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Îäíîêðàòíîå âíóòðèáðþøèííîå ââåäåíèå ìûøàì ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíû (ÌÍÌ) âûçûâàåò â ñåò-
÷àòêå ãèáåëü ôîòîðåöåïòîðîâ, êîòîðàÿ íåëèíåéíî çàâèñèò îò äîçû (Òðîíîâ è äð., 2015). Ïëàòî óñòîé÷è-
âîñòè íà êðèâîé äîçîâîé çàâèñèìîñòè ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ ìåõàíèçìîì ðåïàðàöèè ÄÍÊ â êëåòêàõ ñåò-
÷àòêè. ÌÍÌ-èíäóöèðîâàííàÿ ãèáåëü ôîòîðåöåïòîðîâ â ñåò÷àòêå ó âçðîñëûõ ìûøåé ìîæåò ñòèìóëèðî-
âàòü òðàíñäèôôåðåíöèðîâêó ãëèàëüíûõ êëåòîê Ìþëëåðà â ôîòîðåöåïòîð-ïîäîáíûå (Wan et al., 2008).
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ ìåòîäà êîìåò è BrdU (àíàëîãà òèìèäèíà) êàê ìàðêåðà ïðîëèôåðàöèè
îöåíèâàëè ïðîëèôåðàòèâíûé îòâåò êëåòîê Ìþëëåðà íà èíúåêöèþ ÌÍÌ â ðàçíûõ äîçàõ è ñðàâíèâàëè
åãî ñ ïîâðåæäåíèÿìè ÄÍÊ è èõ ðåïàðàöèåé â ñóñïåíçèè êëåòîê ñåò÷àòêè è â êëåòêàõ Ìþëëåðà. Èíúåê-
öèÿ ÌÍÌ â äîçå � 40 ìã/êã íå ïðèâîäèëà ê çàìåòíîé àêòèâàöèè êëåòîê Ìþëëåðà ñïóñòÿ 3 ñóò ïîñëå
èíúåêöèè. Ê ýòîìó âðåìåíè ïîñëå óêàçàííîé äîçû íå íàáëþäàëè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ âñëåäñòâèå ðåïàðà-
öèè. Ïðè äîçàõ ÌÍÌ, ïðåâûøàþùèõ 50 ìã/êã, íàáëþäàëè TUNEL-äåòåêòèðóåìóþ ãèáåëü ôîòîðåöåïòî-
ðîâ â ñåò÷àòêå, óâåëè÷åíèå ïðîëèôåðèðóþùåãî ïóëà êëåòîê Ìþëëåðà (áîëåå ÷åì 10-êðàòíîå) ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëåì è âîçðàñòàíèå ðàçðûâîâ (îäíî- è äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ, ÀÏ-ñàéòîâ) ÄÍÊ, êîòîðûå ÿâ-
ëÿþòñÿ öèòîòîêñè÷íûìè äëÿ ôîòîðåöåïòîðîâ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû èíòåðïðåòèðóþòñÿ â ðàìêàõ
êîíöåïöèè äèñáàëàíñà ýòàïîâ ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè ÌÍÌ-àëêèëèðîâàííûõ îñíîâàíèé â ÄÍÊ, äî-
ñòèãàåìîãî ïðè îïðåäåëåííîé äîçå àãåíòà (óðîâíå ïîâðåæäåíèÿ). Â õîäå ðàçáàëàíñèðîâàííîé ðåïàðàöèè
ÄÍÊ â íåé íàêàïëèâàþòñÿ öèòîòîêñè÷íûå èíòåðìåäèàòû, âûçûâàþùèå ãèáåëü ôîòîðåöåïòîðîâ, â îòâåò
íà êîòîðóþ àêòèâèðóþòñÿ êëåòêè Ìþëëåðà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñåò÷àòêà, êëåòêè Ìþëëåðà, ãëèîç, ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, ðåïàðàöèÿ, ìåòèëíèòðî-
çîìî÷åâèíà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÏ-ñàéò — àïóðèí-àïèðèìèäèíîâûé ñàéò, ÃÊÌ — ãëèàëüíûå êëåòêè
Ìþëëåðà, MÃÌÒ — ìåòèëãóàíèíìåòèëòðàíñôåðàçà, ÌÍÌ — ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíà, BER — ýêñöèçè-
îííàÿ ðåïàðàöèÿ îñíîâàíèé (base excision repair), BrdU — áðîìäåçîêñèóðèäèí (2R-äåçîêñè-5-áðîìóðè-
äèí), AAG — àëêèëàäåíèí-ÄÍÊ-ãëèêîçèëàçà, MMR — ïîñòðåïëèêàòèâíàÿ êîððåêöèÿ íóêëåîòèäîâ(mis-
match repair), mt — ìîìåíò õâîñòà, N3meA — N3-ìåòèëàäåíèí, N7meG — N6-ìåòèëãóàíèí, NER — ýêñ-
öèçèîííàÿ ðåïàðàöèÿ (nucleotide excision repair) íóêëåîòèäîâ, O6meG — O6-ìåòèëãóàíèí, PAR —
ïîëè(ÀÄÔ-ðèáîçà), PARP1 — ïîëè(ÀÄÔ-ðèáîçà)-ïîëèìåðàçà 1, PBS — íàòðèé-ôîñôàòíûé áóôåðíûé
ðàñòâîð.

Íåéðîäåãåíåðàòèâíûå çàáîëåâàíèÿ ñåò÷àòêè âêëþ÷à-
þò â ñåáÿ ïèãìåíòíûé ðåòèíèò, ñòàð÷åñêóþ ìàêóëÿðíóþ
äåãåíåðàöèþ ñåò÷àòêè, ãëàóêîìó è äèàáåòè÷åñêóþ ðåòè-
íîïàòèþ. Â îñíîâå ýòèõ çàáîëåâàíèé ëåæèò ïðîöåññ íåîá-
ðàòèìîé óòðàòû ðåòèíàëüíûõ íåéðîíîâ, ïðèâîäÿùèé ê
ïîòåðå çðåíèÿ.

Äâå ñòðàòåãèè ëå÷åíèÿ ýòèõ çàáîëåâàíèé ñôîðìèðî-
âàëèñü â ïîñëåäíåå âðåìÿ (Jayakody et al., 2015). Ïåðâàÿ
îñíîâûâàåòñÿ íà óñïåõàõ èçó÷åíèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê è íà
òåðàïèè, âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ èõ òðàíñïëàíòàöèþ. Âòîðàÿ
ñòðàòåãèÿ ñâÿçàíà ñî ñòèìóëÿöèåé ýíäîãåííûõ ðåòèíàëü-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ñïîñîáíûõ âîñïîëíÿòü ïàòîëîãè-
÷åñêóþ óòðàòó êëåòîê ñåò÷àòêè. Ïðîöåññ ðåãåíåðàöèè ñåò-

÷àòêè ïðèñóòñòâóåò â íåêîòîðûõ âèäàõ ïîçâîíî÷íûõ
(ðûáû, àìôèáèè è ïòèöû). Èäåíòèôèêàöèÿ êëåòîê-ïðåä-
øåñòâåííèêîâ â ñåò÷àòêå âçðîñëûõ ìëåêîïèòàþùèõ ïèòà-
åò íàäåæäó íà ðåãåíåðàöèþ ñåò÷àòêè êàê ðåçóëüòàò âòî-
ðîé ñòðàòåãèè òåðàïèè.

Â îäíîé èç ðàáîò (Ooto et al., 2004) èñïîëüçîâàëè
N-ìåòèë-D-àñïàðòàò (NMDA), ëèãàíä NMDA-ðåöåï-
òîðà, âûçûâàþùèé àïîïòîç íåéðîíîâ ñåò÷àòêè ó êðûñ.
Â îòâåò íà ýòî ïîâðåæäåíèå êëåòêè Ìþëëåðà â ñåò÷àòêå
ïîäâåðãàëèñü ïðîëèôåðàòèâíîìó ãëèîçó è äèôôåðåíöè-
ðîâêå â ðåòèíàëüíûå íåéðîíû. Â äðóãîé ðàáîòå (Wan
et al., 2008) â îòâåò íà èíäóöèðîâàííîå ìåòèëíèòðîçîìî-
÷åâèíîé (ÌÍÌ) ïîâðåæäåíèå ôîòîðåöåïòîðîâ â ñåò÷àòêå
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ó êðûñ òàêæå èäåíòèôèöèðîâàëè ãëèîç êëåòîê Ìþëëåðà è
èõ äèôôåðåíöèðîâêó, íî â íàïðàâëåíèè ôîòîðåöåïòîðîâ
(ïî ýêñïðåññèè ðîäîïñèíà). Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû
ýòèõ äâóõ ðàáîò ïîêàçûâàþò, ÷òî ãèáåëü ðåòèíàëüíûõ
íåéðîíîâ èëè ôîòîðåöåïòîðîâ âûçûâàåò ãëèîç êëåòîê
Ìþëëåðà â ñåò÷àòêå ó êðûñ, àññîöèèðîâàííûé ñ ïðîëèôå-
ðàöèåé è ïîñëåäóþùåé äèôôåðåíöèðîâêîé â íàïðàâëå-
íèè êëåòîê, ïîäâåðãàâøèõñÿ öèòîòîêñè÷åñêîìó âîçäåéñò-
âèþ.

ÌÍÌ óæå 20 ëåò èñïîëüçóåòñÿ â èññëåäîâàíèÿõ ïî
äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè (Yuge et al., 1996). Íåñìîòðÿ íà
ñðàâíèòåëüíî êîðîòêîå âðåìÿ æèçíè â êðîâè, ÌÍÌ ëåãêî
ïðåîäîëåâàåò ãåìàòîðåòèíàëüíûé áàðüåð, äîñòèãàåò ñåò-
÷àòêè è âûçûâàåò ãèáåëü ãëàâíûì îáðàçîì ôîòîðåöåï-
òîðíûõ êëåòîê â íåé (Yoshizawa et al., 2012). Òàêàÿ ñå-
ëåêòèâíîñòü äåéñòâèÿ ñäåëàëà ÌÍÌ ïîïóëÿðíîé íå òîëü-
êî â èññëåäîâàíèÿõ ìåõàíèçìà äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè,
íî è äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè ðàçëè÷íûõ âåùåñòâ, ïðå-
ïÿòñòâóþùèõ äåãåíåðàöèè (Tsubura et al., 2011). Íàðÿäó
ñ ðåòèíîòîêñè÷åñêèì äåéñòâèåì ÌÍÌ èçâåñòíà âû-
ñîêàÿ óñòîé÷èâîñòü ãëèàëüíûõ êëåòîê Ìþëëåðà (ÃÊÌ)
â ñåò÷àòêå ê ÌÍÌ (Tsubura et al., 2010): ÃÊÌ â îòâåò
íà ÌÍÌ-ïîâðåæäåíèå ñîõðàíÿþò æèçíåñïîñîáíîñòü,
àêòèâèðóþòñÿ è âõîäÿò â öèêë. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü
ýòîìó íåäåëÿùèåñÿ ôîòîðåöåïòîðû ïîäâåðãàþòñÿ àïîï-
òîçó. Ñâÿçü ýòèõ ýôôåêòîâ ñ ïîâðåæäåíèåì è ðåïàðàöèåé
ÄÍÊ, èíäóöèðîâàííûìè ãåíîòîêñèêàíòîì ÌÍÌ â êëåò-
êàõ ñåò÷àòêè è ìþëëåðîâñêèõ êëåòêàõ, ïîêà íå èññëåäî-
âàíà.

Öåëüþ ðàáîòû áûëî ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå
ïðîëèôåðàòèâíîãî ìàðêåðà áðîìäåçîêñèóðèäèíà (BrdU)
îöåíèòü àêòèâàöèþ êëåòîê Ìþëëåðà â ñåò÷àòêå âçðîñëûõ
ìûøåé in vivo â îòâåò íà ðåòèíîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå
ÌÍÌ è ñîïîñòàâèòü ãëèîç ÃÊÌ ñ ïîâðåæäåíèÿìè ÄÍÊ è
èõ ðåïàðàöèåé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Æ è â î ò í û å. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà ïîëîâî-
çðåëûõ ìûøàõ-ãèáðèäàõ F1CBA�C57Bl6 (n) â âîçðàñòå
2.5 ìåñ. Æèâîòíûõ ñîäåðæàëè â ñòàíäàðòíûõ ëàáîðàòîð-
íûõ óñëîâèÿõ (22 � 2 °C, îòíîñèòåëüíàÿ âëàæíîñòü âîç-
äóõà 60 � 10 % è 12-÷àñîâîé ñâåòîâîé ïåðèîä), îíè èìå-
ëè ñâîáîäíûé äîñòóï ê âîäå è êîììåð÷åñêîìó ïèòà-
íèþ. Âñå ýòè÷åñêèå íîðìû è òðåáîâàíèÿ ïðè ðàáîòå ñ
æèâîòíûìè, èçëîæåííûå â Äåêëàðàöèè ïðàâ æèâîòíûõ
(World Medical Association Declaration of Helsinki:
Http://www.who.int/bulletin/archives/79%284%29373.pdf),
áûëè ñîáëþäåíû.

Â â å ä å í è å Ì Í Ì è B r d U. Êðèñòàëëè÷åñêóþ
ÌÍÌ (Sigma) õðàíèëè ïðè –20 °Ñ, ðàñòâîðÿëè â ñòåðèëü-
íîì PBS íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä âíóòðèáðþøèííûì ââå-
äåíèåì ìûøàì â îáúåìå íå áîëåå 0.3 ìë. Êîíòðîëüíûì
æèâîòíûì ââîäèëè ðàâíûé îáúåì PBS. BrdU (Sigma) ââî-
äèëè âíóòðèáðþøèííî â ñòåðèëüíîì PBS (10 ìã/ìë) â
äîçå 50—70 ìã/êã (1 èíúåêöèÿ). Ïåðâàÿ èíúåêöèÿ BrdU
ïðèõîäèëàñü íà 9—10 ÷ ïîñëå èíúåêöèè ÌÍÌ (ïðåäïîëà-
ãàåìîå âðåìÿ ðåïàðàöèè ÄÍÊ). Ïîñëåäóþùåå ââåäåíèå
BrdU ïðîäîëæàëîñü äâàæäû â äåíü. Âñåãî äåëàëè
5—6 èíúåêöèé ìàðêåðà â òå÷åíèå 72—80 ÷ ïîñëå íà÷àëà
ýêñïåðèìåíòà (cì. òàáëèöó).

Ï î ë ó ÷ å í è å ñ ó ñ ï å í ç è è ê ë å ò î ê ñ å ò ÷ à ò ê è.
Æèâîòíûõ óñûïëÿëè â ïàðàõ õëîðîôîðìà è èçîëèðîâàëè
ãëàçà è ñåò÷àòêó ñïóñòÿ áîëåå 5 ÷ ïîñëå ïîñëåäíåé èíúåê-
öèè BrdU. Ñåò÷àòêó äèñïåðãèðîâàëè â îáúåìå 0.2—0.4 ìë
PBS, äâàæäû öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 400 g ïî 5 ìèí. Êî-
íå÷íûé îñàäîê ñóñïåíäèðîâàëè â ôåòàëüíîé ñûâîðîòêå
áûêà, ñîäåðæàùåé 10 % DMSO. Àëèêâîòû ñóñïåíçèè õðà-
íèëè ïðè –70 °Ñ.

È ì ì î á è ë è ç à ö è ÿ ê ë å ò î ê â à ã à ð î ç å , ë è ç è ñ
è â è ç ó à ë è ç à ö è ÿ ê ë å ò î ê. Ðàçìîðîæåííóþ ñóñïåí-
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×àñòîòà àêòèâàöèè ÃÊÌ â ñåò÷àòêå ó ìûøåé â êîíòðîëå è â îòâåò íà îäíîêðàòíîå ââåäåíèå ÌÍÌ â äîçå 60 ìã/êã,
ñîïðîâîæäàåìîå èíúåêöèÿìè ìàðêåðà BrdU

Íîìåð
ñõåìû

Ñõåìà èíúåêöèé
Ñõåìà

èíúåêöèé/
âðåìÿ, ÷

×èñëî ÃÊÌ íà 1000 êëåòîê,
ñðåäíåå � ñòàíäàðòíîå

îòêëîíåíèå
Êîììåíòàðèè

1 6/80 1.25 � 1.00 Êîíòðîëü (ñïîíòàííàÿ ïðîëè-
ôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ÃÊÌ)

2 3/32 0.13 � 0.10 Ðåïàðàòèâíûé ñèíòåç â ñåò÷àòêå

3 5/80 10.80 � 0.45 Ïðîëèôåðàöèÿ ÃÊÌ

4 6/80 12.65 � 0.75 Òî æå



çèþ öåíòðèôóãèðîâàëè (400 g, 5 ìèí). Îñàäîê ñóñïåíäè-
ðîâàëè â ðàñòâîðå ëåãêîïëàâêîé àãàðîçû (òèï IV 4, Sigma)
â PBS (0.7 %). Èç ñóñïåíçèè ãîòîâèëè ñëàéä íà ïðåäìåò-
íîì ñòåêëå ïî ñòàíäàðòíîé ïðîöåäóðå ìåòîäà êîìåò (Òðî-
íîâ è äð., 2012). Ñòåêëà ñ çàñòûâøèì ãåëåì ïîãðóæàëè â
ëèçèðóþùèé ðàñòâîð: 0.5 M Na2EDTA (äèíàòðèåâàÿ ñîëü
ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíîé êèñëîòû), 2 % Na-ëàóðîèë-
ñàðêîçèë, 0.3 ìã/ìë ïðîòåèíàçû Ê, pH 8, 37 °Ñ. Ñïóñòÿ 2 ÷
ëèçèðóþùèé ðàñòâîð çàìåíÿëè íà ñòàíäàðòíûé ñîëåâîé
áóôåð (2.5 Ì NaCl, 100 ìÌ Na2EDTA è 2 ìÌ Tris, pH 10)
ïðè 8 °Ñ íà 15 ÷. Ùåëî÷íîé ëèçèc è ýëåêòðîôîðåç ïðîâî-
äèëè â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 30 ìÌ NaOH è 2 ìÌ
Na2EDTA, pH 13 (8 °Ñ, 60 ìèí). Ïî çàâåðøåíèè ýëåêòðî-
ôîðåçà (15 V, 18—20 ìèí) ùåëî÷ü â ñëàéäàõ íåéòðàëèçî-
âàëè 0.4 Ì Tris (ðÍ 7.5) è îïîëàñêèâàëè ñëàéäû â PBS. Íà
ïîâåðõíîñòü ñëàéäîâ íàíîñèëè ðàñòâîð ïåðâè÷íûõ àí-
òè-BrdU àíòèòåë (10 ìêã â 60 ìêë PBS; Abcam ÑØÀ), íà-
êðûâàëè ïàðàôèëüìîì è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è
ïðè 8 °Ñ. Ïîñëå òðåõêðàòíîé îòìûâêè â PBS íà ñëàéä íà-
íîñèëè òàêîé æå îáúåì âòîðè÷íûõ àíòèòåë (7 ìêã/ìë), àñ-
ñîöèèðîâàííûõ ñ Alexa 594 (Abcam, ÑØÀ), è èíêóáè-
ðîâàëè 2—3 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ñëàéäû îò-
ìûâàëè îò àíòèòåë â PBS, âûñóøèâàëè íà âîçäóõå è
äåãèäðàòèðîâàëè â ìåòàíîëå. Ôîíîâîå îêðàøèâàíèå ïðî-
âîäèëè êðàñèòåëåì SYBR-Green I. ÃÊÌ âèçóàëèçèðîâàëè
â ðåæèìå êðàñíîé ôëóîðåñöåíöèè Alexa 594. Òîòàëüíóþ
ïîïóëÿöèþ êëåòîê (êîìåò) âèçóàëèçèðîâàëè â ðåæèìå çå-
ëåíîé ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ SYBR-Green.

Ñ ê à í è ð î â à í è å ñ ë à é ä à â àâòîìàòè÷åñêîì ðåæè-
ìå ïðîâîäèëè íà ìèêðîñêîïå Axio Imager Z2m (Carl Zeiss,

Ãåðìàíèÿ), ñíàáæåííîì êàìåðîé AxioCam MRc5 (Carl Zeiss,
Ãåðìàíèÿ). Â ðó÷íîì ðåæèìå èñïîëüçîâàëè ìèêðîñêîï
ËÎÌÎ ÌÈÊÌÅÄ-2 (ÀÎ «ËÎÌÎ», Ðîññèÿ) ñ âèäåîêàìå-
ðîé ÒÑÑ-5.01CE (ÎÎÎ «Ëîìî-Ìèêðîñèñòåìû», Ðîññèÿ).
Ñêàíèðîâàëè âåñü ñëàéä (18�18 ìì) èëè åãî ðåïðåçåíòà-
òèâíóþ ÷àñòü ñ øàãîì 0.35 ìì — ðàçìåð ïðÿìîóãîëüíèêà,
âïèñàííîãî â êðóãëîå ïîëå îáçîðà ìèêðîñêîïà ïðè óâåëè-
÷åíèè 400� (ðèñ. 1, à, á). Ñêàíèðîâàíèå îñóùåñòâëÿëè
ïîïåðåìåííî â ñèíåé è çåëåíîé îáëàñòÿõ âîçáóæäåíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè. Ïåðâîå ñêàíèðîâàíèå äàâàëî èçîáðàæå-
íèå êëåòîê (êîìåò), ôëóîðåñöèðóþùèõ â îáëàñòè çåëåíîé
ôëóîðåñöåíöèè SYBR Green I (âñå êëåòêè ñåò÷àòêè, ñî-
äåðæàùèå ÄÍÊ). Âòîðîå ñêàíèðîâàíèå äàâàëî èçîáðàæå-
íèå òîëüêî BrdU-ïîçèòèâíûõ (êðàñíûõ) êëåòîê (êîìåò).
Ïîäñ÷åò ÷èñëà êëåòîê è àíàëèç êîìåò ïðîâîäèëè íà ïîëó-
÷àåìûõ èçîáðàæåíèÿõ (ðèñ. 1, â). Ïîäñ÷åò ÷èñëà êëå-
òîê ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ 1.48v. Ïî-
âðåæäåíèå ÄÍÊ îïðåäåëÿëè èç àíàëèçà ÄÍÊ-êîìåò ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû CASP 1.2.2. è îöåíèâàëè ïî ìîìåíòó
õâîñòà êîìåò (mt) (Ko*nca et al., 2003). Ïîëó÷åííûå äàí-
íûå ïðåäñòàâëÿëè â âèäå ðàñïðåäåëåíèÿ êîìåò ïî 5 êëàñ-
ñàì, êàæäîìó èç êîòîðûõ ñîîòâåòñòâîâàë ñâîé èíòåðâàë
çíà÷åíèé mt (ðèñ. 2). Ñðàâíåíèå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàñ-
ïðåäåëåíèé ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ íåïàðàìåòðè÷åñêóþ
ñòàòèñòèêó Êîëìîãîðîâà—Ñìèðíîâà, ñ÷èòàÿ ðàçëè÷èÿ
äîñòîâåðíûìè ïðè Ð < 0.05.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûå è îïèñàííûå
íàìè ðàíåå ìåòîäû èììóíîãèñòîõèìèè (Òðîíîâ è äð.,
2015), TUNEL-äåòåêöèþ àïîïòîçà ôîòîðåöåïòîðîâ â ñåò-
÷àòêå (ïî ìåòîäèêå, ðåêîìåíäîâàííîé ïðîèçâîäèòåëåì
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ïðîöåäóðû ñêàíèðîâàíèÿ ñëàéäà è ïîäñ÷åòà êëåòîê â ñëàéäå.

à — ñêàíèðîâàíèå ñëàéäà; á — ïðÿìîóãîëüíîå ïîëå 350� 350 ìêì, ñîäåðæàùåå êëåòêè (êîìåòû), òðàíñëèðóåòñÿ íà ýêðàí ìîíèòîðà (â) è ñîõðàíÿåòñÿ â
ïàìÿòè êîìïüþòåðà êàê îäèí èç 2500 êàäðîâ, ñîñòàâëÿþùèõ ñëàéä ðàçìåðîì 18 � 18 ìì. Ñêàíèðîâàíèå ïðîèñõîäèò ïîïåðåìåííî â çåëåíîì è êðàñíîì
ñïåêòðàõ ôëóîðåñöåíöèè. Çåëåíûå êîìåòû îêðàøåíû SYBR-Green, êðàñíàÿ êîìåòà — ÃÊÌ, îêðàøåííûå àíòè-BrdU àíòèòåëàìè ñ Alexa594. Ñòðåëêè

óêàçûâàþò îäíó è òó æå êîìåòó â äâóõ êàíàëàõ ôëóîðåñöåíöèè.

Ðèñ. 2. Êëàññû ÄÍÊ-êîìåò, ïîëó÷àåìûõ èç êëåòîê ñåò÷àòêè ìûøåé, è ñîîòâåòñòâóþùèå èì äèàïàçîíû ñòåïåíè ïîâðåæäåíèÿ (mt).

Ñòåïåíü ïîâðåæäåíèÿ: Ñ0 — îòñóòñòâóåò, Ñ1 — íèçêàÿ, Ñ2 — ñðåäíÿÿ, Ñ3 — âûñîêàÿ, Ñ4 — àïîïòîòè÷åñêàÿ êëåòêà; mt — ìîìåíò õâîñòà êîìåò.



Trevigen äëÿ íàáîðà TACS® 2 TdT Fluorescein Kit) è ìå-
òîä ñêîòîïè÷åñêîé ýëåêòðîðåòèíîãðàôèè (ÝÐÃ) (Âèíî-
ãðàäîâà è äð., 2014).

Ðåçóëüòàòû

Ì Í Ì - è í ä ó ö è ð î â à í í û å ï î â ð å æ ä å í è å è
ð å ï à ð à ö è ÿ Ä Í Ê â ê ë å ò ê à õ Ì þ ë ë å ð à. Èñïîëüçóå-
ìûé ìåòîä ðåãèñòðàöèè ÃÊÌ â ñóñïåíçèè êëåòîê ñåò÷àò-
êè áàçèðóåòñÿ íà âêëþ÷åíèè ìàðêåðà BrdU â òå÷åíèå íå
ìåíåå 72 ÷, ÷òî áîëåå ÷åì äëèòåëüíîñòü îäíîãî öèêëà
ïðîëèôåðàöèè ÃÊÌ ïîñëå ðåòèíîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ
ÌÍÌ (ñì. òàáëèöó, ñõåìû 3 è 4). Ïðîíèêøàÿ â êëåòêó
ÌÍÌ ìåòèëèðóåò îñíîâàíèÿ â ÄÍÊ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ
ñóáñòðàòîì äëÿ íåñêîëüêèõ êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ ðåïà-
ðàöèè, àññîöèèðîâàííûõ ñ ðåïàðàòèâíûì ñèíòåçîì
ÄÍÊ, — ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè îñíîâàíèé (BER), ýêñ-
öèçèîííîé ðåïàðàöèè íóêëåîòèäîâ (NER) è ïîñòðåïëèêà-
òèâíîé ðåïàðàöèè (MMR). Ïîñêîëüêó MMR õàðàêòåðíà
òîëüêî äëÿ äåëÿùèõñÿ êëåòîê, ìåõàíèçìû ÂER è NER ìî-
ãóò áûòü èñòî÷íèêîì èçáûòî÷íîé îöåíêè ïðîëèôåðà-
òèâíîé àêòèâàöèè ÃÊÌ çà ñ÷åò ðåïàðàòèâíîãî âêëþ÷åíèÿ
BrdU â íåäåëÿùèåñÿ êëåòêè ñåò÷àòêè. ×òîáû îöåíèòü âîç-
ìîæíûé âêëàä ðåïàðàòèâíîãî ñèíòåçà ÄÍÊ âî âêëþ÷åíèå
BrdU â êëåòêè ñåò÷àòêè, ìû ðåàëèçîâàëè ñõåìó èíúåê-
öèé 2 (ñì. òàáëèöó). Îöåíêó ïðîâîäèëè ïî ÷àñòîòå
BrdU-ïîçèòèâíûõ êëåòîê, ïðåäñòàâëåííîé â òàáëèöå. Êàê
âèäíî, óðîâåíü ðåïàðàòèâíîãî âêëþ÷åíèÿ BrdU â ÄÍÊ
ñåò÷àòêè, îáðàáîòàííîé ÌÍÌ, äàæå íèæå åãî ñïîíòàííî-
ãî âêëþ÷åíèÿ â èíòàêòíîé ñåò÷àòêå. Òåì íå ìåíåå ðèñ. 3
ãîâîðèò î òîì, ÷òî ðåïàðàòèâíûå ïðîöåññû â ñåò÷àòêå, îá-
ðàáîòàííîé ÌÍÌ, íàáëþäàþòñÿ. Ýòîò âûâîä ñëåäóåò èç
òîãî ôàêòà, ÷òî ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ îò ìàêñèìàëüíîãî
óðîâíÿ (÷åðåç 5 ÷ ïîñëå èíúåêöèè ÌÍÌ, mt = 28 � 12)

ñíèæàåòñÿ ñïóñòÿ 20 (mt = 13 � 8, Ð < 0.05) è 80 (mt =
= 10 � 7, P < 0.05) ÷. Ýòà ðåïàðàöèÿ íå ñîïðîâîæäàåòñÿ
âêëþ÷åíèåì BrdU â ÄÍÊ. Ïðè÷èíà ýòîãî ìîæåò áûòü ñâÿ-
çàíà, ñ îäíîé ñòîðîíû, ñ ó÷àñòèåì ìåòèëãóàíèíìåòèëò-
ðàíñôåðàçû (MGMT) — «ñóèöèäíîãî» ôåðìåíòà, äåìåòè-
ëèðóþùåãî O6meG. Äðóãèå ìåòèëèðîâàííûå îñíîâàíèÿ
ÄÍÊ óäàëÿþòñÿ ìåõàíèçìîì BER ñ êîðîòêîé îäíîíóêëå-
îòèäíîé âñòàâêîé, ïðîèçâîäèìîé ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé b
(Hegde et al., 2008).

Ïî äàííûì èç ëèòåðàòóðû, íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêî-
ïè÷åñêèõ ñíèìêàõ ñðåçîâ ñåò÷àòêè ñðåäè ôîòîðåöåïòîðîâ

Ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê Ìþëëåðà â ñåò÷àòêå ìûøåé â îòâåò íà ðåòèíîòîêñè÷åñêèé ñòðåññ... 443

Ðèñ. 3. Ãèñòîãðàììû ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ â êëåòêàõ ñåò÷àòêè ó
ìûøåé ïîñëå èíúåêöèè ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíû (ÌÍÌ) â äîçå

70 ìã/êã è ðåïàðàòèâíîé èíêóáàöèè in vivo.

Ãèñòîãðàììû: 1 — èíòàêòíàÿ ñåò÷àòêà (mt = 2 � 6); 2 — ÌÍÌ, 5 ÷ (mt =
= 28 � 12); 3 — ÌÍÌ, 24 ÷ (mt = 13 � 9); 4 — ÌÍÌ, 80 ÷ (mt = 10 � 7).

Ðèñ. 4. ÌÍÌ-èíäóöèðîâàííîå ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ â ñåò÷àòêå è â êëåòêàõ Ìþëëåðà (ÃÊÌ).

à — ñõåìà èíúåêöèé ìûøàì ÌÍÌ è BrdU (óêàçàíà äîçà îäíîé èíúåêöèè); á — ãèñòîãðàììû ïîâðåæäåííîñòè êëåòîê âñåé ñåò÷àòêè (1, îêðàñêà
SYBR-Green), ÃÊÌ (2, îêðàñêà SYBR-Green) è ÃÊÌ (3, îêðàñêà Alexa594); â, ã — ìèêðîôîòîãðàôèè êîìåò ñ ïîêàçàòåëÿìè ïîâðåæäåííîñòè ÄÍÊ (mt,

ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ) äëÿ ðàñïðåäåëåíèé 1, 2 è 3 ñîîòâåòñòâåííî.



ñ àïîïòîòè÷åñêèì ãèïåðêîíäåíñèðîâàííûì õðîìàòèòíîì
îáíàðóæèâàëè ðåäêèå êëåòêè ñ èíòàêòíûì ãåòåðî- è
ýóõðîìàòèíîì â ÿäðå (Iandiev et al., 2006). Ìîðôîëîãè÷å-
ñêè ýòè êëåòêè ñîîòâåòñòâîâàëè ÃÊÌ, ÷òî, ïî ìíåíèþ àâ-
òîðîâ, ãîâîðèò î âûñîêîé óñòîé÷èâîñòè ÃÊÌ ñåò÷àòêè
êðûñû ê äåéñòâèþ ÌÍÌ. Ìû ñðàâíèëè ñòåïåíü ïîâðåæ-
äåíèÿ ÄÍÊ â êëåòêàõ ñåò÷àòêè è â ÃÊÌ ïîñëå èíúåêöèè
ÌÍÌ (ñõåìà èíúåêöèé íà ðèñ. 4, a). Ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ
îöåíèâàëè ìåòîäîì ùåëî÷íûõ êîìåò. Ïðè ýòîì ÃÊÌ
îêðàøèâàëè SYBR è Mab-Alexa 594, ÷òî ïîçâîëÿëî èõ âè-

çóàëèçèðîâàòü îäíîâðåìåííî â çåëåíîé è êðàñíîé ôëóî-
ðåñöåíöèè. Ýòîò ðåçóëüòàò ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 4, á â âèäå
äâóõ ãèñòîãðàìì ðàñïðåäåëåíèÿ ÃÊÌ ïî ñòåïåíè ïîâ-
ðåæäåíèÿ â íèõ ÄÍÊ (ðèñ. 4, á, ãèñòîãðàììû 2 è 3). Çäåñü
æå ïîêàçàíà ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ ñóììàðíûõ
SYBR-îêðàøåííûõ êëåòîê ñåò÷àòêè (ðèñ. 4, á, ãèñòîãðàì-
ìà 1). Êàê âèäíî, ñóììàðíîå ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ñåò-
÷àòêè ñîâïàäàåò ñ òàêîâûì äëÿ ÃÊÌ, îêðàøåííûõ
SYBR-Green, è îáà îíè îòëè÷àþòñÿ (Ð < 0.05) îò àíàëî-
ãè÷íîãî ðàñïðåäåëåíèÿ äëÿ ÃÊÌ, äåòåêòèðóåìîãî â êðàñ-
íîé îáëàñòè ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 4, á, ãèñòîãðàììà 3). Íà
ýòîì æå ðèñóíêå ïîêàçàíû ìèêðîôîòîãðàôèè êîìåò, ñî-
îòâåòñòâóþùèõ ñðåäíèì ïîêàçàòåëÿì mt äëÿ ýòèõ ðàñïðå-
äåëåíèé (mt = = 9 � 14 è 28 � 15 ñîîòâåòñòâåííî).

Ðåçóëüòàò ãîâîðèò î òîì, ÷òî ìåòîä BrdU-äåòåêöèè
ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ (ðèñ. 4, á, ãèñòîãðàììà 3) îêàçûâàåòñÿ
áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûì, ÷åì îáùåïðèíÿòàÿ SYBR-äåòåê-
öèÿ (ðèñ. 4, á, ãèñòîãðàììà 2). Ìû ýòî îáúÿñíÿåì òåì, ÷òî
ïðè ùåëî÷íîì ýëåêòðîôîðåçå íåèçáåæíî îáðàçîâàíèå îä-
íîíèòåâûõ ðàçðûâîâ ïî ìåñòàì ÀÏ-ñàéòîâ, ïðèñóòñòâóþ-
ùèõ â ÄÍÊ ñåò÷àòêè (Òðîíîâ è äð., 2012). Â ýòèõ ìåñòàõ
íà÷èíàåòñÿ ðàñõîæäåíèå öåïåé ÄÍÊ â ùåëî÷è, è ýòè ìåñ-
òà è êîíöû ìîëåêóë íàèáîëåå ìîáèëüíû â ýëåêòðè÷åñêîì
ïîëå. Ïîñëå íåéòðàëèçàöèè íà êîíöàõ ðåíàòóðèðîâàííûõ
ôðàãìåíòîâ ñîõðàíÿþòñÿ îäíîíèòåâûå ó÷àñòêè è íåñî-
âåðøåííûå äóïëåêñû. Äðóãèìè ñëîâàìè, ÷åì äàëüøå îò
ãîëîâû êîìåòû, òåì áîëüøå ñîäåðæàíèå îäíîíèòåâûõ
ó÷àñòêîâ (ôðàãìåíòîâ) ÄÍÊ è òåì ìåíüøå èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè èíòåðêàëÿòîðà. Â ñëó÷àå BrdU òàêîé çà-
âèñèìîñòè îò âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû ÄÍÊ íåò, è ñ îäèíà-
êîâîé ýôôåêòèâíîñòüþ, ïðîïîðöèîíàëüíîé òîëüêî êîëè-
÷åñòâó ìàðêåðà, îïðåäåëÿåòñÿ ìèãðèðóþùàÿ â êîìåòå
ÄÍÊ. Ñõîäñòâî ïðîôèëåé ãèñòîãðàìì 1 è 2 (ðèñ. 4), à òàê-
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Ðèñ. 5. Ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ â êëåòêàõ ñåò÷àòêè (ñåðûå ãèñòî-
ãðàììû) è àêòèâàöèÿ ÃÊÌ â íåé (÷åðíûå ãèñòîãðàììû) â îò-
âåò íà îäíîêðàòíîå ââåäåíèå ìûøàì ÌÍÌ â äîçàõ 0, 20, 35,

50 è 70 ìã/êã.

Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ñ êîíòðîëåì: *Ð < 0.05 è # P < 0.01. Ñõåìà
èíúåêöèé òàêàÿ æå, êàê íà ðèñ. 4, a.

Ðèñ. 6. Îòâåò êëåòîê ñåò÷àòêè ìûøåé íà ðàçíûå äîçû ÌÍÌ ñïóñòÿ 80 ÷ ïîñëå èíúåêöèè.

à — ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâàöèÿ ÃÊÌ (îêðàñêà àíòè-BrdU àíòèòåëàìè, àññîöèèðîâàííûìè ñ Alexa594); á — äîëÿ êëåòîê ñåò÷àòêè, ñîäåðæàùèõ ðåïà-
ðèðóåìûå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è ìèêðîôîòîãðàôèè ñîîòâåòñòâóþùèõ êîìåò Ñ1, Ñ2 è Ñ3 èç ýòèõ êëåòîê, îêðàñêà SYBR-Green I; â — êàðòèíà àïîïòîçà â

ÿäåðíîì ñëîå ôîòîðåöåïòîðîâ â ñåò÷àòêå è ÄÍÊ-êîìåòà êëàññà Ñ4, ôîðìèðóåìàÿ àïîïòîòè÷åñêèìè êëåòêàìè.



æå áëèçîñòü ñðåäíèõ çíà÷åíèé mt (ìèêðîôîòîãðàôèÿ â)
ïîêàçûâàþò, ÷òî ÄÍÊ â ÃÊÌ ïîâðåæäåíà, ïî êðàéíåé
ìåðå â òîé æå ñòåïåíè, â îòâåò íà ÌÍÌ, êàê è â äðóãèõ
êëåòêàõ ñåò÷àòêè — ôîòîðåöåïòîðàõ è íåéðîíàõ.

Ã ë è î ç ã ë è à ë ü í û õ ê ë å ò î ê Ì þ ë ë å ð à ( Ã Ê Ì )
â î ò â å ò í à ä å é ñ ò â è å Ì Í Ì. Â ýòîé ñåðèè ýêñïåðè-
ìåíòîâ ìû îöåíèâàëè àêòèâàöèþ ÃÊÌ â îòâåò íà ðàçíûå
äîçû ÌÍÌ è ñîïîñòàâëÿëè åå ñ ïîâðåæäåíèÿìè ÄÍÊ â
êëåòêàõ ñåò÷àòêè, ïîëàãàÿ íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ ïðå-
äûäóùåãî ðàçäåëà, ÷òî ÌÍÌ-èíäóöèðîâàííûå ïîâðåæäå-
íèÿ â êëåòêàõ ñåò÷àòêè è â ÃÊÌ ïðèìåðíî îäèíàêîâû.
Ñõåìà èíúåêöèé òàêàÿ æå, êàê â ïðåäûäóùåì ñëó÷àå
(ðèñ. 4, à), ââîäèìûå äîçû ÌÍÌ — 0, 20, 35, 50 è
70 ìã/êã. Äàííûå ïî ïîâðåæäåíèþ è ïî àêòèâàöèè ÃÊÌ
ñîâìåùåíû íà ðèñ. 5. Íà íåì ñåðûå ãèñòîãðàììû ïîêà-
çûâàþò ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ â ñåò÷àòêå â âèäå ðàñïðåäåëå-
íèé ïî êëàññàì êîìåò, ãåíåðèðóåìûõ êëåòêàìè ñåò÷àòêè
ñïóñòÿ 80 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ÌÍÌ â äîçàõ 0—70 ìã/êã.
Êëàññû êîìåò è äèàïàçîíû ïîâðåæäåííîñòè ÄÍÊ â êëåò-
êàõ (mt) ñîîòâåòñòâóþò òàêîâûì íà ðèñ. 2. Àêòèâàöèÿ
ÃÊÌ ïðè ýòèõ æå äîçàõ ÌÍÌ ïðåäñòàâëåíà ÷åðíîé ãèñ-
òîãðàììîé è âûðàæåíà êàê äîëÿ BrdU-ïîçèòèâíûõ êî-
ìåò, ôîðìèðóåìûõ êëåòêàìè ñåò÷àòêè.

Íà ðàçëè÷íûõ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ìëåêîïèòàþ-
ùèõ è ïîêîÿùèõñÿ ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà ïîêàçàíî, ÷òî
ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, õàðàêòåðíûå äëÿ êîìåò êëàññîâ
Ñ1—Ñ3, ìîãóò áûòü ðåïàðèðîâàíû, è êëåòêè, ôîðìèðóþ-
ùèå ýòè êîìåòû, ìîãóò ñîõðàíÿòü æèçíåñïîñîáíîñòü, â òî
âðåìÿ êàê êîìåòû êëàññà Ñ4 ñîîòâåòñòâóþò ïîãèáøèì
(àïîïòîòè÷åñêèì) êëåòêàì (Chandna, 2004; Noda et al.,
2004). Íà ðèñ. 6, à, á ïðèâåäåíû çàâèñèìîñòè îò äîçû
ÌÍÌ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâàöèè ÃÊÌ è äîëè êëåòîê
ñåò÷àòêè, ôîðìèðóþùèõ êîìåòû êëàññîâ Ñ1—Ñ3, ò. å.
èìåþùèõ ðåïàðèðóåìûé îáúåì ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ. Ïî-
ñêîëüêó ÌÍÌ âûçûâàåò ðàçðûâû íå ñàìà ïî ñåáå, à ÷åðåç
àêòèâàöèþ ìåõàíèçìà BER, ïî÷òè ïîëíîå ãðàôè÷åñêîå
ñîâïàäåíèå äîçîâûõ çàâèñèìîñòåé íà ýòèõ ðèñóíêàõ ìî-
æåò îòðàæàòü ñâÿçü ìåæäó àêòèâàöèåé ïðîëèôåðàöèè
ÃÊÌ è ðåïàðàöèåé ÄÍÊ â ñåò÷àòêå.

Îáñóæäåíèå

Ðàíåå ìû è äðóãèå èññëåäîâàòåëè ïîêàçàëè, ÷òî ðàäè-
àöèîííî- è ÌÍÌ-èíäóöèðîâàííàÿ äåãåíåðàöèÿ ñåò÷àòêè
èìååò íåëèíåéíóþ çàâèñèìîñòü (ïëå÷î óñòîé÷èâîñòè) îò
äîçû ãåíîòîêñèêàíòà, è ïðåäïîëîæèëè ïðè÷àñòíîñòü ê
ýòîìó ðåïàðàöèè ÄÍÊ êàê ìåõàíèçìà, êîòîðûé çàùèùàåò
êëåòêè îò ïîâðåæäàþùåãî âîçäåéñòâèÿ (Gorgels et al.,
2007; Òðîíîâ è äð., 2015). Çäåñü ìû ïîêàçàëè íàëè÷èå
àíàëîãè÷íîãî ïëå÷à äîçîâîé çàâèñèìîñòè àêòèâàöèè êëå-
òîê Ìþëëåðà (ðèñ. 6, à) è íàêîïëåíèÿ êëåòîê â ñåò÷àòêå ñ
ðåïàðèðóåìûìè ïîâðåæäåíèÿìè ÄÍÊ (ðèñ. 6, á) â îòâåò
íà ÌÍÌ.

ÌÍÌ in vivo èíäóöèðóåò â ÄÍÊ òðè òèïà ìîäèôèêà-
öèé îñíîâàíèé — O6meG (~10 %), N3meA (~5 %) è
N7meG (~85 %) (Beranek, 1990). Ïåðâûé èç íèõ ðåïàðèðó-
åòñÿ MGMT — ôåðìåíòîì, äåìåòèëèðóþùèì îñíîâàíèÿ
â ÄÍÊ è ïîäâåðãàþùèìñÿ ïðîòåîëèçó ïîñëå êàæäîãî àêòà
äåìåòèëèðîâàíèÿ. Áóäó÷è íåðåïàðèðîâàííûì, O6meG
îáðàçóåò â ïðîöåññå ðåïëèêàöèè íåêàíîíè÷åñêóþ ïàðó
ñ òèìèíîì, ÷òî ïðèâîäèò êëåòêè ê ãèáåëè â ðåçóëüòàòå
ïîñòðåïëèêàòèâíîé ðåïàðàöèè (MMR) (Bignami et al.,
2000; Òðîíîâ è äð., 2002; Mirzoeva et al., 2006). N3meA
è N7meG ÿâëÿþòñÿ ñóáñòðàòàìè äëÿ AAG (àëêèëàäå-

íèí-ÄÍÊ-ãëèêîçèëàçû) — ôåðìåíòà, èíèöèèðóþùåãî ýê-
ñöèçèîííûé ìåõàíèçì ðåïàðàöèè BER â îòâåò íà
äåéñòâèå àëêèëèðóþùèõ àãåíòîâ (Meira et al., 2009). Íà
âîïðîñ î òîì, ìîãóò ëè áûòü îòâåòñòâåííû çà ðåòèíîòîê-
ñè÷íîñòü ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, ãåíåðèðóåìûå ÌÍÌ ñàìè
ïî ñåáå, îäíîçíà÷íîãî îòâåòà ïîêà íåò, íî â ïîñëåäíåå
âðåìÿ ðåòèíîòîêñè÷íîñòü àëêèëèðóþùèõ àãåíòîâ ñâÿçû-
âàåòñÿ ñ àêòèâàöèåé ðåïàðàòèâíûõ ôåðìåíòîâ (Fu et al.,
2012). AAG, êëþ÷åâîé ôåðìåíò ìåõàíèçìà BER, ãèäðî-
ëèçóåò N-ãëèêîçèäíóþ ñâÿçü ìåæäó àëêèëèðîâàííûì
îñíîâàíèåì è ðèáîçîôîñôàòíûì îñòîâîì ÄÍÊ, îñòàâëÿÿ
ÀÏ-ñàéò. Ñàéò ÿâëÿåòñÿ ñóáñòðàòîì äëÿ ÀÏ-ýíäîíóêëåà-
çû 1, êîòîðàÿ ãèðîëèçóåò â íåì ôîñôîäèýôèðíóþ ñâÿçü,
ôîðìèðóÿ îäèíî÷íûé ðàçðûâ öåïè ÄÍÊ ñ 3ROH- è
5RdRP-êîíöàìè. ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà b (pol b) óäàëÿåò
5RdRP-êîíåö è íà åãî ìåñòî ïðèñîåäèíÿåò îäèí íóêëåî-
òèä, çàïîëíÿÿ ïðîáåë. Çàâåðøàåò ïðîöåññ ÄÍÊ-ëèãàçà I
èëè III. Èíòåðìåäèàòàìè ïðîöåññà, êàê âèäíî, ÿâëÿþòñÿ
öèòîòîêñè÷íûå ÀÏ-ñàéòû è îäèíî÷íûå ðàçðûâû, êîòîðûå
â ñëó÷àå ðàçáàëàíñèðîâêè ýòàïîâ BER íàêàïëèâàþòñÿ â
êëåòêå è ïðèâîäÿò ê ãèáåëè. Äèñáàëàíñ ýòàïîâ BER êàê
íåèçáåæíîå ñîáûòèå ïðè íàðàñòàíèè äîçû íàñòóïàåò ïðè
äîñòèæåíèè êðèòè÷åñêîãî óðîâíÿ ïîâðåæäåíèé. Äèñáà-
ëàíñó ñïîñîáñòâóåò òàêæå òî, ÷òî ñàìàÿ ìíîãî÷èñëåííàÿ
ìîäèôèêàöèÿ N7meG òîðìîçèò ðàáîòó pol b (Koag et al.,
2014). Êàê ñëåäóåò èç íàøèõ ðåçóëüòàòîâ (ðèñ. 6), êðèòè-
÷åñêèé óðîâåíü ïîâðåæäåíèé â ñåò÷àòêå ó ìûøåé äîñòè-
ãàåòñÿ ïðè äîçå ÌÍÌ � 60 ìã/êã. Ïðè ýòèõ äîçàõ ÌÍÌ
ðåçêî âîçðàñòàåò íàêîïëåíèå ðàçðûâîâ ÄÍÊ â êëåòêàõ
ñåò÷àòêè. Ñ ýòîé æå äîçû ÌÍÌ äîñòèãàåòñÿ ìàêñèìóì
àïîïòîçà â ôîòîðåöåïòîðàõ ñåò÷àòêè (ðèñ. 6, â), è, êàê ìû
ïîêàçàëè â ïðåäûäóùåì èññëåäîâàíèè, ñíèæåíèå ôóíê-
öèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ñåò÷àòêè (ïî ýëåêòðîðåòèíîãðà-
ôèè) ñòàíîâèòñÿ íåîáðàòèìûì (Òðîíîâ è äð., 2015).

Äðóãèì âåðîÿòíûì êàíäèäàòîì íà àêòèâíîå ó÷àñòèå â
ÌÍÌ-èíäóöèðîâàííîé äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè ñ÷èòàåòñÿ
PARP1 — ïîëè(ÀÄÔ-ðèáîçà)-ïîëèìåðàçà 1 (Allocca et al.,
2017). PARP1 èãðàåò ðîëü ñåíñîðà ðàçðûâîâ â ÄÍÊ â ïðî-
öåññå BER. Îíà ñâÿçûâàåòñÿ ñ ðàçðûâîì ñî ñòîðîíû
5RdRP-êîíöà è ïðîñîåäèíÿåò ê áëèæàéøåìó ãèñòîíó ðàç-
âåòâëåííûé ïîëèìåð PAR, ñèíòåçèðóåìûé èç ÀÒÐ è
NAD+. Ýòî îñëàáëÿåò ñâÿçü ãèñòîíîâ ñ ÄÍÊ è âûçûâàåò
äèññîöèàöèþ èëè «ìèãðàöèþ» íóêëåîñîì ïî ÄÍÊ, îò-
êðûâàÿ äîñòóï ê ïîâðåæäåíèþ äëÿ ðåïàðàòèâíîãî êîì-
ïëåêñà (Ahel et al., 2009). PAR-ìîäèôèêàöèè ïîäâåðãàþò-
ñÿ ìíîãèå ôåðìåíòû è ñòðóêòóðíûå áåëêè â õðîìàòèíå,
÷òî äåëàåò ôóíêöèîíèðîâàíèå PARP1 â êëåòêå âûñîêî-
ýíåðãîçàòðàòíûì, ïðèâîäÿùèì êëåòêó ê ãèáåëè (Ying
et al., 2001). Ýòî ñïðàâåäëèâî êàê äëÿ ïðîëèôåðèðóþùèõ,
òàê è äëÿ ïîêîÿùèõñÿ êëåòîê, â ÷àñòíîñòè äëÿ ôîòîðåöåï-
òîðíûõ êëåòîê ñåò÷àòêè, ïîñêîëüêó èç-çà âûñîêîé îêñèãå-
íàöèè è ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè ýòè êëåòêè èìåþò
êðàéíå íåáîëüøîé ýíåðãåòè÷åñêèé ðåçåðâ (Cao et al.,
2001). Ýòîò ìåõàíèçì ïîäòâåðæäàåòñÿ ïðîòåêòîðíûì äåé-
ñòâèåì ýêçîãåííîãî íèêîòèíàìèäà ïðîòèâ ÌÍÌ-èíäóöè-
ðîâàííîé äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè ó êðûñ (Kiuchi et al.,
2003).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû è àíàëèç äàí-
íûõ èç ëèòåðàòóðû ïîçâîëÿþò íàìåòèòü ñâÿçü ìåæäó ïî-
âðåæäåíèÿìè ÄÍÊ, èíäóöèðîâàííûìè àëêèëèðóþ-
ùèì àãåíòîì ÌÍÌ, è àêòèâàöèåé êëåòîê Ìþëëåðà.
Ìû ïîëàãàåì, ÷òî ìåæäó ýòèìè ñîáûòèÿìè â êà÷åñòâå
îïîñðåäóþùèõ íàõîäÿòñÿ àêòèâàöèÿ êëåòî÷íûõ ðåïàðà-
òèâíûõ ñèñòåì è ãèáåëü ôîòîðåöåïòîðîâ èëè íåéðîíîâ
ñåò÷àòêè. Îòâåòîì íà ãèáåëü ýòèõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ãëèîç

Ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê Ìþëëåðà â ñåò÷àòêå ìûøåé â îòâåò íà ðåòèíîòîêñè÷åñêèé ñòðåññ... 445



êëåòîê Ìþëëåðà, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ òàêæå èõ ïðîëèôå-
ðàöèþ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-04-00133 à).
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PROLIFERATION OF MUOSE MÜLLER CELLS IN RESPONSE TO METHYLNITROSOUREA

INDUCED RETINOTOXIC STRESS
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Single intraperitoneal injection of methylnitrosourea (MNU) induces loss of mice retinal photoreceptors as
a nonlinear dose response (Tronov et al., 2015). DNA repair was putative mechanism to cause a threshold of al-
kylation DNA in retina cells. Photoreceptor degeneration can stimulate Müller glia to transdifferentiate into
photoreceptor-like cells in adult mouse retina treated with MNU (Wan et al., 2008). In this paper, we evaluated
the Muller cells proliferative response to different doses of MNU injections and compared the response to DNA
damage and repair in suspensions of retinal cells and in Muller cells, by using a comet assay and BrdU (thymi-
dine analogue) as a marker of proliferation. MNU administration dose � 40 mg/kg did not result in any signifi-
cant activation of Muller cell proliferation in 3 days after the treatment. By this time point, no DNA damage af-
ter this dose was observed. For MNU doses that exceed 50 mg/kg, a TUNEL-detected death of retinal photore-
ceptors, more than 10-fold increase in the proliferating pool of Muller cells, and DNA breaks (single-, double
strand breaks and AP sites) are observed. The results are discussed within the concept of disbalance of mecha-
nism base excision repair that results in formation of cytotoxic intermediates in DNA, which initiate death of
photoreceptors followed by activation of retinal Müller cells.

K e y w o r d s: retina, Muller cells, gliosis, DNA damage, reparation, methylnitrosourea.
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