòîò ìåõàíèçì îáúÿñíÿåò êàê íàëè÷èå ãåíîòîê-
ñè÷åñêîãî ïîðîãà è âêëàä ðåïàðàöèè â åãî ôîðìèðîâàíèå,
òàê è â êîíå÷íîì ñ÷åòå ïðîöåññ òðàíñôîðìàöèè ïîâðåæ-
äåíèÿ ÄÍÊ â öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò â ïîñòìèòîòè÷å-
ñêèõ êëåòêàõ ñåò÷àòêè.
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Retinopathy of animals is induced by many agents damaging DNA. This fact shows that DNA lesions may
initiate retinal degeneration. The aim of our work was to study the effects of gamma and proton irradiation, and
methylnitrosourea (MNU) on mice retina. We evaluated morphological changes, DNA damage and repair in re-
tina, and expression of 5 proteins participating in apoptosis: p53, ATM, FasR, PARP and caspase 3 active. Dose
of 14 Gy is equitoxic in terms of induction of DNA single strand breaks by both gamma and proton irradiation.
But protons were 2 fold more effective than gamma-rays in induction of DNA double strand breaks. All breaks
were repaired within �10 h. Irradiation resulted in increased expression of p53 and ATM. But no sings of cell
death and retinal degeneration were observed during 7 days after irradiation. Proton irradiation in dose of 25 Gy
resulted in increasing over time destructive changes localized mainly in photoreceptor layer of retina. These
changes were followed by increased expression of proapoptotic proteins. A single systemic administration of
MNU (70 mg/kg) increased intracellular levels of p53, PARP, FasR, caspase 3 active, which was followed by
destructive changes in retina with sings of apoptosis of photoreceptors. As in the case of irradiation, the 2-fold
dose reduction of MNU abrogated cytotoxic effect of MNU on retina. High level of spontaneous DNA damage
such as apurine and apyrimidine sites were observed in mouse retina. The results of our study demonstrate the
occurrence of genotoxic threshold in the initiation of retinal cell death in vivo. Topoisomerase 2 of retina is sug-
gested to translate primary DNA damage to cytotoxic effect.

K e y w o r d s: retina, postmitotic cells, ionizing radiation, methylnitrosourea, DNA damage, genotoxic
threshold, topoisomerase 2.
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