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Ðàäèàöèîííîå ïðåêîíäèöèîíèðîâàíèå ñåò÷àòêè ãëàçà ó ìûøåé in vivo

Ìíîãî÷èñëåííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî íåâûñîêèé óðîâåíü ñòðåññà (ïðåêîíäèöèîíè-
ðîâàíèå) îêàçûâàåò çàùèòíîå äåéñòâèå íà ñåò÷àòêó ãëàçà. Íàøè ïðåäûäóùèå èññëåäîâàíèÿ îáíàðóæèëè
íåëèíåéíóþ çàâèñèìîñòü öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ íà ñåò÷àòêó ìûøåé îò äîçû èîíèçèðóþùåé ðàäèà-
öèè è ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíû (ÌÍÌ); íåöèòîòîêñè÷åñêàÿ äîçà ÌÍÌ óâåëè÷èâàëà òîëåðàíòíîñòü ê ïî-
ñëåäóþùåìó óäàðíîìó âîçäåéñòâèþ àãåíòà (Òðîíîâ è äð., 2012). Ýòîò ðåçóëüòàò óêàçûâàåò íà ñóùåñòâî-
âàíèå â ñåò÷àòêå ìåõàíèçìà âîññòàíîâëåíèÿ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà ìîäåëè ÌÍÌ-èíäóöèðîâàííîé äå-
ãåíåðàöèè ñåò÷àòêè ìûøåé ìû èññëåäîâàëè àäàïòèâíûé îòâåò ñåò÷àòêè in vivo íà îáëó÷åíèå ïðîòîíàìè
è ó÷àñòèå â íåì ãëèàëüíûõ êëåòîê Ìþëëåðà. Ïîêàçàëè, ÷òî âîññòàíîâëåíèå ñåò÷àòêè ïîñëå äåéñòâèÿ ãå-
íîòîêñè÷åñêèõ àãåíòîâ, èíäóöèðóþùèõ åå äåãåíåðàöèþ, êîððåëèðóåò ñ ïîâûøåíèåì ýôôåêòèâíîñòè ðå-
ïàðàöèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ è ñíèæåíèåì ãèáåëè ôîòîðåöåïòîðîâ â ñåò÷àòêå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñåò÷àòêà, èîíèçèðóþùàÿ ðàäèàöèÿ, ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíà, ïîâðåæäåíèÿ
ÄÍÊ, ðåïàðàöèÿ, ðàäèàöèîííûé ãîðìåçèñ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÍÌ — ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíà, ÝÐÃ — ýëåêòðîðåòèíîãðàììà,
BrdU — bromodeoxyuridine.

ÄÍÊ â ñåò÷àòêå ó ìûøåé ñîäåðæèò áîëüøîå êîëè÷å-
ñòâî ñïîíòàííî âîçíèêàþùèõ íåðåïàðèðóåìûõ äåôåêòîâ,
êîòîðûå ïðåäñòàâëÿþòñÿ, ñêîðåå, îêñèìîäèôèêàöèÿìè
îñíîâàíèé è ÀÏ-ñàéòàìè (Nakamura, Swenberg, 1999;
Òðîíîâ è äð., 2012). Ýòè äåôåêòû ÿâëÿþòñÿ ñëåäñòâèåì
âûñîêîé îêñèãåíàöèè ñåò÷àòêè è âûñîêîé ìåòàáîëè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòè ôîòîðåöåïòîðíûõ êëåòîê. Òàêîé âûâîä
ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè äðóãèõ èññëåäîâàíèé, ïîêàçàâøè-
ìè âûñîêóþ ðàíèìîñòü ôîòîðåöåïòîðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ
äðóãèìè êëåòêàìè ñåò÷àòêè (Beatty et al., 2000; Shichi,
2004; Mao et al., 2009). Ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè ìèòî-
õîíäðèé è èíòåíñèâíîì êðîâîñíàáæåíèè ôîòîðåöåïòîð-
íûå êëåòêè èìåþò êðàéíå íåáîëüøîé ýíåðãåòè÷åñêèé ðå-
çåðâ, è ñðàâíèòåëüíî íèçêèé ñòðåññ ìîæåò çíà÷èòåëüíî
óâåëè÷èòü âåðîÿòíîñòü èõ ãèáåëè. Ïî ìåòêîìó îïðåäåëå-
íèþ, ôîòîðåöåïòîðíûå êëåòêè â ñåò÷àòêå «æèâóò íà ëåç-
âèè íîæà» (Cao et al., 2001). Ýòîò òåçèñ ïîäòâåðæäàþò ðå-
çóëüòàòû ðàáîò ïî âëèÿíèþ ñòåïåíè îêñèãåíàöèè (ãèïî-,
íîðìî- è ãèïåðîêñèè ñåò÷àòêè) íà ãèáåëü ôîòîðåöåïòîð-
íûõ êëåòîê ó êðûñ (Maslim et al., 1997; Wellard et al.,
2005). Âìåñòå ñ òåì ïðåäâàðèòåëüíîå è ñðàâíèòåëüíî íå-
áîëüøîå ïî ñèëå, ïîòåíöèàëüíî îïàñíîå âîçäåéñòâèå ìî-
æåò ïîâûñèòü ïîðîã ïîâðåæäåíèÿ, ò. å. ïîíèçèòü âåðîÿò-
íîñòü ãèáåëè ôîòîðåöåïòîðîâ äî ñòåïåíè, çíà÷èìîé äëÿ

êëèíè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ. Òàêèì çàùèòíûì ýôôåêòîì
ìîæåò îáëàäàòü íåçíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ñòðåññ õèìè÷å-
ñêîé èëè ôèçè÷åñêîé ïðèðîäû. Áëàãîòâîðíûé ýôôåêò òà-
êèõ âîçäåéñòâèé, âûçûâàþùèõ ïîâðåæäåíèÿ áèîëîãè÷å-
ñêèõ ñòðóêòóð, íàçûâàåòñÿ ãîðìåçèñîì. Ãîðìåçèñ îïðåäå-
ëÿåòñÿ êàê àäàïòèâíûé îòâåò, äîñòèãàåìûé â ðåçóëüòàòå
êîìïåíñàòîðíûõ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, ñîïðîâîæäà-
þùèõ íà÷àëüíîå íàðóøåíèå ãîìåîñòàçèñà (Calabrese, Bald-
win, 2002). Òàê, íàïðèìåð, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êðûñû,
ïðåäâàðèòåëüíî ïîäâåðãíóòûå ñâåòîâîìó âîçäåéñòâèþ (ñâå-
òîàäàïòèðîâàííûå êðûñû), îêàçàëèñü óñòîé÷èâåå ê ôîòî-
ïîâðåæäåíèþ — äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè, ÷åì òå, êîòîðûõ ñî-
äåðæàëè â òåìíîòå äî ïîâðåæäàþùåãî ñâåòîâîãî âîçäåé-
ñòâèÿ (Noell, Albrecht, 1971; Li et al., 2001; Kaldi et al., 2003).

Ïîìèìî ñâåòà íàáëþäàëîñü òàêæå áëàãîòâîðíîå äåé-
ñòâèå òàêèõ ãåíîòîêñè÷åñêèõ ôàêòîðîâ, êàê èîíèçèðóþ-
ùàÿ ðàäèàöèÿ (Liu et al., 2007; Otani et al., 2012) è õèìè÷å-
ñêèå ìóòàãåíû (Mattson, Cheng, 2006). Íàøè èññëåäîâàíèÿ
ïî âëèÿíèþ îáëó÷åíèÿ è ìóòàãåíà ìåòèëíèòðîçîìî÷åâè-
íû (ÌÍÌ) íà ñåò÷àòêó ó ìûøåé îáíàðóæèëè íåëèíåé-
íîñòü öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ àãåíòà îò äîçû àãåíòà è
íàëè÷èå ãåíîòîêñè÷åñêîãî ïîðîãà (Òðîíîâ è äð., 2012).
Ýòî ìîæåò óêàçûâàòü íà ñóùåñòâîâàíèå â êëåòêàõ ñåò÷àò-
êè ìåõàíèçìîâ âîññòàíîâëåíèÿ îò ãåíîòîêñè÷åñêèõ ïî-
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âðåæäåíèé. Ìû ïîêàçàëè òàêæå, ÷òî íåòîêñè÷åñêàÿ äîçà
ÌÍÌ âûçûâàëà óâåëè÷åíèå òîëåðàíòíîñòè ñåò÷àòêè ê ïî-
âòîðíîìó âîçäåéñòâèþ ÌÍÌ â ñðàâíèòåëüíî áîëüøîé
äîçå, ò. å. àäàïòèâíûé îòâåò ñåò÷àòêè íà õèìè÷åñêîå âîç-
äåéñòâèå (Âèíîãðàäîâà è äð., 2014).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè àäàïòèâíûé îò-
âåò ñåò÷àòêè íà îáëó÷åíèå ïðîòîíàìè (ðàäèàöèîííûé
ãîðìåçèñ), ó÷àñòèå ãëèàëüíûõ êëåòîê Ìþëëåðà â ýòîì îò-
âåòå íà äåéñòâèå ÌÍÌ, à òàêæå ïîïûòàëèñü îòâåòèòü íà
âîïðîñ î òîì, ñâÿçàíî ëè âîññòàíîâëåíèå ñåò÷àòêè ïîñëå
äåéñòâèÿ ãåíîòîêñè÷åñêèõ àãåíòîâ ñ ïîâûøåíèåì ñïîñîá-
íîñòè ê ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ è ñíèæåíèåì ãèáå-
ëè ôîòîðåöåïòîðîâ â ñåò÷àòêå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Æ è â î ò í û å. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà ïîëîâîç-
ðåëûõ ñàìêàõ ìûøåé ëèíèè CBA � C57Bl â âîçðàñòå
2.5 ìåñ. Æèâîòíûå, ñîäåðæàùèåñÿ â ñòàíäàðòíûõ ëàáîðà-
òîðíûõ óñëîâèÿõ (22 ± 2 °C, îòíîñèòåëüíàÿ 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 (60Ñî) â äîçå 14 Ãð íà òåðàïåâòè÷åñêîé
óñòàíîâêå Ðîêóñ-Ì (Îáúåäèíåííûé èíñòèòóò ÿäåðíûõ
èññëåäîâàíèé, Äóáíà); ìîùíîñòü ïîãëîùåííîé äîçû ñî-
ñòàâëÿëà 0.64 Ãð/ìèí. Ãîëîâó æèâîòíûõ îáëó÷àëè ïðîòî-
íàìè â äîçå 14 èëè 25 Ãð íà ôàçîòðîíå (Îáúåäèíåííûé
èíñòèòóò 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 °C, ðàñòâîðÿëè â ñòåðèëüíîì ôîñ-
ôàòíî-ñîëåâîì áóôåðíîì ðàñòâîðå (PBS) íåïîñðåäñòâåí-
íî ïåðåä âíóòðèáðþøèííûì ââåäåíèåì ìûøàì â äîçàõ
17, 35 è 70 ìã/êã. Êîíòðîëüíûì æèâîòíûì ââîäèëè ðàâ-
íûé îáúåì PBS, íå ïðåâûøàþùèé 1 ìë.

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 ðàñòâî-
ðå Áîóýíà ñðàçó ïîñëå èçâëå÷åíèÿ. Ïîñëåäóþùóþ ñïèð-
òîâóþ îòìûâêó, îáðàáîòêó ãëàç è ïðèãîòîâëåíèå ñðåçîâ
ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ïðîöåäóðå, îïèñàííîé íàìè
ðàíåå (Ëîãèíîâà è äð., 2008). 5-ìèêðîìåòðîâûå ñðåçû ñåò-
÷àòêè íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå îêðàøèâàëè ãåìàòîêñè-
ëèí-ýîçèíîì è ìèêðîñêîïèðîâàëè â ïðîõîäÿùåì ñâåòå.

Ñóñïåíçèþ êëåòîê ãîòîâèëè èç èçâëå÷åííîé èç ãëàç
æèâîòíîãî ñåò÷àòêè ïóòåì ìÿãêîãî ìåõàíè÷åñêîãî äèñ-
ïåðãèðîâàíèÿ òêàíè â îõëàæäåííîì PBS. Ïîñëå äâóõ öèê-
ëîâ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ—ðåñóñïåíäèðîâàíèÿ â îõëàæ-
äåííîì PBS ïðèãîòîâëåííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê ñðàçó èñ-
ïîëüçîâàëè â ðàáîòå.

Â è ç ó à ë è ç à ö è ÿ ê ë å ò î ê Ì þ ë ë å ð à. Äëÿ òîãî
÷òîáû ïîìåòèòü â ñåò÷àòêå in vivo ìþëëåðîâñêèå êëåòêè,
èñïîëüçîâàëè ïðîëèôåðàòèâíûé ìàðêåð áðîìäåçîêñèóðè-
äèí BrdU (Sigma, ÑØÀ). Ïðîöåäóðó ïðîâîäèëè äâàæäû â
äåíü â òå÷åíèå 48 ÷ (óòðîì è âå÷åðîì), ââîäÿ æèâîòíûì
âíóòðèáðþøèííî ñòåðèëüíûé ðàñòâîð ìàðêåðà 50 ìã/êã,
ðàñòâîðåííîãî â PBS, â îáúåìå <0.7 ìë (òàáë. 1). Ïîñëå
èçâëå÷åíèÿ èç ãëàç ñåò÷àòêè è ïðèãîòîâëåíèÿ ìèêðîñðåçîâ
êëåòêè, àêêóìóëèðîâàâøèå ìàðêåð, âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ
àíòè-BrdU-àíòèòåë, ñêîíúþãèðîâàííûõ ñ ôëóîðåñöåèíè-
çîòèîöèàíàòîì (FITC) (Millipore, ÑØÀ). Êëåòêè âèçóàëè-

çèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà (Wohl
et al., 2011). Ïîäñ÷èòûâàëè ëèáî ÷èñëî ôîêóñîâ íà åäèíè-
öó ïëîùàäè ñðåçà, ëèáî èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè íà
åäèíèöó ïëîùàäè ñðåçà ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, ÑØÀ;
http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html).

T U N E L - ä å ò å ê ö è ÿ ã è á å ë è ê ë å ò î ê. Äëÿ ðåãèñò-
ðàöèè ãèáåëè êëåòîê â ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ñðåçàõ ñåò÷àòêè
íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå èñïîëüçîâàëè ìåòîäèêó TUNEL
(Trevigen, ÑØÀ), ñëåäóÿ èíñòðóêöèè ê ñòàíäàðòíîìó íà-
áîðó TUNEL (http://www.trevigen.com/item/3/13/118/508/
TACS_2_TdT_ Fluorescein_Kit/). Âèçóàëèçàöèþ ìèêðî-
ñêîïè÷åñêèõ èçîáðàæåíèé íà ñðåçàõ ïðîâîäèëè íà ôëóî-
ðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå ñ íàáîðîì ôèëüòðîâ äëÿ ðåãèñò-
ðàöèè ôëóîðåñöåíöèè FITC.

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 ê à ñ ï à ç û. Êëåòêè èììîáèëèçîâûâàëè â íèç-
êîïëàâêîé àãàðîçå (0.7 % â PBS) â âèäå òîíêîãî ñëàéäà íà
ïîâåðõíîñòè ïðåäìåòíîãî ñòåêëà. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè,
èíêóáèðóÿ ñëàéäû 20 ìèí â 3%-íîì ôîðìàëüäåãèäå â
PBS ïðè 4 °C. Çàòåì êëåòêè ïåðìåàáèëèçîâûâàëè â
0.2%-íîì Òðèòîíå Õ-100 â PBS (20 ìèí, 4 °C). Ñëàéäû ñ
êëåòêàìè, ïðåäíàçíà÷åííûìè äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ
Fas-ðåöåïòîðà, ïðîöåäóðå ïåðìåàáèëèçàöèè íå ïîäâåðãà-
ëè. Ïîñëå êàæäîé ïðîöåäóðû ñëàéäû òðèæäû îòìûâàëè â
PBS, ïîñëåäíþþ îòìûâêó îò ïåðâè÷íîãî àíòèòåëà ïðîâî-
äèëè â PBS, ñîäåðæàùåì 2 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè.
Íà ñëàéä íàíîñèëè àíòè-Caspase 3 àíòèòåëà êðîëèêà
(GenWay Biotech, ÑØÀ) â ýòîì æå ðàñòâîðå (30 ìêë, 1—
2 ìêã/ìë), íàêðûâàëè ïîêðîâíûì ñòåêëîì è èíêóáèðîâà-
ëè 1 ÷ â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå èí-
êóáàöèè ïîêðîâíîå ñòåêëî óäàëÿëè è ñëàéä òðèæäû îò-
ìûâàëè õîëîäíûì PBS. Ïîñëå óäàëåíèÿ èçëèøêîâ âëàãè
ñ ïîâåðõíîñòè ñëàéäà íàíîñèëè 30 ìêë PBS, ñîäåðæàùåãî
FITC-êîíúþãàò àíòèêðîëè÷üèõ àíòèòåë (1 ìêã/ìë; Che-
macon, Àâñòðàëèÿ), íàêðûâàëè ïîêðîâíûì ñòåêëîì è èí-
êóáèðîâàëè 1 ÷ â òåìíîòå. Çàòåì ñëàéäû îòìûâàëè â PBS,
äåãèäðàòèðîâàëè â ìåòàíîëå, âûñóøèâàëè, îêðàøèâàëè
èîäèñòûì ïðîïèäèåì (1 ìêã/ìë) è ìèêðîñêîïèðîâàëè â
ðåæèìå ôëóîðåñöåíöèè ñ íàáîðîì ôèëüòðîâ äëÿ FITC.
Êîíòðîëåì ñëóæèëè ñëàéäû ñ èììîáèëèçîâàííûìè êëåò-
êàìè, êîòîðûå ïîäâåðãàëè òàêîé æå îáðàáîòêå, íî áåç
ïåðâè÷íûõ àíòèòåë. FITC-ôëóîðåñöèðóþùèå êëåòêè ôî-
òîãðàôèðîâàëè, ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ àíàëèçèðîâàëè
íà êîìïüþòåðå ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ. (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, ÑØÀ; http://rsb.info.
nih.gov/ij/index.html). Ðåãèñòðèðîâàëè ôëóîðåñöåíöèþ íå
ìåíåå 150 êëåòîê â êàæäîì ñëàéäå è îïðåäåëÿëè äîëþ
FITC-ïîçèòèâíûõ êëåòîê. Ïîêàçàòåëåì óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè êàæäîãî áåëêà ñëóæèëî ïðîèçâåäåíèå ñðåäíåãî çíà-
÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè îäíîé êëåòêè íà äîëþ FITC-ïîçè-
òèâíûõ êëåòîê â êàæäîì ñëàéäå.

Ð å ã è ñ ò ð à ö è ÿ ý ë å ê ò ð î ð å ò è í î ã ð à ì ì û (Ý Ð Ã).
Ïåðåä ðåãèñòðàöèåé ÝÐÃ ìûøåé àäàïòèðîâàëè ê òåìíîòå
(íå ìåíåå 12 ÷) è ëèøàëè êîðìà íà 24 ÷. Ïðè òóñêëîì ñâåòå
ìûøåé àíåñòåçèðîâàëè âíóòðèìûøå÷íîé èíúåêöèåé ñìå-
ñè çîëèòèëà è êñèëàçèíà (1 : 1) â äîçå 0.2 ìë íà 100 ã ìàññû
æèâîòíîãî. Äëÿ ðàñøèðåíèÿ çðà÷êà â ãëàç çàêàïûâàëè
0.5%-íûé ðàñòâîð ìèäðèàöèëà. Ýëåêòðîä ïîìåùàëè íà
ãëàçíîå ÿáëîêî, êàê êîíòàêòíóþ ëèíçó; èãîëü÷àòûå ýëåêò-
ðîäû ñðàâíåíèÿ è çàçåìëåíèÿ ââîäèëè ïîä êîæó îêîëî óø-
íûõ ðàêîâèí. ÝÐÃ çàïèñûâàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôèçèî-
ëîãè÷åñêîé ñèñòåìû Íåéðîñîôò ïðè èñïîëüçîâàíèè ïðî-
ãðàììû Íåéðî-ÌÂÏ.NET. Ñòèìóëÿöèþ îòâåòà ñåò÷àòêè
îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ âñïûøåê áåëîãî öâåòà ìèíèà-
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òþðíîãî øèðîêîïîëüíîãî ôîòîñòèìóëÿòîðà, äëèòåëüíîñòü
âñïûøåê ñîñòàâëÿëà 5 ìñ, ëîãàðèôì èíòåíñèâíîñòè âàðü-
èðîâàë îò –3 äî –0.5. ÝÐÃ õàðàêòåðèçîâàëè àìïëèòóäîé,
ðàâíîé ñóììå a- è b-âîëí. Ðåçóëüòàò ïðåäñòàâëÿëè â âèäå
ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ èç 3 ïîñëåäîâàòåëüíî ñíÿòûõ ÝÐÃ ïðè
çíà÷åíèÿõ ëîãàðèôìà èíòåíñèâíîñòè âñïûøåê –1.5, –1 è
–0.5 ñ èíòåðâàëîì ìåæäó íèìè 3 ìèí. Ïðè òàêîì ðåæèìå
ðåãèñòðàöèè â ýòîì äèàïàçîíå çàâèñèìîñòü àìïëèòóäû
ÝÐÃ îò èíòåíñèâíîñòè âñïûøêè âûõîäèò íà ïëàòî, ÷òî
ïîçâîëÿåò êîððåêòíî ïðîâîäèòü ñðàâíåíèå ýòîãî ïàðàìåòðà.

Ð å ã è ñ ò ð à ö è ÿ ï î â ð å æ ä å í è é Ä Í Ê ì å ò î ä î ì
Ä Í Ê - ê î ì å ò. Èñïîëüçîâàëè äâà âàðèàíòà ìåòîäà —
íåéòðàëüíûé äëÿ îöåíêè ïîâðåæäåííîñòè äâóõíèòåâîé
ÄÍÊ (dsÄÍÊ-êîìåòû) è ùåëî÷íîé äëÿ îïðåäåëåíèÿ îäíî-
íèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ (ssÄÍÊ-êîìåòû). Äåòàëüíî ìåòîä
îïèñàí íàìè ðàíåå (Òðîíîâ è äð., 2012). Ñóñïåíçèþ êëå-
òîê â PBS — (0.5—1)�106/ìë — ñìåøèâàëè ñ äâîéíûì
îáúåìîì 1%-íîãî ðàñòâîðà ëåãêîïëàâêîé àãàðîçû IV òèïà
(Sigma, ÑØÀ) è íàíîñèëè íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî â âèäå
òîíêîãî ñëàéäà 18 � 18 ìì. Ïîñëå çàñòûâàíèÿ ãåëÿ ñëàéä
ïîãðóæàëè â ëèçèðóþùèé ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 2.5 M
NaCl, 30 ìÌ EDTA, 10 ìÌ Tris-HCl, 1 % ëàóðèëñàðêîçè-

íàòà è 0.03 ìã/ìë ïðîòåèíàçû Ê, ðÍ 8.0, ïðè 37 °C. Íåé-
òðàëüíûé ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â ÒÀÅ-áóôåðå ðÍ 8.3
(ds-ðàçðûâû), èëè â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 0.3 Ì NaOH,
2 ìÌ EDTA è 1 % DMSO (ss-ðàçðûâû), â òå÷åíèå 30 ìèí
ïðè 0.56 Â/ñì. Ñëàéäû îïîëàñêèâàëè â 0.4 Ì Tris-HCl,
pH 7.4, â PBS, âûñóøèâàëè íà âîçäóõå, äåãèäðàòèðîâàëè
ìåòàíîëîì è ïîñëå îêðàøèâàíèÿ Sybr-Green ìèêðîñêîïè-
ðîâàëè âî ôëóîðåñöåíòíîì ðåæèìå. Èçîáðàæåíèÿ êîìåò
îáðàáàòûâàëè ïî ïðîãðàììå CASP (Konca et al., 2003).
Ïîêàçàòåëåì ïîâðåæäåííîñòè ÄÍÊ ñëóæèë ìîìåíò õâîñ-
òà êîìåò mt (olive tail moment).

Ðåçóëüòàòû

Ð à ä è î ó ñ ò î é ÷ è â î ñ ò ü ñ å ò ÷ à ò ê è i n v i v o. Ðà-
äèîóñòîé÷èâîñòü ñåò÷àòêè äåìîíñòðèðóåò ðèñ. 1, à: îáëó-
÷åíèå ñåò÷àòêè ïðîòîíàìè â äîçàõ 14 Ãð è ìåíåå ñïóñòÿ
3 ñóò íå âûçûâàåò èçìåíåíèé â ñòðóêòóðå ñëîåâ ñåò÷àòêè.
Îäíàêî â îáëó÷åííûõ êëåòêàõ ôîðìèðóþòñÿ ðàçðûâû
ÄÍÊ, êîòîðûå ïîëíîñòüþ ðåïàðèðóþòñÿ çà 10—15 ÷
(ðèñ. 1, ã). Ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ ïðåäïîñûëêîé äëÿ

Ðàäèàöèîííîå ïðåêîíäèöèîíèðîâàíèå ñåò÷àòêè ãëàçà ó ìûøåé in vivo 121

Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãèÿ ñåò÷àòêè è ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ ïîñëå îáëó÷åíèÿ åå óñêîðåííûìè ïðîòîíàìè â äîçàõ 14 è 25 Ãð.

à — ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â òå÷åíèå 3 ñóò ïîñëå âîçäåéñòâèÿ; á, â — ñîîòâåòñòâåííî ïèêíîç è ôðàãìåíòàöèÿ ÿäåð ôîòîðåöåïòîðîâ â îáëó÷åí-
íîé ñåò÷àòêå; ã — íàêîïëåíèå in vivo îäíîíèòåâûõ (1, 3) è äâóõíèòåâûõ (2) ðàçðûâîâ ÄÍÊ â ñåò÷àòêå è èõ óäàëåíèå ñïóñòÿ 10—12 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â
äîçàõ 14 (1, 2) è 25 (3) Ãð. Ê — êîíòðîëü. Ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ ðåãèñòðèðîâàëè ìåòîäîì ÄÍÊ-êîìåò, ïîêàçàòåëåì ïîâðåæäåííîñòè ñëóæèë ìîìåíò õâîñ-

òà êîìåò mt.
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Ðèñ. 2. Îòâåò ñåò÷àòêè íà îäíîêðàòíîå ââåäåíèå ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíû (ÌÍÌ).

à — ÌÍÌ â äîçå 35 ìã/ìë íå âûçûâàåò öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà; á — 70 ìã/êã ÌÍÌ âûçûâàåò äåãåíåðàöèþ ÿäåðíîãî ñëîÿ ôîòîðåöåïòîðîâ è îäíî-
âðåìåííî ðåïàðàöèþ îäíîíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ (ssÄÍÊ); â — ýëåêòðîðåòèíîãðàììà (ÝÐÃ) â îòâåò íà ââåäåíèå 35 è 70 ìã/êã ÌÍÌ; ã — ôóíêöèî-
íàëüíîå âîññòàíîâëåíèå ñåò÷àòêè ïîñëå ââåäåíèÿ 35 ìã/êã ÌÍÌ (÷åðíûå ñòîëáöû) è íåîáðàòèìàÿ óòðàòà ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ñåò÷àòêè ïî-

ñëå äîçû ÌÍÌ 70 ìã/êã (ñâåòëûå ñòîëáöû).



óñïåøíîãî âîññòàíîâëåíèÿ êëåòîê è ïîñëåäóþùåãî ñîõðà-
íåíèÿ èõ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè. Ýôôåêòèâíàÿ ðå-
ïàðàöèÿ ÄÍÊ íàáëþäàåòñÿ è â êëåòêàõ, îáëó÷åííûõ â äîçå
25 Ãð. Îäíàêî ýòà âûñîêàÿ äîçà âûçûâàåò ìîðôîëîãè÷å-
ñêèå èçìåíåíèÿ â ñåò÷àòêå (ðèñ. 1, à) è ãèáåëü ôîòîðåöåïòî-
ðîâ (ðèñ. 1, á). Ñóäÿ ïî íàëè÷èþ ôðàãìåíòèðîâàííûõ ÿäåð,
á*îëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê ãèáíåò ïî ìåõàíèçìó àïîïòîçà
(ðèñ. 1, â). Òàêèì îáðàçîì, ïîñëå âîçäåéñòâèÿ â äîçå 25 Ãð
óñïåøíàÿ ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ îêàçûâàåòñÿ íåäîñòàòî÷íîé ïðåä-
ïîñûëêîé âûæèâàíèÿ êëåòîê â îáëó÷åííîé ñåò÷àòêå. Íå-
ëèíåéíûé õàðàêòåð äîçîâîé çàâèñèìîñòè îòâåòà ñåò÷àòêè
íà îáëó÷åíèå è àêòèâíàÿ ñèñòåìà ðåïàðàöèè ÄÍÊ â íåé
óêàçûâàþò íà ñïîñîáíîñòü ñåò÷àòêè ê âîññòàíîâëåíèþ.

Â î ñ ñ ò à í î â ë å í è å ñ å ò ÷ à ò ê è ï î ñ ë å ä å é ñ ò -
â è ÿ Ì Í Ì. Õàðàêòåð ïðîöåññîâ â ñåò÷àòêå ïîñëå äåéñò-
âèÿ ÌÍÌ ñõîäåí ñ òåìè, êîòîðûå ïðîèñõîäÿò ïîñëå äåé-
ñòâèÿ ïðîòîíîâ: íåëèíåéíàÿ çàâèñèìîñòü ìîðôîëîãè÷å-
ñêèõ èçìåíåíèé ñåò÷àòêè îò äîçû ÌÍÌ (ðèñ. 2, à) è
ýôôåêòèâíàÿ ðåïàðàöèÿ âîçíèêàþùèõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ
(ðèñ. 2, á). Àãåíò â öèòîòîêñè÷åñêîé äîçå 70 ìã/êã ñïóñòÿ
3—4 ñóò ïîñëå ââåäåíèÿ âûçûâàåò äåñòðóêöèþ ÿäåðíîãî
ñëîÿ è íàðóæíûõ ñåãìåíòîâ ôîòîðåöåïòîðîâ è íåîáðàòè-
ìóþ óòðàòó ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ñåò÷àòêè ó ìû-
øåé (ðèñ. 2, â, ã). Äîçà 35 ìã/êã, êàê âèäíî, íå ÿâëÿåòñÿ
öèòîòîêñè÷íîé. Â òî æå âðåìÿ ïîñëå ýòîé äîçû íàáëþäà-
åòñÿ ïðîäîëæèòåëüíîå, íî îáðàòèìîå ïîíèæåíèå àìïëè-
òóäû ÝÐÃ (ðèñ. 2, ã), ãîâîðÿùåå î âîññòàíîâëåíèè ôóíê-
öèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ñåò÷àòêè ïîñëå äåéñòâèÿ ÌÍÌ.

À ä à ï ò è â í û é î ò â å ò ñ å ò ÷ à ò ê è è ê ë å ò î ê
Ì þ ë ë å ð à í à Ì Í Ì. Ñõåìà îïûòà ïðåäñòàâëåíà â
òàáë. 1. Ïîñêîëüêó ÌÍÌ âûçûâàåò àïîïòîòè÷åñêóþ ãè-
áåëü ôîòîðåöåïòîðîâ, â êà÷åñòâå èíäèêàòîðà öèòîòîêñè-
÷åñêîãî äåéñòâèÿ àãåíòà èñïîëüçîâàëè ýêñïðåññèþ àêòè-
âèðîâàííîé êàñïàçû 3 â êëåòêàõ ñåò÷àòêè, îïðåäåëÿåìîé
èììóíîöèòîõèìè÷åñêè ïî ôëóîðåñöåíöèè àíòèòåë, ñïå-
öèôè÷íûõ ê êàñïàçå. Ðåçóëüòàò, ïðåäñòàâëåííûé íà
ðèñ. 3, ïîêàçûâàåò, ÷òî öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò îò îäíî-
êðàòíîãî ââåäåíèÿ ÌÍÌ â äîçå 70 ìã/êã áîëüøå, ÷åì îò
ïîñëåäîâàòåëüíîãî ââåäåíèÿ 17 è 70 ìã/êã ÌÍÌ. Cïóñòÿ
12 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ÌÍÌ, êîãäà çàâåðøàëàñü ðåïàðàöèÿ
ÄÍÊ, äâàæäû ââîäèëè ïðîëèôåðàòèâíûé ìàðêåð BrdU ïî
50 ìã/êã ñ öåëüþ èäåíòèôèêàöèè ãëèàëüíûõ êëåòîê Ìþë-
ëåðà â ñåò÷àòêå (òàáë. 1). Âêëþ÷èâøèéñÿ â ÄÍÊ ìàðêåð
âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ FITC-êîíúþãàòà àíòè-BrdU àíòèòåë
ïîñëå ùåëî÷íîé îáðàáîòêè è íåéòðàëèçàöèè ñðåçîâ íà
ïðåäìåòíîì ñòåêëå (ðèñ. 4, à) è ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî
FITC-ôîêóñîâ íà åäèíèöó ïëîùàäè ñðåçà (ðèñ. 4, á).
Ñðåäíåå ÷èñëî ôîêóñîâ íà ñðåçå, ïðèõîäÿùååñÿ íà åäèíè-
öó ïëîùàäè ñðåçà, ïðåäñòàâëÿëè òî÷êîé èç ãðóïïû ïîä
êàæäîé ìèêðîôîòîãðàôèåé ñðåçà. Âèäíî, ÷òî â îòâåò íà

ââåäåíèå öèòîòîêñè÷åñêîé äîçû ÌÍÌ âîçðàñòàåò ÷èñëî
FITC-ôîêóñîâ. Ïîñëåäîâàòåëüíîå ââåäåíèå 17 è 70 ìã/êã
ÌÍÌ îáíàðóæèâàåò çàìåòíîå ñíèæåíèå ÷èñëà ôîêóñîâ
ïî ñðàâíåíèþ ñ ýôôåêòîì îò îäíîé äîçû 70 ìã/êã, õîòÿ
óðîâåíü äîñòîâåðíîñòè ñíèæåíèÿ íåâûñîê, P = 0.08.

À ä à ï ò è ð ó þ ù è é ý ô ô å ê ò ï ð î ò î í í î ã î è ç ë ó -
÷ å í è ÿ â ä î ç å 1 Ã ð. Ñõåìà îïûòà ïðåäñòàâëåíà â
òàáë. 2. Ïîñëå èíúåêöèè ÌÍÌ (70 ìã/êã) ÷åðåç 44 ÷ â ñåò-
÷àòêå íàêàïëèâàåòñÿ áîëüøîå ÷èñëî ïîãèáøèõ, TUNEL-
ïîçèòèâíûõ êëåòîê (ðèñ. 5). Ïîãèáøèå êëåòêè ëîêàëèçó-
þòñÿ â íàðóæíîì ÿäåðíîì ñëîå ñåò÷àòêè. Íà ýòîì ðèñóíêå
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (èçìåðåííûå ïî ïðîãðàì-
ìå Image J), óñðåäíåííûå ïî îäíîìó ñðåçó, ïðåäñòàâëåíû
â âèäå òî÷êè â ãðóïïå ïîä êàæäîé ìèêðîôîòîãðàôèåé.
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Ò à á ë è ö à 1

Ñõåìà ýêñïåðèìåíòà ïî àäàïòèðóþùåìó äåéñòâèþ ÌÍÌ
íà ñåò÷àòêó ìûøåé

Ìûøü

Âðåìÿ, ÷

0 4 12 24
48

ÌÍÌ, ìã/êã BrdU, ìã/êã

1 17 70 50 50 Ýâòàíàçèÿ

2 0 70 50 50 »

3 0 0 50 50 »

Ðèñ. 3. Ýêñïðåññèÿ àêòèâíîé êàñïàçû 3 (Casp3) â êëåòêàõ ñåò-
÷àòêè ó ìûøåé â îòâåò íà îäíîêðàòíóþ (70 ìã/êã ÌÍÌ) è äâó-

êðàòíóþ (17 è 70 ìã/êã ÌÍÌ) èíúåêöèè àãåíòà.

à — ìèêðîôîòîãðàôèè FITC-ôëóîðåñöèðóþùèõ êëåòîê ñåò÷àòêè; á —
óðîâåíü Casp3, îïðåäåëåííûé êàê óäåëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü FITC-ôëóî-
ðåñöåíöèè êëåòîê. Ê — êîíòðîëü; ñòîëáöû ñîîòâåòñòâóþò ìèêðîôîòî-

ãðàôèÿì íà ðèñ. 3, à.



Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ äëÿ êàæäîé ãðóïïû òî÷åê îáîçíà÷åíû
íà ðèñ. 5 ïîëíîñòüþ ÷åðíûìè òî÷êàìè.

Îáëó÷åíèå ìûøåé â äîçå 1 Ãð ñïóñòÿ 48 ÷ íå ïðèâî-
äèò ê ñêîëüêî-íèáóäü çíà÷èìîìó óâåëè÷åíèþ ÷èñëà ïî-
ãèáøèõ êëåòîê â ñåò÷àòêå (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ). Îäíà-
êî ïðåäâàðèòåëüíîå îáëó÷åíèå ìûøåé â ýòîé äîçå ïðèâî-
äèò ê ñíèæåíèþ öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ÌÍÌ íà
ðàäèàöèîííî-ïðåêîíäèöèîíèðîâàííóþ ñåò÷àòêó (P < 0.001).
Ðèñ. 6 ïðåäñòàâëÿåò ðåçóëüòàòû îöåíêè äâóõíèòåâûõ ðàç-
ðûâîâ ÄÍÊ (ÄÐ) ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ÌÍÌ íà
ðàäèàöèîííî-ïðåêîíäèöèîíèðîâàííóþ ñåò÷àòêó ó ìû-

øåé. Êàê âèäíî, ïðåêîíäèöèîíèðîâàíèå ñíèæàåò ôîðìè-
ðîâàíèå ÄÐ. Ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ ìèêðîôîòîãðàôèÿìè
êîìåò (ðèñ. 6, à), ãèñòîãðàììàìè èõ ðàñïðåäåëåíèé ïî
ñòåïåíè ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ (ðèñ. 6, á) è ïî ñðåäíèì óðîâ-
íÿì ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, âû÷èñëåííûì èç ýòèõ ðàñïðåäå-
ëåíèé (ðèñ. 6, â). Òàêèì îáðàçîì, ïðåäñòàâëåííûå äàííûå
ïî îöåíêå êàê óðîâíÿ àïîïòîçà, òàê è óðîâíÿ äâóõíèòåâîé
äåãðàäàöèè ÄÍÊ ïîäòâåðæäàþò àäàïòèðóþùèé ýôôåêò
íà ñåò÷àòêå ïðîòîííîãî èçëó÷åíèÿ â äîçå 1 Ãð.

Îáñóæäåíèå

Âûñîêèé ãåíîòîêñè÷åñêèé ïîðîã ó ñåò÷àòêè, êàê è íå-
ëèíåéíàÿ çàâèñèìîñòü öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà îò äîçû
ãåíîòîêñèêàíòà, óêàçûâàþò íà ñïîñîáíîñòü ñåò÷àòêè ê
âîññòàíîâëåíèþ îò ïîâðåæäåíèé (Jenkins et al., 2005; John-
son et al., 2009). Ñ îäíîé ñòîðîíû, íåîáõîäèìîé ïðåäïî-
ñûëêîé ýòîãî ÿâëÿåòñÿ ìåõàíèçì ðåïàðàöè ÄÍÊ (ðèñ. 1), à
ñ äðóãîé — ðåïàðàöèÿ îêàçûâàåòñÿ íåäîñòàòî÷íîé äëÿ
êëåòî÷íîãî è ôóíêöèîíàëüíîãî âîññòàíîâëåíèÿ ñåò÷àòêè
(ðèñ. 1, 2). Â ïðåäûäóùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðåä-
âàðèòåëüíîå ââåäåíèå ìûøàì íåöèòîòîêñè÷åñêîé äîçû
ÌÍÌ äåëàåò ñåò÷àòêó áîëåå óñòîé÷èâîé ê ïîñëåäóþùåìó
öèòîòîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ àãåíòà ïî ïîêàçàòåëþ ÝÐÃ
(ÌÍÌ-ïðåêîíäèöèîíèðîâàíèå ñåò÷àòêè) (Âèíîãðàäîâà è
äð., 2014). Çäåñü, èñïîëüçóÿ òó æå ñõåìó îïûòà (òàáë. 1),

124 Â. À. Òðîíîâ è äð.

Ðèñ. 4. Âèçóàëèçàöèÿ ãëèàëüíûõ êëåòîê Ìþëëåðà íà ñðåçàõ
ñåò÷àòêè (à ) è èõ îòâåò íà îäíîêðàòíóþ (70 ìã/êã) è äâóêðàò-

íóþ (17 è 70 ìã/êã) èíúåêöèè ÌÍÌ ìûøàì (á).

Ê — êîíòðîëü; ñòðåëêàìè îòìå÷åíû êëåòêè Ìþëëåðà, âêëþ÷èâøèå
BrdU; P — âåðîÿòíîñòü ðàçëè÷èé.

Ò à á ë è ö à 2

Ñõåìà ýêñïåðèìåíòà ïî àäàïòèðóþùåìó ýôôåêòó
îáëó÷åíèÿ íà ñåò÷àòêó ó ìûøåé

Ìûøü

Âðåìÿ, ÷

0 4 48

ïðîòîíû, Ãð ÌÍÌ, ìã/êã
ÝÐÃ, çàòåì
ýâòàíàçèÿ

1 1 70 Òî æå

2 0 70 » »

3 1 0 » »

Ðèñ. 5. TUNEL-äåòåêöèÿ àïîïòîçà â íàðóæíîì ÿäåðíîì ñëîå
ñåò÷àòêè èíòàêòíûõ ìûøåé (Ê) ïîñëå ââåäåíèÿ 70 ìã/ìë ÌÍÌ
è ïîñëå îáëó÷åíèÿ ïðîòîíàìè â äîçå 1 Ãð ñ ïîñëåäóþùåé èíú-

åêöèåé 70 ìã/êã ÌÍÌ (1 Ãð + ÌÍÌ).

Ïðåäñòàâëåíû ðåïðåçåíòàòèâíûå ìèêðîôîòîãðàôèè ñðåçîâ ñåò÷àòêè.
×åðíûé ñèìâîë íà ãèñòîãðàììå — íîðìèðîâàííîå ïî ïëîùàäè óñðåä-
íåííîå çíà÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè íàðóæíîãî ÿäåðíîãî ñëîÿ ñåò÷àòêè â

ïîëå çðåíèÿ ìèêðîñêîïà; P — âåðîÿòíîñòü ðàçëè÷èé.



ìû ïîêàçàëè, ÷òî òîëåðàíòíîñòü ñåò÷àòêè ïîñëå ÌÍÌ-
ïðåêîíäèöèîíèðîâàíèÿ àññîöèèðîâàíà ñ ïîíèæåíèåì
óðîâíÿ ýêñïðåññèè êàñïàçû 3 â ñåò÷àòêå (ðèñ. 3). Êàñïà-
çà 3, ïðîàïîïòîòè÷åñêàÿ ýôôåêòîðíàÿ êàñïàçà, ðàñùåïëÿ-
åò êëåòî÷íûå ñóáñòðàòû, óñêîðÿÿ àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü
êëåòêè. Ñíèæåíèå åå ýêñïðåññèè îçíà÷àåò ñíèæåíèå êëå-
òî÷íîé ãèáåëè.

Âàæíûì êëåòî÷íûì êîìïîíåíòîì ñåò÷àòêè ÿâëÿþòñÿ
ãëèàëüíûå êëåòêè Ìþëëåðà. Ýòè êëåòêè îáðàçóþòñÿ íà
ïîçäíèõ ñòàäèÿõ íåéðîãåíåçà è íå ñ÷èòàþòñÿ ïðåäøåñò-

âåííèêàìè íåéðîíîâ (Ooto et al., 2004). Âìåñòå ñ òåì îíè
àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþò â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå è ìîãóò
ýêñïðåññèðîâàòü íåéðîíàëüíûå ìàðêåðû (Das et al., 2006),
ïîäòâåðæäàÿ òåì ñàìûì ñâîþ ëàòåíòíóþ ñïîñîáíîñòü ê
íåéðîãåíåçó. Èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå ïðîëèôåðàòèâíîãî
ìàðêåðà BrdU, ìû âèçóàëèçèðîâàëè êëåòêè Ìþëëåðà â
ñåò÷àòêå ó ìûøåé ïîñëå èíúåêöèè ÌÍÌ (òàáë. 1) è ïîêà-
çàëè, ÷òî â îòâåò íà ÌÍÌ-èíäóöèðîâàííîå ïîâðåæäåíèå
âîçðàñòàåò èõ ïðîëèôåðàöèÿ. Â ÌÍÌ-ïðåêîíäèöèîíèðî-
âàííîé ñåò÷àòêå ýòî âîçðàñòàíèå ìåíüøå, ÷òî, êàê ìû ïî-
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Ðèñ. 6. Âëèÿíèå ïðîòîííîãî ïðåêîíäèöèîíèðîâàíèÿ (1 Ãð) íà ÌÍÌ-èíäóöèðîâàííóþ äåãðàäàöèþ ÄÍÊ â ñåò÷àòêå ó ìûøåé ñïóñ-
òÿ 48 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ.

à — ðåïðåçåíòàòèâíûå äâóõíèòåâûå ÄÍÊ-êîìåòû èç êëåòîê èíòàêòíîé ñåò÷àòêè (Ê), ïîäâåðãíóòîé äåéñòâèþ ÌÍÌ èëè ïîñëåäîâàòåëüíî îáëó÷åíèþ
è 70 ìã/êã ÌÍÌ (1 Ãð + ÌÍÌ); á — ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êîìåò ïî ñòåïåíè äåãðàäàöèè ÄÍÊ äëÿ òåõ æå êëåòîê; â — ñðåäíèå îòíîñèòåëüíûå

çíà÷åíèÿ äâóõíèòåâîé äåãðàäàöèè ÄÍÊ, âû÷èñëåííûå èç ñîîòâåòñòâóþùèõ ðàñïðåäåëåíèé (á).



ëàãàåì, ñîîòâåòñòâóåò ìåíüøåé ñòåïåíè åå ïîâðåæäåííî-
ñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîâðåæäåííîñòüþ íåïðåêîíäèöèîíè-
ðîâàííîé ñåò÷àòêè (ðèñ. 4).

Ýòîò ðåçóëüòàò ïîäòâåðæäàåò ñïîñîáíîñòü çðåëîé
ñåò÷àòêè ê âîññòàíîâëåíèþ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ÌÍÌ. Ðå-
çóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 1, 2, ãîâîðÿò î òîì, ÷òî
îòâåò ñåò÷àòêè íà ÌÍÌ èìååò õàðàêòåðèñòèêè, ñõîäíûå ñ
òàêîâûìè â îòâåò íà èçëó÷åíèÿ: íåëèíåéíîñòü çàâèñèìî-
ñòè îò äîçû (íàëè÷èå ïîðîãà öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ),
àêòèâàöèÿ ðåïàðàòèâíûõ ìåõàíèçìîâ, àïîïòîç ôîòîðå-
öåïòîðîâ. Ëîãè÷íî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ñåò÷àòêà îáëàäàåò
òàêæå ñïîñîáíîñòüþ ê âîññòàíîâëåíèþ è ïîñëå ðàäèàöè-
îííîãî âîçäåéñòâèÿ. Èññëåäîâàíèå, àíàëîãè÷íîå ïðåäû-
äóùåìó, â êîòîðîì â êà÷åñòâå àäàïòèðóþùåãî âîçäåé-
ñòâèÿ ìû èñïîëüçîâàëè îáëó÷åíèå ïðîòîíàìè ãîëîâû
æèâîòíûõ â äîçå 1 Ãð (òàáë. 2), ïîäòâåðäèëî ýòî ïðåäïî-
ëîæåíèå. TUNEL-ôëóîðåñöåíöèÿ íàðóæíîãî ÿäåðíîãî
ñëîÿ (àïîïòîç ôîòîðåöåïòîðîâ) ðàäèàöèîííî-ïðåêîíäè-
öèîíèðîâàííîé ñåò÷àòêè íèæå òàêîâîé ó íåîáëó÷åííîé
ñåò÷àòêè (ðèñ. 5). Íàáëþäàåìîå ñíèæåíèå ÷àñòîòû àïîï-
òîçà, êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 6, êîððåëèðóåò ñî ñíèæåíèåì
êîëè÷åñòâà ÄÐ â ÄÍÊ â êëåòêàõ ñåò÷àòêè, êîòîðûå ÿâëÿ-
þòñÿ ìàðêåðàìè àïîïòîòè÷åñêîé äåãðàäàöèè ÄÍÊ (Ðàçèí,
Þäèíêîâà, 1998).

Ñâÿçü ìåæäó ôîðìèðîâàíèåì ÄÐ â ÄÍÊ è àïîïòîçîì
îáùåèçâåñòíà è ïîêàçàíà âî ìíîãèõ èññëåäîâàíèÿõ (Lips,
Kaina, 2001). È íåóäèâèòåëüíî, ÷òî ñíèæåíèå àïîïòîòè-
÷åñêîé ãèáåëè ôîòîðåöåïòîðîâ ñåò÷àòêè êîððåëèðóåò ñî
ñíèæåíèåì êîëè÷åñòâà ÄÐ â íèõ. Îäíàêî âîçíèêàåò âî-
ïðîñ î òîì, ïî÷åìó â ïðåêîíäèöèîíèðîâàííîé ñåò÷àòêå
ïðè òîì æå óðîâíå ãåíîòîêñè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ íàêàï-
ëèâàåòñÿ ìåíüøå ÄÐ, ÷åì â êîíòðîëå. Õîòÿ ïîëó÷åííûå
äàííûå íå ïîçâîëÿþò îäíîçíà÷íî íà íåãî îòâåòèòü, ìû
ïîëàãàåì, ÷òî ýòî ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì àêòèâàöèè ðå-
ïàðàöèè ÄÐ â êëåòêàõ ïðåêîíäèöèîíèðîâàííîé ñåò÷àòêè.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïîä äåéñòâèåì ïðîòîííîãî
èçëó÷åíèÿ â ÄÍÊ ñåò÷àòêè ôîðìèðóþòñÿ ÄÐ è âîçðàñòàåò
ýêñïðåññèÿ ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-3 êèíàçîïîäîáíîé êè-
íàçû ÀÒÌ (Òðîíîâ è äð., 2012). Àóòîàêòèâèðîâàííàÿ
ÀÒÌ, ôîñôîðèëèðóåò ïî Ser-139 ãèñòîí H2AX â 4 áëè-
æàéøèõ ê ÄÐ íóêëåîñîìàõ õðîìàòèíà (Mah et al., 2010).
Õîòÿ ðîëü ãÍ2ÀÕ êàê ñåíñîðà ÄÐ íåâåëèêà (Celeste et al.,
2003), îí ïðèñîåäèíÿåò è óäåðæèâàåò êîìïëåêñ MRN (Fu-
ruta et al., 2003). Òàêèì îáðàçîì, ïðîòîííîå ïðåêîíäèöèî-
íèîâàíèå ñåò÷àòêè, èíäóöèðóÿ íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî
ðàçðûâîâ â ÄÍÊ, èíèöèèðóåò â îáëàñòè ðàçðûâà öåïü ðå-
àêöèé ÄÐ� ÀÒÌ� ãH2AX� MRN, çàâåðøàþùóþñÿ
ôîðìèðîâàíèåì àêòèâíîãî ðåïàðàòèâíîãî êîìïëåêñà
ãH2AX—MRN, â êîòîðîì MRN ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òðîé-
íîé êîìïëåêñ Mre11—Rad50—Nsb1, îñóùåñòâëÿþùèé
ðåïàðàöèþ ÄÐ ïî ìåõàíèçìó ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíà-
öèè (Li, Heyer, 2008). Ïîñëåäóþùåå âîçäåéñòâèå ðåòèíî-
òîêñè÷åñêîé äîçû ÌÍÌ ïðîèñõîäèò íà ôîíå, áëàãîïðè-
ÿòñòâóþùåì ðåïàðàöèè (âñå ó÷àñòíèêè ïðîöåññà óæå àê-
òèâèðîâàíû), ÷òî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ òîëåðàíòíîñòè,
àäàïòèâíîìó îòâåòó (ðàäèàöèîííîìó ãîðìåçèñó). Íå èñê-
ëþ÷åíî, ÷òî àíàëîãè÷íûé ìåõàíèçì ìîæåò ëåæàòü è â
îñíîâå àäàïòèâíîãî îòâåòà ñåò÷àòêè íà ÌÍÌ (Âèíîãðà-
äîâà è äð., 2014), ïîñêîëüêó çäåñü òàêæå ìîãóò îáðàçîâû-
âàòüñÿ ÄÐ â ÄÍÊ, íî â îòëè÷èå îò ðàäèàöèè ìåõàíèçì
ôîðìèðîâàíèÿ ÄÐ ïîä äåéñòâèåì ÌÍÌ îïîñðåäîâàí ýêñ-
öèçèîííîé ðåïàðàöèåé âîçíèêàþùèõ ÀÏ-ñàéòîâ â ïðîòè-
âîëåæàùèõ öåïÿõ ÄÍÊ (Lomax et al., 2004).

Â êà÷åñòâå ïðèìåðà ðàäèàöèîííîãî ãîðìåçèñà (áëàãî-
òâîðíîãî äåéñòâèÿ èîíèçèðóþùåãî èçëó÷åíèÿ) íà çðåíèå

îòìåòèì èññëåäîâàíèå â 1958—1998 ãã. 10 000 ïàöèåí-
òîâ, ïåðåíåñøèõ àòîìíóþ áîìáàðäèðîâêó â ßïîíèè
(Yamada et al., 2004). Â ýòîé ðàáîòå ïîêàçàíû îòðèöàòåëü-
íàÿ äîçîâàÿ çàâèñèìîñòü ÷àñòîòû ãëàóêîìû èññëåäîâàí-
íûõ ïàöèåíòîâ (P = 0.0025) è ñíèæåíèå ó íèõ ÷àñòîòû
ãëàóêîìû ïî ñðàâíåíèþ ñî ñïîíòàííûì óðîâíåì çàáîëå-
âàíèÿ. Åñòü ðàáîòà, â êîòîðîé ìûøåé DBA/2J, ãåíîòèïè-
÷åñêè ïðåäðàñïîëîæåííûõ ê ãëàóêîìå, ïîäâåðãàëè òî-
òàëüíîìó ãàììà-îáëó÷åíèþ â äîçå 10 Ãð ñ ïîñëåäóþùåé
âíóòðèâåííîé èíúåêöèåé ñèíãåííîãî êîñòíîãî ìîçãà (ëè-
øåííîãî Ò-ëèìôîöèòîâ) (Anderson et al., 2005). Â òî
âðåìÿ êàê ó íåîáðàáîòàííûõ ìûøåé ÷åðåç 12—14 ìåñ
ðàçâèâàëàñü òèïè÷íàÿ êàðòèíà ãëàóêîìàòîçíîé äåãåíåðà-
öèè ñåò÷àòêè, ó îáëó÷åííûõ æèâîòíûõ äåãåíåðàöèè íå
íàáëþäàëè. Òîòàëüíîå íèçêîäîçîâîå (0.65—2.00 Ãð) ãàì-
ìà-îáëó÷åíèå ìûøåé ñ íàñëåäñòâåííûì ïèãìåíòíûì ðå-
òèíèòîì îêàçûâàëî çàùèòíîå äåéñòâèå îò ðàçâèòèÿ ïàòî-
ëîãèè â ñåò÷àòêå ó æèâîòíûõ (Otani et al., 2012). Íåéðî-
ïðîòåêòîðíûé ýôôåêò ãàììà-îáëó÷åíèÿ ïðîñëåæèâàëè íà
ìîðôîëîãè÷åñêîì è ôóíêöèîíàëüíîì (ÝÐÃ) óðîâíÿõ.

Íà ôåíîìåíå ðàäèàöèîííîãî ãîðìåçèñà áàçèðóþòñÿ
íåêîòîðûå òåðàïåâòè÷åñêèå ïðîöåäóðû. Â ïîñëåäíåå
âðåìÿ äëÿ ïîäàâëåíèÿ íåîâàñêóëÿðèçàöèè èñïîëüçóåòñÿ
ìÿãêîå Õ-èçëó÷åíèå (Moshfeghi et al., 2011; Cantley et al.,
2013) èëè áåòà-÷àñòèöû (Avila et al., 2009) (äîçû 15 è
24 Ãð) äëÿ ñòåðåîòàêñè÷åñêîãî îáëó÷åíèÿ ãëàç ïàöèåíòîâ
ñ âîçðàñòíîé ìàêóëÿðíîé äåãåíåðàöèåé ñåò÷àòêè. Âî âñåõ
ñëó÷àÿõ îòìå÷àþòñÿ ïîäàâëåíèå íåîâàñêóëÿðèçàöèè õî-
ðîèäà è îòñóòñòâèå îòÿãîùàþùèõ ïîñëåäñòâèé â òå÷åíèå
ïîñëåäóþùèõ 12 ìåñ íàáëþäåíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ïî êðàéíåå ìåðå äâà âîïðîñà, ïðåä-
ñòàâëÿþùèõ ôóíäàìåíòàëüíûé è ïðàêòè÷åñêèé èíòåðåñ,
òðåáóþò äàëüíåéøåãî èññëåäîâàíèÿ. Ïåðâûé — ýòî îïðå-
äåëåíèå ïîðîãîâîé äîçû ðàäèàöèîííîãî âîçäåéñòâèÿ,
âûøå êîòîðîé ìåõàíèçìû, îáåñïå÷èâàþùèå äîñòàòî÷íî
âûñîêóþ óñòîé÷èâîñòü çðåëîé ñåò÷àòêè ê îáëó÷åíèþ, îêà-
çûâàþòñÿ íåñîñòîÿòåëüíûìè. Îòâåò íà ýòîò âîïðîñ ïðèí-
öèïèàëüíî âàæåí, ïîñêîëüêó ïðåâûøåíèå ýòîãî ïîðîãà
ìîæåò ðåàëüíî ïðèâåñòè ê ðàçâèòèþ äåãåíåðàòèâíîãî çà-
áîëåâàíèÿ ñåò÷àòêè, ò. å. ê ÷àñòè÷íîé èëè ïîëíîé óòðàòå
çðåíèÿ. Âòîðîé âîïðîñ — ýòî èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ,
îáåñïå÷èâàþùèõ òàê íàçûâàåìûé àäàïòèâíûé îòâåò ñåò-
÷àòêè íà äåéñòâèå ìàëûõ äîç îáëó÷åíèÿ èëè õèìè÷åñêèõ
ìóòàãåíîâ, è ðåàëüíàÿ îöåíêà âîçìîæíîñòåé èñïîëüçîâà-
íèÿ ýòîãî ôåíîìåíà â êëèíè÷åñêîé èëè ãèãèåíè÷åñêîé
ïðàêòèêå.
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TO MNU-INDUCED DEGENERATION AND STIMULATES RETINAL RECOVERY
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Emerging body of data indicate protecting effect of low level of stress (preconditioning) on retina. Our pre-
vious studies have revealed a non-linear dose-response relationship for cytotoxic effect of both ionizing radiati-
on and N-methyl-N-nitrosourea (MNU) on mouse retina. Moreover, non-cytotoxic dose of MNU increased to-
lerance of retina to following challenge dose of MNU. This result displays protection of retina through mecha-
nism of recovery. In the present study we used the mouse model for MNU-induced retinal degeneration to
evaluate the adaptive response of the retina to proton irradiation and implication of glial Muller cells in this res-
ponse. In this paper, we have shown that the recovery of the retina after exposure to genotoxic agents is associa-
ted with an increased efficiency of DNA damage repair and lowered death of retinal photoreceptors.

K e y w o r d s: retina, ionizing radiation, N-methyl-N-nitrosourea, DNA damage, reparation, hormesis.
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