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СПИСОК ПРИНЯТЫХ В РАБОТЕ СОКРАЩЕНИЙ 

 

АТФ – аденозинтрифосфорная кислота 

АФК – активные формы кислорода 

вк-ДНК – внеклеточная ДНК 

вк-яДНК – внеклеточная ядерная ДНК 

вк-мтДНК – внеклеточная митохондриальная ДНК 

ГЛТ – восстановленный глутатион 

ИИ – ионизирующее излучение 

МДА – малоновый диальдегид 

МЕЛ – мелатонин 

МФ – метформин  

мтДНК – митохондриальная ДНК 

dNTP – дезоксинуклеотид трифосфаты 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция в реальном времени 

ПЦР-ПФ – полимеразная цепная реакция на протяженных фрагментах 

H2O2 – пероксид водорода 

ТФФ – трифенилфосфоний 

ЦПЭ – цепь переноса электронов 

ЭРН – эксцизионная репарация нуклеотидов 

ЭРО – эксцизионная репарация оснований 

яДНК – ядерная ДНК 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

 Актуальность и степень разработанности проблемы. Исследование 

структурно-функциональных нарушений генома в клетках человека и животных, 

подвергнутых воздействию ионизирующих излучений (ИИ), в настоящее время 

остается актуальным. Основополагающие исследования по данной проблеме 

проводятся, ориентируясь на важнейшую мишень радиационного поражения – 

ядерную ДНК (яДНК). Однако известно, что в клетках млекопитающих кроме яДНК 

содержится и множество копий митохондриальной ДНК (мтДНК). В настоящее 

время ряд авторов считают, что мтДНК является более уязвимой мишенью клетки, 

по сравнению с яДНК, для эндогенных и экзогенных повреждающих агентов [1, 2]. 

 МтДНК представляет собой кольцевую двуцепочечную молекулу и состоящую 

из 37-ми генов, продукты 13-ти из которых участвуют в системе дыхательной цепи 

[3-5]. Для нее характерна повышенная мутабильность, благодаря повреждениям, 

индуцируемым активными формами кислорода (АФК), генерируемыми в самих 

митохондриях, и ошибками репликативного синтеза [6-8]. В тканях (в том числе в 

постмитотических тканях мозга, сердца, скелетных мышц) мтДНК может 

реплицироваться независимо от клеточного цикла в течение всей жизни организма 

[9, 10]. Результаты многих исследований показывают, что при воздействии на клетки 

ИИ или химических мутагенов в мтДНК возникает в 3-50 раз больше повреждений, 

чем в соразмерном фрагменте яДНК [11-12]. Процессы репарации ДНК в 

митохондриях клеток функционируют менее эффективно, чем в яДНК [13-15]. Если 

репликация поврежденной яДНК блокируется индуцибельной системой контроля 

клеточного цикла до завершения ее репарации, то эта система не блокирует 

репликацию поврежденной мтДНК в митохондриях [16-18]. Возможно, именно по 

этим причинам в мтДНК наблюдается накопление мутаций с более высокой 

частотой, чем в яДНК [19-20]. 
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Вместе с тем, хотя в радиобиологических исследованиях много внимания 

уделяется радиационно-индуцированному нарушению энергетического метаболизма, 

сведения по радиационному мутагенезу мтДНК в клетках человека или животных, 

подвергшихся воздействию ИИ, в литературе ограничены и противоречивы. Так, 

существуют исследования, где показаны изменения количественных и качественных 

характеристик фрагментов мтДНК в клетках грызунов, после их облучения [21-24]. 

Фрагменты мутированной мтДНК наблюдали в крови лиц, проживающих в районах 

с повышенным радиационным фоном [25]. У пациентов после лучевой терапии 

выявляется повышенный уровень делеций мтДНК [26]. Вместе с тем у полевок, 

обитающих в зоне Чернобыльской АЭС мутации мтДНК не были обнаружены [27]. 

Также не было отмечено повышения частоты мутаций мтДНК у лиц, работающих на 

ядерном производстве [28] и Семипалатинском полигоне [29]. 

 Стабильность и сохранение митохондриального генома, изменение количества 

копий мтДНК (дозы генов мтДНК) в клетках играют важную роль в адаптации 

человека к различным условиям внешней среды. С нарушениями мтДНК 

ассоциируются широкий спектр заболеваний, ослабление функций тканей, 

нарушения иммунной системы, развитие опухолевых патологий, старения [30-32]. 

 Поэтому исследование возникновения, аккумуляции мутантных копий мтДНК 

и изменения количественного содержания копий мтДНК в клетках тканей организма 

млекопитающих, подвергнутых воздействию ИИ, представляется актуальным и 

востребованным. 

 Целью диссертационной работы является исследование повреждений и 

восстановления мтДНК, наряду с яДНК, в различающихся по 

радиочувствительности тканях облученных животных, а также выяснение 

особенностей циркуляции внеклеточных ДНК (вк-ДНК) в биологических жидкостях 

в пострадиационный период, с целью использования их в качестве неинвазивных 

биомаркеров оценки ответа организма на облучение и воздействие других 
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генотоксических агентов, а также для оценки эффективности противолучевых 

средств. 

 Для достижения поставленной цели были сформулированы следующие 

задачи: 
1. Исследовать особенности восстановления мтДНК и репарацию яДНК, а также 

экспрессию генов, участвующих в окислительном фосфорилировании, регуляции 

биогенеза и динамики митохондрий в трех участках головного мозга крыс 

(гиппокамп, кора больших полушарий, мозжечок) после облучения рентгеновскими 

лучами в разных дозах. 

2. Определить общее количество фрагментов мтДНК, а также долю 

мутированных копий мтДНК в тканях мозга и селезенки мышей в зависимости от 

дозы облучения и длительности пострадиационного периода (1-28 дней). 

3. Исследовать изменение общего количества фрагментов вк-мтДНК, а также 

долю мутированных копий вк-мтДНК в плазме крови мышей в зависимости от дозы 

облучения и длительности пострадиационного периода. 

4. Определить общее количество фрагментов вк-мтДНК и вк-яДНК, а также 

долю мутированных копий вк-мтДНК в моче крыс в зависимости от дозы облучения 

или введения блеомицина. 

5. Исследовать влияние мелатонина на митохондриальную дисфункцию и 

уровень восстановления мтДНК и репарацию яДНК в тканях коры мозга и селезенки 

облученных мышей. 

6. Изучить влияние метформина на экскрецию вк-мтДНК и вк-яДНК, в моче 

облученных крыс, а также образование микроядер в клетках костного мозга и 

пострадиационную выживаемость мышей. 

 Научная новизна. Впервые показано, что активность репарации яДНК, синтез 

мтДНК и уровень ее мутантных копий, а также модуляции экспрессии генов 

поддержки митохондрий, различны в гиппокампе, коре и мозжечке крыс после их 
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облучения, что связано с различиями в радиочувствительности. В регионе 

гиппокампа наблюдался самый высокий уровень мтДНК с мутациями. 

Впервые установлено, что в клетках тканей (головной мозг, селезенка) мышей, 

подвергнутых воздействию разных доз рентгеновского излучения, резко возрастает 

уровень мутантных копий мтДНК с максимумом на 8-й день после облучения с 

последующим снижением их содержания к 28-му дню пострадиационного времени. 

Образование мутантных копий мтДНК в тканях головного мозга и селезенки 

облученных мышей, как и мутагенез ядерных генов, имеет линейную зависимость от 

дозы рентгеновского излучения (в пределах 1-5 Гр). 

Результаты анализов мутантных копий мтДНК головного мозга и селезенки 

облученных мышей показывают снижение количества мутантных копий мтДНК в 

пострадиационный период. В ткани селезенки этот процесс происходит более 

активно, чем в ткани головного мозга. Вместе с тем, общее количество копий мтДНК 

в тканях головного мозга и селезенки облученных мышей остается в течение всего 

времени наблюдения после облучения (8-28 дней) без изменения, хотя и ниже на 25-

40% по сравнению с показателями контрольной (необлученной) группы (при дозе 

облучения 5 Гр). 

Впервые установлено, что в кровоток облученных мышей в течение 

пострадиационного периода поступает большое количество циркулирующей вк-

мтДНК, существенная часть которой представлена мутантными копиями. Уровень 

вк-мтДНК с мутациями в плазме крови мышей зависит от дозы излучения. Динамика 

изменения общего содержания циркулирующей вк-мтДНК и уровня ее мутантных 

копий в плазме облученных мышей отличается от таковой в тканях селезенки и 

мозга этих же животных. Увеличение содержания мутантных копий вк-мтДНК в 

плазме облученных мышей совпадает со снижением их уровня в тканях этих же 

животных.  

Впервые показана возможность преодоления трансренального (почечного) 

барьера и перехода в мочу вк-мтДНК, наряду с вк-яДНК, у животных после 
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воздействия рентгеновского излучения, а также после введения блеомицина. 

Обнаружена дозовая зависимость выявленных эффектов. При этом уровень вк-

мтДНК в моче крыс выше по сравнению с таковым яДНК. Определенная доля 

фрагментов вк-мтДНК мочи облученных крыс содержит мутантные копии. 

В работе показано, что последствия радиационного воздействия можно 

снизить путем введения экзогенного мелатонина до и после радиационного 

воздействия. Показано, что, хотя ткани селезенки и коры головного мозга мышей 

отличаются исходными контрольными значениями анализируемых маркеров, 

антирадиационный потенциал мелатонина успешно реализуется в обеих тканях. 

Показано, что мелатонин эффективнее проявляет радиозащитные свойства как 

радиомитигатор. 

Показано, что метформин действует как радиомитигаторный эффектор, 

способствуя активной экскреции вк-мтДНК и вк-яДНК с мочой облученных крыс, 

тем самым обеспечивая им повышение выживаемости после воздействия 

ионизирующей радиации. 

Таким образом, полученные результаты являются уникальными и привносят 

принципиально новые сведения о роли мтДНК в развитии радиационно-

индуцированного ответа организма на облучение, а также о возможности 

использования такого критерия как уровень мтДНК в биологических жидкостях в 

качестве потенциального неинвазивного биомаркера оценки радиационного 

поражения и воздействия других генотоксических агентов на организм.

 Теоретическая значимость работы заключается в получении новых данных 

по формированию радиационного мутагенеза мтДНК и изменению уровней 

мутантных копий мтДНК в тканях облученных животных в пострадиационной 

период, которые существенно дополняют знания о механизмах развития лучевой 

реакции организма. 

 Практическая значимость. Полученные результаты и использованные 

методические подходы внедрены в учебную деятельность ФГБОУ Пущинского 
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государственного естественно-научного института и Медико-биологического 

университета инноваций и непрерывного образования ФГБУ «Государственный 

научный центр Российской Федерации - Федеральный медицинский биофизический 

центр имени А.И. Бурназяна», в дальнейшем найдут применение в клинической 

практике при проведении мониторинга радиотерапии опухолей. Важным 

результатом, ориентированным на практическое использование, является 

обнаружение повышенного уровня общего количества фрагментов вк-яДНК и вк-

мтДНК, а также увеличения содержания мутантных копий вк-мтДНК в плазме и 

моче облученных животных. Поскольку мтДНК является более уязвимой мишенью 

(чем яДНК) для ИИ и других генотоксических агентов, то повышенное содержание 

вк-мтДНК с мутациями в плазме крови и моче животных после радиационного 

воздействия и влияния других генотоксикантов можно рассматривать как 

потенциальный чувствительный биомаркер для оценки радиационного поражения и 

наличия генотоксического груза. 

Таким образом, практическая значимость данной диссертационной работы 

определяется возможностью разработки на основе внеклеточных нуклеиновых 

кислот в биологических жидкостях чувствительной неинвазивной быстрой тест-

системы оценки клеточной гибели при действии радиации и других генотоксичных 

агентов, а также оценки эффективности противолучевых средств. Данная тест-

система может быть востребована в учреждениях Федерального медико-

биологического агентства и в радиологических и радиобиологических отделах 

прочих учреждений. 

 Методология и методы исследования. Полученные в ходе 

экспериментальных исследований данные были обработаны адекватными методами 

математической статистики с использованием современных компьютерных 

программ. При проведении исследований были использованы следующие методы: 

• молекулярные методы выделения ДНК и РНК из тканей и биологических 

жидкостей; 
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• спектрофотометрические и флуориметрические методы определения 

концентраций ДНК и РНК; 

• микроядерный тест; 

• анализ выживаемости животных;  

• амплификация методом классической ПЦР; 

• метод обратной транскрипции для получения кДНК; 

• амплификация методом количественной ПЦР-РВ; 

• метод количественной ПЦР на протяженных фрагментах (ПЦР-ПФ) для 

определения повреждений ДНК; 

• метод определения мутантных копий мтДНК с помощью специального набора 

Surveyor® Mutation Detection Kit; 

• биохимические методы определения содержания перекиси водорода, АТФ, 

малонового диальдегида, глутатиона; 

• статистические методы обработки полученных данных. 

 Положения, выносимые на защиту. 
1. Наличие в структурах головного мозга крыс повышенного уровня мутантных 

копий мтДНК (гетероплазмия) с одновременной активацией ее общего синтеза после 

радиационного воздействия, приводит к нарушению экспрессии генов, 

регулирующих синтез АТФ, усилению пролонгированного окислительного стресса в 

митохондриях и к их дисфункции. 

2. Мутагенез мтДНК в тканях головного мозга и селезенки облученных мышей, 

как и мутагенез ядерных генов, имеет линейную зависимость от дозы 

рентгеновского излучения (в пределах 1-5 Гр). Процесс снижения мутантных копий 

мтДНК быстрее протекает в активно пролиферирующих тканях (селезенка), чем в 

постмитотических тканях (головной мозг). 

3. Резкое увеличение содержания мутантных копий вк-мтДНК в плазме 

облученных мышей связано со снижением их уровня в тканях этих же животных. 
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Повышенное содержание мутантных копий вк-мтДНК и увеличение общей вк-

мтДНК в плазме облученных животных зависит от дозы рентгеновского излучения и 

длительности пострадиационного периода.  

4. Циркулирующие фрагменты вк-мтДНК и вк-яДНК, поступающие в кровоток 

облученных животных, могут преодолевать «почечный барьер» и переходить в мочу 

после действия радиации, а также после введения цитостатических препаратов на 

примере блеомицина. Выяснена дозовая зависимость этих процессов. 

5. Введение экзогенного мелатонина до и после облучения способствует 

пострадиационной выживаемости животных, активации репарации ДНК и снижению 

митохондриальной дисфункции в тканях коры головного мозга и селезенки. 

6. Метформин усиливает экскрецию вк-мтДНК и вк-яДНК с мочой, способствуя 

удалению поврежденных клеток из тканей облученных животных, тем самым 

обеспечивая им повышение выживаемости после действия ионизирующей радиации. 

Достоверность результатов работы обеспечивается проведением большого 

количества экспериментов с достаточной воспроизводимостью; корректной 

статистической обработкой полученных данных и необходимым количеством 

повторных исследований, а также с применением современных методик, 

высококачественных расходных материалов и современного оборудования. 

Положения и выводы, сформулированные в диссертации, прошли апробацию на 

международных и российский научных конференциях и семинаров. Достоверность 

также подтверждается публикациями в рецензируемых научных отечественных и 

международных журналах: «Биофизика», «Биомедицинская Химия», «Радиационная 

биология. Радиоэкология», «Медицинская радиология и радиационная 

безопасность», «IOP Conf. Series: Materials Science and Engineering», «Biology 

Bulletin», «Biogerontology», «Radiation and Environmental Biophysics», «Journal of 

Circulating Biomarkers», «Mutation Research - Genetic Toxicology and Environmental 

Mutagenesis», «International Journal of Molecular Sciences», «Molecular Biology 

Reports», «Antioxidants» и др. 
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 Соответствие диссертации паспорту научной специальности. В 

соответствии с формулой специальности 1.5.1 «Радиобиология», охватывающей п. 5 

«Молекулярная радиобиология. Механизмы действия ионизирующих излучений на 

ДНК, РНК, белки и клеточные мембраны», п. 6 «Клеточная радиобиология. 

Механизмы клеточной радиочувствительности и радиорезистентности; модификация 

радиочувствительности клеток», п. 15 «Радиационная защита. Проблемы 

радиационной безопасности; радиозащита, радиомитигация и радиосенсибилизация. 

Биологическое действие радиопротекторов и радиосенсибилизаторов», в 

диссертационном исследовании представлены новые данные о закономерностях 

репарации и восстановлении яДНК и мтДНК в различных тканях животных, 

подвергнутых радиационному воздействию; изучены пути сохранения и 

стабилизации функций митохондрий и мтДНК в тканях облученных организмов; на 

основе внеклеточных яДНК и мтДНК в биологических жидкостях предлагается 

разработка нового неинвазивного быстрого метода оценки клеточной гибели при 

действии радиации и других генотоксических агентов. 

 Апробация работы. Результаты исследований были доложены и 

представлены на отечественных и международных конференциях: ESF-EMBO 

Symposium «Spatio-Temporal Radiation Biology: Transdisciplinary Advances for 

Biomedical Applications» (Sant Feliu de Guixols, Spain, 2009); 37th Annual Meeting of 

the European Radiation Research Society (Prague, Czech Republic, 2009); «38th Annual 

Meeting of the ERRS» (Stockholm, Sweden, 2010); Пущинская школа-конференция 

молодых ученых «Биология - наука XXI века» (Пущино, 2012 – 2019); «Ломоносов» 

(Москва, 2014, 2015); «Теоретическая и экспериментальная биофизика» (Пущино, 

2013 – 2022); «Молекулярная диагностика» (Москва, 2014); «VI, VII, VIII Съезды по 

радиационным исследованиям» (Москва, 2010, 2014, 2021); «Медико-биологические 

проблемы действия радиации» (Москва, 2012); «Медико-биологические проблемы 

токсикологии и радиобиологии» (Санкт-Петербург, 2015); «VI Съезд 

радиобиологического общества Украины» (Киев, Украина, 2015); «V, VI Съезд 
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биофизиков России» (Ростов-на-Дону, 2015; Сочи, 2019); «Актуальные проблемы 

радиобиологии и астробиологии. Генетические и эпигенетические эффекты 

ионизирующих излучений» (Дубна, 2016); «Современные проблемы общей и 

космической радиобиологии» (Дубна, 2017); «Техногенные системы и 

экологический риск» (Обнинск, 2018); «Smart Bio» (Kaunas, Lithuania, 2018); 

«Современные вопросы радиационной генетики» (Дубна, 2019); «16th IRR Congress» 

(Manchester, United Kingdom, 2019); «Современные проблемы радиобиологии» 

(Гомель, Беларусь, 2021); «American Association for Cancer Research Annual Meeting» 

(Philadelphia, USA, 2021, 2022); «Актуальные проблемы радиационной биологии. К 

60-летию создания Научного совета РАН по радиобиологии» (Дубна, 2022). 

 Результаты исследования получены при выполнении государственных 

контрактов и грантов, включая программы Президиума РАН «Фундаментальные 

науки – медицине» и грантов РФФИ № 08-04-00163; № 12-04-31089; 13-04-00485; № 

12-04-31070; № 16-34-00832; № 17-29-01007. 

 Личный вклад диссертанта в работу. Соискатель выполнял все этапы 

диссертационного исследования, включая формулирование цели, задач, положений и 

выводов, планирование и проведение исследований, статистический анализ и 

интерпретацию полученных экспериментальных данных. Соискателем подготовлены 

публикации в отечественные и международные профильные журналы, полученные 

результаты представлены на конференциях регионального, всероссийского и 

международного уровней. 

 Публикации. Основные положения диссертации опубликованы в 55-ти 

печатных работах, из которых – 18 статей в журналах, рекомендуемых ВАК (11 

статей в иностранных и 7 в российских) и 37 работ – в материалах российских и 

международных конференций, съездов и симпозиумов. 

 Объем и структура работы. Диссертация состоит из введения, обзора 

литературы, описания материалов и методов исследования, результатов 

исследования и их обсуждения, заключения, выводов и списка литературы. Работа 
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изложена на 213 страницах, иллюстрирована 3 таблицами и 35 рисунками. 

Библиографический указатель содержит 443 источника литературы. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Роль мтДНК в функционировании и стабильности клеток млекопитающих 
при действии ионизирующей радиации 

 

Данный раздел обзора литературы фокусируется на результатах исследований, 

посвященных изучению повреждений митохондриальной ДНК (мтДНК), индукции 

окислительного стресса, обусловленного пролонгированной повышенной генерации 

активных форм кислорода и азота, возможным путям сохранения функций 

митохондрий в клетках, подвергшихся воздействию ионизирующей радиацией (ИР). 

Рассматривается возможная роль репарационных и антиоксидантных систем, а также 

процессов биогенеза, динамики и митофагии в поддержании функционально 

активных митохондрий в облученных клетках. Функционирование митохондрий 

тесно связано с целостностью мтДНК, которая играет ключевую роль во многих 

клеточных процессах. Широкий спектр дегенеративных заболеваний, а также 

онкогенез и старение ассоциируются с нарушениями в мтДНК. МтДНК и 

митохондрия в целом все чаще рассматриваются как чувствительные мишени при 

радиохимиотерапии опухолей. Знание пострадиационных процессов в митохондриях 

открывает возможные дополнительные подходы к снижению лучевой реакции 

организма. Повреждения и мутации в мтДНК возникают с большей частотой, чем в 

ядерной ДНК (яДНК) в клетках, подвергшихся воздействию ИР и других 

генотоксикантов. С другой стороны, в клетках, облученных в клинически значимых 

дозах, могут сохраняться функционально активные копии мтДНК. Эта сохранность 

обеспечивается благодаря наличию в клетке множества копий мтДНК, 

экранированию их от воздействия активных форм кислорода (АФК) и азота белками 

в составе нуклеоидов, функционированию системы эксцизионной репарации 

оснований в митохондриях. Тем не менее, в митохондриях усиливается образование 
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АФК после облучения клеток. Повышенная генерация АФК в митохондриях может 

продолжаться порой до нескольких суток после радиационного воздействия. 

Пролонгированная повышенная генерация АФК, возможно, обусловлена 

вовлечением в комплексы цепи переноса электронов аберрантных белков, 

экспрессируемых генами мутантных копий мтДНК. Это может приводить к 

дополнительным повреждениям ДНК, дисфункции митохондрий, нестабильности 

ядерного генома. Вместе с тем, антиоксидантные системы митохондрий могут 

“сдерживать” развитие окислительного стресса. Активация Mn-SOD2 и белка р53 

играет ключевую роль в этом процессе. Кроме того, индукция митохондриального 

биогенеза с синтезом мтДНК, митохондриальной динамики и митофагии может быть 

сопряжена с развитием окислительного стресса в митохондриях и их дисфункцией в 

облученных клетках. Таким образом, можно полагать, что, хотя мтДНК 

характеризуется повышенной частотой повреждений и недостаточно эффективной 

их репарацией, сохранению митохондриального генома и поддержке функционально 

активных митохондрий в облученных клетках способствуют следующие факторы: 

наличие множества копий мтДНК, связанных с белками, индукция антиоксидантной 

системы, биогенеза митохондрий с синтезом мтДНК, активация митохондриальной 

динамики и митофагии. 

Митохондрии чаще всего принято рассматривать как “энергетические 

станции” клеток, обеспечивающие большую часть энергетики, однако функции этих 

органелл значительно шире. Они играют ключевую роль во многих клеточных 

процессах, включая регуляцию уровня ионов кальция, биосинтез гема, сборку 

железо/серных кластеров, развитие различных клеточных ответов на действие 

физических и химических агентов, апоптоз, иммунный ответ, а также рост и 

дифференцировку клеток. Для нормального функционирования митохондрий и их 

биогенеза важно взаимодействие продуктов генов мтДНК и яДНК. С нарушением 

структуры мтДНК и функций митохондрий ассоциируются широкий спектр 

дегенеративных заболеваний, дисфункции клеток и тканей, снижение активности 
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иммунной системы, развитие опухолевых патологий. Роль митохондрий в процессе 

старения остается темой большого интереса на протяжении многих лет [33-41]. На 

протяжении многих лет ведутся исследования нарушений энергетического 

гомеостаза, митохондриальных функций и возможных путей их восстановления в 

клетках организма, подвергшегося воздействию ионизирующей радиации (ИР). В 

ряде работ показано снижение митохондриального дыхания и окислительного 

фосфорилирования в клетках различных облученных организмов [42, 43]. 

 В последнее двадцатилетие, благодаря успехам в области изучения 

митохондриального генома и применению новых методов, накоплены новые данные, 

которые позволяют понять механизмы пострадиационных нарушений 

митохондриальных функций и их роли в развитии лучевой реакции организма. На 

основе результатов многих исследований в настоящее время мтДНК и сами 

митохондрии можно рассматривать как чувствительные мишени для ИР и других 

повреждающих агентов. Поэтому избирательное воздействие на эти структуры, 

вероятно, является одним из подходов к повышению эффективности 

радиохимиотерапии опухолей и снижению лучевой реакции организма [33, 39-41]. 

 

 

1.1.1. Структурно-функциональная характеристика мтДНК  
 

 МтДНК имеет ряд особенностей, отличных от яДНК, в структурной 

организации и функционировании. Так, клетки всех высших организмов 

полиплоидны относительно мтДНК, и большинство соматических клеток 

млекопитающих содержит сотни митохондрий, а каждая митохондрия содержит от 2 

до 10 копий ковалентно замкнутых кольцевых молекул мтДНК [44-46]. Структура, 

содержание генов и организация мтДНК строго консервативны для всех 

млекопитающих. У большинства млекопитающих мтДНК составляет 0,1-1,0 % от 

общей клеточной ДНК, имеет размер около 16,5 т.п.н. (у человека 16569 п.н.) и 
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является довольно маленьким среди мтДНК эукариот [44, 47, 48]. 

Митохондриальный геном наследуется по материнской линии [49]. Отцовская 

мтДНК не оказывает существенного влияния на генотип потомства. Возможно, это 

связано с тем, что в зрелых сперматозоидах содержатся не более нескольких сот 

копий мтДНК на одну клетку, тогда как в ооцитах их огромное количество. Так, 

зрелые ооциты мышей содержат более 150000 копий мтДНК на клетку, в одном 

ооците человека их количество может достигать до 700 000 копий [50, 51]. Клетки 

различных тканей имеют разное количество молекул мтДНК, однако число их копий 

обычно в специфических типах клеток строго сохраняется [52, 53]. В тканях (в том 

числе постмитотических тканях мозга, сердца, скелетных мышц), в популяциях 

клеток, независимо от их пролиферативной активности, мтДНК, в отличие от яДНК, 

может реплицироваться независимо от клеточного цикла в течение всей жизни 

организма [46, 54]. В клетках млекопитающих для синтеза мтДНК митохондрия 

запасается пулом более 10% dNTP от их общего внутриклеточного содержания, 

тогда как количество мтДНК составляет не более 1% общей клеточной ДНК [55]. В 

митохондриях мтДНК представлена в суперспиральной форме, и хотя не образует 

нуклеосомные структуры как яДНК в составе хроматина. Группы из нескольких 

копий мтДНК организованы в нуклеоиды, комплексированные с белками и 

располагаются в матриксе митохондрия. Нуклеоидные структуры мтДНК 

преимущественно формируются, связываясь с гистоно-подобными основными 

белками, а также с белками, участвующими в регуляции транскрипции и репликации 

мтДНК [56, 57]. 

 Молекула мтДНК млекопитающих и человека содержит 37 генов (Таблица 1). 

Из них 13 кодируют белки митохондриальной цепи переноса электронов, 22 тРНК и 

2 рРНК (16S рРНК и 12S рРНК), необходимые для автономного синтеза этих 13 

белков [44, 46]. Структурно-функциональное описание генетической карты мтДНК 

млекопитающих дается во многих публикациях, она представлена на рисунке 1.  
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Рисунок 1 – Генетическая карта мтДНК млекопитающих [40]. 

На одиночных кольцевых нитях указаны позиции расположения соответствующих 

генов tRNA, генов ND (NADH-дегидрогеназы), cyt b (цитохрома b), генов COX 

(цитохром c оксидазы), генов ATP6/8 (АТФ синтез) и двух генов рибосомальных 

RNA (12S/16S). 

 

 Две комплементарные нити мтДНК являются асимметричными по составу 

оснований. Одна из них тяжелая (H) является G-богатой и несет последовательности 

28 из 37 митохондриальных генов, тогда как другая кодирует последовательности 

оставшихся 9 генов, и является G-бедной и идентифицируется как легкая цепь (L). 

 Н-нить содержит гены, кодирующие субъединицы цитохром оксидазы COX (1, 

2, и 3), субъединицы NADH дегидрогеназы (ND: 1, 2, 3, 4, 4L и 5), субъединицы ATP 

синтетазы (ATPs: 6, 8) и цитохром b (Cytb). L-нить включает ген ND6 и восемь генов 
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тРНК. Кроме 37 генов, мтДНК содержит маленький сегмент – регуляторный регион. 

Эта D-петля (D-loop, displacement-loop), у человека она составляет участок длиной 

1122 п.о., который начинается и кончается в позициях 16023 и 576 п.о. мтДНК.  

 D-петля содержит основные регуляторные элементы для репликации и 

транскрипции. D-петля обладает наибольшей видовой вариабельностью по 

последовательности и длине, однако, все же содержит некоторые консервативные 

последовательности, выполняющие, возможно, регуляторные функции [44, 46]. 

 Область D-петли имеет структуру с утроенными нитями ДНК, возникающими 

в результате синтеза коротких участков Н- нити. Этот участок включает 

двунаправленные промоторы HSP и LSP для транскрибирования H и L нитей. 

Активность обоих HSP и LSP определяется наличием специфических 

последовательностей, состоящих из 15-нуклеотидов. Кроме того, эти специфические 

последовательности промоторов служат в качестве сайтов узнавания для 

митохондриального транскрипционного фактора А (mtTFA). Участок D-петля 

рассматривается также как место прикрепления мтДНК к митохондриальному 

матриксу на внутренней мембране и может больше всего подвергаться воздействию 

АФК и в том числе липидным перекисям. Поэтому участок D-петли, благодаря его 

структурным особенностям и легкой доступности действию повреждающих агентов, 

является гипервариабельной областью мтДНК.  

 Важнейшей характеристикой мтДНК, отличной от яДНК является ее 

компактная организация, при которой гены, не содержащие интронов, следуют один 

за другим или же прерываются несколькими нуклеотидами [44, 46, 47]. Другим 

интересным свойством мтДНК является то, что гены тРНК, распределены между 

другими генами. Поскольку мтДНК, в отличие от яДНК, не содержит некодируемые 

последовательности (за исключением участка D-петли), она транскрибируется как 

единый полицистронный блок, и любые нарушения в ней могут быть 

патогенетическими [53, 58]. 



23 

 

 Вместе с тем, митохондрии имеют ограниченную автономность. 

Митохондриальный геном может «действовать согласованно» с ядерным геномом, 

для нормального функционирования митохондрий и их биогенеза.  

 Белки, участвующие в репликации, репарации и транскрипции мтДНК, 

кодируются генами ядерного генома [40, 44, 46]. ДНК митохондрий, расположенных 

вблизи ядра, реплицируется чаще, чем мтДНК периферийных органелл. В то время 

как репликация яДНК в клетках млекопитающих протекает в ограниченный период 

клеточного цикла, в S-фазе, репликация мтДНК почти одинаков во всех фазах 

клеточного цикла. Репликация мтДНК протекает в ассоциации с митохондриальным 

матриксом двунаправлено по обеим нитям. Точка репликации Н-цепи располагается 

в D-петле, тогда как точка репликации L-цепи располагается за пределами D-петли 

между генами тРНК цистеина и аспарагина [44, 46, 54]. Полимеризацию мтДНК 

осуществляет специфическая ДНК-полимераза гамма (DNA-pol γ) [59]. Этот 

фермент обнаружен у всех позвоночных в виде двух субъединиц: большой 

каталитической α-субъединицы (125-140 кДа), и малой β-субъединицы (30-45 кДа) 

участвующей в распознавании праймеров и увеличивающей его процессивность 

ДНК-полимеразы гамма. Этот фермент также обладает 5' 3' экзонуклеазной 

активностью (относящейся к α-субъединице), которая обеспечивает точность синтеза 

мтДНК [59, 60]. 

 Анализ репликативных интермедиатов мтДНК привел к общепринятой 

модели, согласно которой репликация мтДНК протекает как асинхронный процесс 

вытеснения одной из цепей ДНК, и происходит с двух независимых ориджинов. 

Синтез ДНК начинается в точке OH, расположенной ниже LSP в области Д-петли, и 

протекает вдоль родительской L-цепи, образуя дочернюю H-цепь, при этом 

родительская H-цепь вытесняется. Когда репликация H-цепи доходит до OL, с этой 

точки начинается репликация L-цепи в противоположном направлении (рис. 1.) [40, 

44, 46]. Для начала репликации H-цепи требуется короткий РНК-праймер, который 

образуется при расщеплении первичного транскрипта L-цепи. Следовательно, 
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репликация мтДНК тесно связана с ее транскрипцией и зависит от цис- и транс-

действующих факторов, необходимых для транскрипции L-цепи. Кроме того, в 

репликации мтДНК принимают участие и другие цис-действующие факторы. Это 

консервативные, так называемые CSB (conserved sequences blocks) и как TAS 

(termination associated sequences) участки Д-петли. Синтез H-цепи прекращается 

возле последовательности TAS, образуя триплексную структуру Д-петли [54]. У 

позвоночных, в частности у млекопитающих, ориджин репликации L-цепи 

находится на значительном удалении от ориджина репликации H-цепи, внутри 

кластера из четырех тРНК (рис. 1.) Для инициации репликации требуется действие 

специфичной праймазы, которая синтезирует РНК-праймер, 5'-конец которого 

расположен в T-богатой области ориджина. После инициации репликация L-цепи 

продолжается на всю длину молекулы мтДНК. Процесс репликации всей молекулы 

мтДНК занимает примерно 1 час, что соответствует скорости полимеризации около 

270 нуклеотидов в минуту [46, 61].  

После того, как синтез обеих цепей ДНК закончен, дочерняя молекула мтДНК 

отделяется, и она принимает соответствующее ей суперскрученное состояние [62]. 

В митохондриях посредством процесса окислительного фосфорилирования 

синтезируется около 90% всей клеточной АТФ [44, 63]. Цепь переноса электронов, 

создаваемая продуктами генов мтДНК и генов яДНК (таблица 1) располагается в 

составе внутренней митохондриальной мембраны. 

Вся система окислительного фосфорилирования состоит из пяти много-

субъединичных ферментативных комплексов, формируемых продуктами 13 генов 

мтДНК и 74 генами яДНК [40, 63]. Эти ферментативные комплексы принято 

называть комплексами I, II, III, IV, V (таблица 1). В состав комплекса I входит семь 

субъединиц, кодируемых генами NADH дегидрогеназы мтДНК (ND1, ND2, ND3, 

ND4, ND4L, ND5, ND6). Комплекс II формируется белками, кодируемыми 

исключительно ядерными генами. Комплекс III содержит только одну субъединицу, 

кодируемую геном Cyt b (цитохром b) мтДНК. Комплекс IV включает субъединицы 
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цитохром С оксидазы (СОI, СОII, СОIII), а комплекс V содержит два продукта генов 

мтДНК, синтеза АТФ (ATP6 и ATP8), кодируемые генами мтДНК (таблица 1) [40, 

64]. 

 

Таблица 1. Количество продуктов (N), кодируемых генами мтДНК и яДНК, 

необходимых для образования АТФ в митохондриях. 

 

Комплексы 
дыхательной 

цепи 

Наименование генов 
мтДНК 

продукты 
генов 

мтДНК 
(N) 

продукты 
генов 

яДНК (N) 

продукты 
генов 

мтДНК и 
яДНК (N) 

I 

 

II 

III 

IV 

 

 

V 

Всего 

ND1, ND2, ND3, ND4, 

ND4L, ND5, ND6 

 

Cyt b (цитохром b) 

CОI, COII, CОIII (три 

субъединицы цитохром 

оксидазы C) 

АТP6, АТP8 

 

 

7 

 

1 

 

3 

 

2 

13 

 

36 

4 

10 

 

10 

 

14 

74 

 

43 

4 

11 

 

13 

 

16 

87 

 

 

Таким образом, представленное в кратком изложении описание структурно-

функциональной характеристики мтДНК, позволяет предполагать, что 

радиационный мутагенез митохондриального генома будет реализоваться с 

определенной специфичностью и внесет существенный вклад в развитие лучевого 

поражение организма. 
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1.1.2. Повреждение  мтДНК как результат воздействия эндогенных факторов и 

радиации 

 

 В нормально функционирующей клетке мтДНК, как и яДНК, постоянно 

подвержена окислению, «спонтанной» тепловой и гидролитической деградации [65, 

66]. Если уровни структурных изменений, возникающих в результате тепловой 

деградации и дезаминирования одинаковы в мтДНК и яДНК, то повреждений, 

индуцируемых окислителями, в мтДНК формируется значительно больше, чем в 

яДНК [67, 68]. Наибольший вклад в эндогенное повреждение мтДНК вносят АФК, 

генерируемые в самих митохондриях [69].  

Подсчитано, что более 90% потребляемого клеткой млекопитающих 

кислорода поступает в митохондрии, и до 5% этого кислорода превращается в 

супероксидные анионы, перекись водорода и другие АФК как побочные продукты 

окислительного фосфорилирования. Причем образование митохондриального 

супероксида оценивается до 2% всего молекулярного кислорода, поглощаемого 

митохондриями [70, 71]. Высокие уровни окисленных белков, липидов и 

нуклеиновых кислот обнаруживаются в митохондриях млекопитающих при 

нормальных условиях метаболизма [72]. МтДНК в значительной степени уязвима 

для АФК, так как она расположена в непосредственной близости от ЦПЭ, а уровни 

окисленных оснований в мтДНК в 2-3 раза выше, чем в яДНК [73]. Высокие уровни 

окисленных модификации оснований (8-оксо-гуанина, тимингликоля и др) 

определяются в клетках человека при нормальных условиях [74]. При 

взаимодействии АФК с ДНК, как и при воздействии ИИ, образуются разнообразные 

повреждения, хотя они по химической природе и количественно отличаются. К ним 

можно отнести модификации оснований, потерю оснований (АП-сайты), 

однонитевые разрывы или более сложные повреждения типа межнитевых 

поперечных сшивок и двунитевых разрывов. Химические модификации пуринов и 

пиримидинов, возникающих под действием ИИ и химических окислителей, детально 
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охарактеризованы [74-78]. Некоторые модифицированные окислением основания 

нестабильны, и при их отщеплении в ДНК образуются АП-сайты [75, 76]. Наиболее 

интенсивно изучается пуриновая модификация 8-oксo-дезоксигуанозина (8-oксo dG) 

в мтДНК. В 1988 г Рихтер и коллеги [79] сообщили, что уровень эндогенно 

индуцированного 8-oксo dG в мтДНК в 16 раз выше, чем в яДНК. Сообщение 

получило большой резонанс, и эти результаты были подтверждены в других 

лабораториях [76, 80]. Так в работе [80] исследовали содержание 8-oксо dG в мтДНК 

и яДНК, полученных из сердца 8 и мозга 6 видов животных, различающихся сроком 

жизни от 3,5 до 46 лет. У всех видов животных были обнаружены в 3-9 раз больше 

содержания 8-oксо dG в мтДНК, по сравнению с яДНК. Содержание 8-oксо dG в 

мтДНК тканей сердца и мозга всех видов животных коррелировало с 

продолжительностью их жизни. Это согласуется с мнением о том, что АФК в 

митохондриях являются, в значительной мере, индукторами повреждений, 

накапливаемых с возрастом [69, 81, 82]. Было показано, что содержание окисленных 

аддуктов оснований в мтДНК печени крыс в 10 раз больше, чем в яДНК. Уровень 

этих повреждений в мтДНК и яДНК старых животных в 2 и 1,5 раз выше 

соответственно, чем у молодых. В клетках различных организмов, таких как 

дрожжи, грызуны, человек окислительный стресс ведет к значительному 

увеличению повреждений мтДНК, относительно яДНК [68, 76]. 

В мтДНК возникают повреждения больше, чем в соразмерном фрагменте 

яДНК, не только в результате действия АФК, но и при действии на клетки ИИ, УФ-

света, противоопухолевых и противовирусных препаратов. Так, в клетках 

китайского хомячка V79, обработанных H2O2 при концентрациях от 0.1 до 5 mM, 

начальный уровень частоты однонитевых разрывов в мтДНК был более чем в 100 

раз выше, чем в яДНК. Наблюдаемый уровень однонитевых разрывов мтДНК 

коррелировал с чувствительностью штаммов клеток китайского хомячка к H2O2 [83, 

84]. В работе [85] показано, что после воздействия 200 мкМ H2O2 на клетки человека 

регистрируется примерно 4 повреждения на 10 т.п.н. участка мтДНК. В то же время 
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в яДНК при данных условиях обработки клеток повреждений не выявляется. В ряде 

исследований было установлено, что повышенный окислительный стресс вызывает 

увеличение повреждений мтДНК, по сравнению с яДНК, дисфункция митохондрий, 

гибель клеток и нарушение функции тканей у животных [86-91].  

Показано, что нарушение функции митохондрий связанно с повреждениями 

митохондриального генома клеток человека и животных, подвергнутых 

радиационному воздействию [92-95]. Значительно больше повреждений возникают в 

мтДНК, чем в соразмерном фрагменте яДНК, и при воздействии на клетки 

млекопитающих и на мышей ИИ [96-98]. Этот повышенный уровень повреждений в 

мтДНК, по сравнению с яДНК, облученных клеток, можно полагать обусловлено 

сочетанным действием АФК, генерируемых в самих митохондриях и индуцируемых 

ИИ. Было показано, что радиационное нарушение ЦПЭ в митохондриях может 

привести к увеличению АФК и усилению окислительного стресса [99]. Фибробласты 

человека лишенные мтДНК (0) являются радиорезистентными, по сравнению с 

нормальными клетками. Эти наблюдения позволяют полагать, что клетки с 

функционально активной дыхательной цепью находятся под большим 

окислительным стрессом от АФК и они радиочувствительны, чем клетки лишенные 

мтДНК (0) [99, 100]. С другой стороны, клетки мутантные по отдельным генам 

мтДНК обладают высокой чувствительностью к ИИ и антибиотикам, вызывающим 

повреждения ДНК. Эта чувствительность обусловлена как продукцией АФК 

повышенного уровня в этих клетках и снижением синтеза АТФ, которая участвует 

во многих реакциях систем репарации ДНК [101]. При этом изменения экспрессии 

генов в радиочувствительных мутантных (по генам мтДНК) клетках человека 

существенно отличаются от таковой в нормальных клетках, после их рентгеновского 

облучения [102]. Отметим, что индуцируемые радиацией АФК в митохондриях 

генерируются не только сразу после воздействия ИИ, но и в течение нескольких 

минут после облучения различных типов клеток человека в диапазоне доз 1-10 Гр. 

Пострадиационное увеличение АФК не регистрируется в клетках дефектных в 
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реакциях ЦПЭ в митохондриях (клетки дефектные по генам мтДНК) [103]. Показано 

также, что генерируемые в митохондриях АФК и индуцируемые ИИ свободные 

радикалы в результате сочетанного действия способствуют малигнизации 

эмбриональных клеток мышей [104]. Недавно было показано, что усиление 

окислительного стресса в митохондриях и увеличение повреждений мтДНК (по 

формированию 8-оксо-dG) сопровождается нейротоксическим эффектом в клетках 

нейронов коры головного мозга, подвергнутых воздействию радиочастотного 

излучения 1800 MHz. [105]. 

Сравнительный анализ повреждений мтДНК и яДНК клеток, облученных УФ-

светом показал, что в обоих типах ДНК пиримидиновые димеры возникают с 

одинаковой частотой, но так называемые 6-4- фотопродукты в мтДНК образуются с 

вдвое большей частотой, чем в яДНК [106]. УФ-свет, как и другие ДНК-

повреждающие агенты, вызывает дисфункцию митохондрий. Это было установлено 

при облучении УФ-светом (В) кератиноцитов человека [107]. Поврежденные мтДНК 

и накопление мутантных копий мтДНК в клетках кожи под воздействием 

солнечного УФ-света играют ключевую роль в развитии рака кожи и старения кожи 

человека. Содержание поврежденных или мутантных копий мтДНК в клетках кожи 

человека рассматривается как высокочувствительный биомаркер повреждающего 

воздействия УФ-света [108].  

Еще в ранних исследованиях было показано, что уровень метилирования, 

наблюдаемый при введении грызунам N-метил-N-нитрозомочевины и N-

нитрозодиметиламина, в мтДНК более чем в семь раз выше, чем в яДНК различных 

тканей этих животных [109, 110]. Некоторые алкилирующие агенты в 10-15 раз 

больше модифицируют мтДНК, по сравнению с яДНК [111]. В ряде исследований 

было установлено, что многие агенты (полициклические углеводороды, 

нитрозоамины, производные цисплатины) предпочтительнее связываются с мтДНК, 

чем с яДНК тканей животных [112]. Так, полициклические углеводороды, включая 

бензо[a]пирен и его производные, в 40-90 раз больше связываются с мтДНК, чем с 
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яДНК [113]. В клетках яичника китайского хомячка уровень аддуктов, образуемых 

противоопухолевым препаратом цисплатины в мтДНК в 4-6 раза выше, чем в яДНК 

[114]. Это же соединение в клетках меланомы человека вызывает в 50 раз больше 

повреждений мтДНК, чем яДНК [115]. В клетках крови человека мтДНК 

подвергается значительным структурным изменениям, по сравнению с яДНК, в 

результате действия диметилформамида [116].  

Многие исследователи объясняют повышенную повреждаемость мтДНК, по 

сравнению с яДНК, под действием АФК и зкзогенных повреждающих агентов 

отсутствием гистоновой защиты мтДНК в митохондриях, как у яДНК в составе 

хроматина [59, 63]. Такая точка зрения представляется недостаточно убедительной, 

поскольку мтДНК в митохондриях комплексирована с гистоно-подобными 

основными белками, которые способны экранировать ее от действия различных 

агентов [117, 118]. Большая часть молекул мтДНК в митохондриях организованы в 

нуклеоиды–структурные комплексы с белками [117, 119, 120]. 

Известно, что частота повреждений ДНК в «открытых», активно 

транскрибируемых участках ядерного хроматина, может быть гораздо выше, чем в 

участках ДНК в составе неактивного гетерохроматина [121, 122]. Возможно, те 

«открытые» молекулы мтДНК, которые находятся в процессе репликации или 

транскрипции, больше подвержены воздействию АФК и экзогенных агентов. 

Повреждения с повышенной частотой возникают в тех молекулах мтДНК, которые 

локализованы в непосредственной близости с системой транспорта электронов, где 

генерируются АФК [123, 124]. При этом с мтДНК непосредственно могут 

взаимодействовать не только АФК, но и вторичные продукты окисления, например, 

липидные перекиси. Что касается высокой частоты повреждений мтДНК, по 

сравнению с яДНК, в клетках, обработанных различными химическими агентами, то 

это является, скорее всего, результатом более активного проникновения этих 

соединений из цитоплазмы в митохондрии. Отрицательный мембранный потенциал 

митохондрий со стороны ее матрикса способствует накоплению липофильных 
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катионов в этих органеллах. Благодаря этому мембранному потенциалу, 

митохондрии могут поглощать многие генотоксические ксенобиотики, имеющие 

положительные заряды из цитоплазмы и концентрировать их до значительных 

величин [125, 126].  

Таким образом, приведенные результаты многих исследований показывают, 

что мтДНК, в отличие от яДНК, является более уязвимой мишенью для эндогенных 

АФК и экзогенных повреждающих агентов, поскольку в митохондриях генерируется 

большое количество АФК и они способны накапливать генотоксические 

ксенобиотики [127]. В мтДНК клеток тканей животных, подвергнутых 

радиационному воздействию, образуются больше повреждений, чем в соразмерном 

участке яДНК, и можно предполагать, что в митохондриальном геноме 

формируются мутаций с повышенной частотой. 

 

 

1.1.3. Репарация и мутагенез мтДНК 

 

Возникновение повреждений в мтДНК с более высокой частотой, чем в яДНК, 

позволяет предполагать, что с эволюционной точки зрения, митохондрии должны 

были бы иметь активные системы репарации. Однако следует иметь в виду, что для 

репарации мтДНК все необходимые ферменты и другие компоненты систем 

репарации, кодируемые ядерными генами, должны поступать в митохондрий. Как 

известно в клетках высших организмов функционируют системы репарации ДНК 

разной степени сложности, в зависимости от типа репарируемых повреждений, и в 

эти системы вовлечены продукты более чем 130 генов [128-130]. Анализ 

многочисленных данных, посвященных исследованию репарации мтДНК, позволяет 

заключить, что в митохондриях клеток млекопитающих полностью функционируют 

только те репарационные системы, которые имеют ограниченный набор ферментов 

[13, 14, 131].  
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В клетках млекопитающих основной вклад в репарацию УФ-повреждений 

ДНК вносят система эксцизионной репарации нуклеотидов (ЭРН), в которой 

участвуют продукты около 30 генов [132]. Однако система ЭРН не функционирует в 

митохондриях [133]. Поскольку для полной реализации механизма ЭРН требуются 

продукты большого количества генов, очевидно, они не все импортируются в 

митохондрии. Вместе с тем, доказано, что в митохондриях клеток человека и 

животных полностью функционирует система эксцизионной репарации оснований 

(ЭРО), хотя менее эффективно, чем в ядрах. Ферменты ЭРО вносят вклад в 

снижение частоты мутаций мтДНК, возникающих за счет модифицированных 

оснований [14, 134]. Известно, что ЭРО реализуется в клетках двумя путями: с 

короткой заплаткой и длинной заплаткой в репарируемой ДНК. Результаты 

исследований показывают, что в митохондриях ЭРО реализуется именно с короткой 

заплаткой [134]. Для репарации модифицированных окислением оснований мтДНК в 

митохондриях требуются, по крайней мере, четыре фермента: ДНК-гликозилаза, АП-

эндонуклеаза, ДНК-полимераза γ и ДНК-лигаза [135].  

Кроме ЭРО в митохондриях млекопитающих выявлены и другие системы 

репарации ДНК. Доказано, что эти органеллы обладают системой репарации 

неспаренных оснований [136]. В митохондриях млекопитающих обнаружены белки, 

удаляющие ошибочную пару с 8-oксо dG и неправильные пары типа GT и GG в 

ДНК, обнаружен ряд белков, участвующих в рекомбинационной репарации [14, 137, 

138]. Однако, реализация полного механизма репарации двунитевых разрывов, 

поперечных сшивок ДНК или сложных аддуктов, индуцируемых радиацией и 

химическими канцерогенами, еще недостаточно выяснена  

Таким образом, процессы репарации ДНК в митохондриях клеток 

млекопитающих функционируют недостаточно эффективно, по сравнению с 

таковыми в ядрах. Хотя система ЭРО полностью представлена в митохондриях, 

удаление модифицированных окислением оснований из мтДНК происходит 

медленнее, чем из яДНК [139]. Так, в клетках, обработанных перекисью водорода, 
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повреждения мтДНК сохраняются значительно дольше, чем в яДНК [83] и в клетках 

тканей гамма-облученных мышей кинетика репарация повреждений в мтДНК 

существенно ниже, чем таковой в яДНК [21].  

О низкой эффективности функционирования системы ЭРО в митохондриях 

млекопитающих свидетельствует множество данных, указывающих на накопление 

нерепарированных повреждений в мтДНК с возрастом организма [63, 82, 140]. 

Многие из этих повреждений являются мутагенными и вносят вклад в 

возникновение митохондриальной дисфункции, в развитие нестабильности генома, 

канцерогенеза, кардиопатии, старения и других патологий [40, 91, 140-142]. 

Митохондриальная ДНК-полимераза γ (Pol-γ) также вводит значительное число 

мутаций, когда реплицируется участок ДНК-матрицы с повреждениями [59, 143].  

С другой стороны, было показано, что биосинтез мтДНК в клетках и тканях 

млекопитающих, подвергнутых радиационному воздействию, не подавляется тогда, 

когда в этих же условиях происходит блокировка репликации яДНК [16, 144]. 

Синтез мтДНК в гамма-облученных клетках может продолжаться, хотя происходит 

одновременная ее пост-радиационная деградация до 50% с выраженной 

митохондриальной дисфункцией [97]. В ряде исследований, выполненных на 

клетках in vitro и на грызунах было показано, что через несколько часов, после 

воздействия ИИ или окислительного стресса, в клетках и тканях наблюдается резкая 

активация биогенеза митохондрий и увеличение числа копий мтДНК (за счет 

индукции репликативного синтеза мтДНК) [21-23, 145-147]. Пострадиационное 

увеличение числа копий мтДНК, путем активации репликативного синтеза, 

рассматривается как развитие компенсаторной реакции в этих клетках и тканях, в 

связи повреждением конститутивного пула молекул мтДНК [148, 149].  

Как известно, при повреждении яДНК в клетке ее репликация блокируется 

индуцибельной системой контроля точек хода клеточного цикла (cell cycle 

checkpoint) до завершения репарации [150, 151]. Как было отмечено, в тканях 

(головного мозга, сердца, скелетных мышц), в популяциях клеток, независимо от их 
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пролиферативной активности и клеточного цикла, мтДНК, в отличие от яДНК, 

может реплицироваться [46, 54]. Более того, как указывают многие данные, после 

радиационного повреждения мтДНК в клетках ее синтез не подавляется, хотя 

частота повреждений в ней может быть выше по сравнению с яДНК. В 

митохондриях контрольные механизмы (checkpoint) задержки репликации 

поврежденной ДНК до завершения ее репарации не срабатываются [152]. Результаты 

этих исследований указывают, что индуцибельная система проверки хода 

клеточного цикла явно не оказывает влияние на синтез мтДНК в облученных 

клетках. Хотя другие данные указывают, радиационная активация системы контроля 

точек клеточного цикла может оказывать влияние на функции митохондрий в 

радиочувствительных клетках рака поджелудочной железы [153]. Можно полагать, 

что отсутствие блокировки репликации поврежденной мтДНК в значительной мере 

будет способствовать формированию в ней мутаций с повышенной частотой, чем в 

яДНК. 

Нерепарированные или ошибочно репарированные повреждения мтДНК в 

последующих кругах репликации будут реализовываться в точечные мутации и 

делеции митохондриального генома. Известно, что возникновение делеций мтДНК в 

основном происходит в процессах ее репарации и репликации [154, 155]. Более 

высокая частота точечных мутации и делеции мтДНК, по сравнению с яДНК, 

наблюдается и в клетках периферической крови людей, подвергшихся воздействию 

низкоинтенсивным ИИ и у пациентов при проведении радио-химиотерапии 

опухолей [25, 26, 156]. Однако, результаты анализов мутаций в гипервариабельном 

участке D-петли мтДНК клеток крови у 10 людей - профессионалов ядерного 

производства показывают, что уровень гетероплазмии мтДНК у этих работников 

существенно не отличается от таковой контрольной группы. [28]. Эти работники 

ядерного производства более 20-37 лет подвергались хроническому радиационному 

воздействию (накопленная доза >0.9 Sv), но прекратили работу на этом предприятии 

10-26 лет назад к времени проведения этих анализов. Возможно, разницу в уровне 
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гетероплазмии мтДНК у представителей этих двух групп трудно выявить, поскольку 

обе они состояли из 67-81-летних курящих доноров. Можно также предполагать, что 

копии мтДНК, несущие мутации, подверглись селективному удалению в процессе 

пролиферации и обновления клеток периферической крови в течение 10-26 лет после 

ухода этих работников с предприятия [28, 157]. Анализы частоты точечных мутаций 

и делеций мтДНК в клетках крови людей в отдаленные сроки после хронического 

воздействия на них радиации в условиях испытаний ядерного оружия [29] выявили, 

что по этим показателям обследуемые группы индивидуумов не отличались от 

контрольных групп. Не удалось выявить существенного увеличения частоты 

мутаций мтДНК у полевок, подвергавшихся хроническому облучению в зоне аварии 

Чернобыльской АЭС [27]. Вместе с тем, после содержания лабораторных мышей в 

специальном помещении с повышенным радиационным фоном (в г. Чернобыли) в 

течение 30-40 дней наблюдается увеличение гетероплазмии мтДНК в тканях этих 

животных по сравнению с контрольной группой [158]. 

В мтДНК возникают делеции разного размера. Большие делеции могут 

возникать при регионах с «горячими точками» [159]. Формирование этих делеций 

регистрируется как со старением организма, так и при действии внешних 

генотоксических агентов. Молекулы с делециями, у которых сохранились 

последовательности начала репликации, способны к репопуляции быстрее, чем 

нормальные молекулы мтДНК [40, 63]. На гамма-облученных культивируемых 

клетках было также продемонстрировано образование больших делеций мтДНК 

(Δ4977мтДНК) [24, 160, 161]. Причем частота индуцируемых делеций мтДНК 

коррелировала с активностью репарационных систем и радиочувствительностью 

клеток [160, 161]. Формирование больших делеций мтДНК также регистрируется в 

клетках периферической крови пациентов после радио-химиотерапии опухолей [26, 

156]. 

Таким образом, на основе имеющихся литературных данных можно полагать, 

что повышенный уровень повреждений мтДНК, низкая эффективность систем их 
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репарации в митохондриях, отсутствие блокировки репликации поврежденной 

мтДНК и постоянное функционирование репликационной машины в этих 

органеллах, не зависимо от клеточного цикла приводит к закреплению в мтДНК 

точечных мутаций и делеций.  

В литературе имеются огромное количество публикаций (в том числе 

обзоров), посвященных анализу многих патологий связанных с мутаций мтДНК. 

Потеря или нарушение экспрессии митохондриальных генов ведет к снижению 

интенсивности окислительного фосфорилирования, увеличению образования АФК и 

повышению уровня последующих повреждений мтДНК. С возникновением 

митохондриальной дисфункции связаны активация клеточной гибели, ослабление 

функций тканей, развитие дегенеративных процессов, «митохондриальных» 

заболеваний, включая нейродегенеративные, нейромышечные и ишемические и др. 

«Митохондриальные» болезни строго коррелируют с уровнем мутирования мтДНК в 

тканях пациентов [35, 162]. Аномалии в структуре мтДНК сопровождаются 

клеточной гибелью, усилением старения, снижением активности иммунной системы, 

они характерны для болезней Альцгеймера, Паркинсона, Хантингтона, для 

сахарного диабета и других патологий [163-168]. Имеется большое количество 

данных, свидетельствующих о связи гетероплазмии мтДНК с развитием опухолевых 

патологий [142, 169, 170]. 

Однако результаты исследований по мутагенезу мтДНК в клетках тканей 

после радиационного воздействия, на уровне целого организма, ограничены и 

противоречивы. Это, прежде всего, требует проведение комплексного 

экспериментального исследования по анализу формирования мутаций мтДНК в 

клетках тканей облученных животных и по определению судьбы мутантных копий 

мтДНК в пострадиационный период. 
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1.1.4. Генерация АФК в митохондриях клеток после воздействия радиации 

 

 Митохондрии являются главным источником АФК (примерно 90%) в клетках 

млекопитающих [171, 172]. АФК образуются в них как вторичные продукты в 

реакциях комплексов дыхательной цепи. Супероксид анион (O•-
2) является наиболее 

активным среди них. – преобразуется супероксид дисмутазой в H2O2, которая в свою 

очередь может генерировать другие АФК по следующим реакциям (O•-
2 + H2O2 → O2 

+ •OH + OH–; Fe2+ + H2O2 → •OH + OH– + Fe3+) [171-173]. Митохондрии являются 

также источниками активных форм азота. Образование •NO катализирует фермент 

семейства синтаз окиси азота (NOS), с использованием L-аргинина в качестве 

субстрата [174]. Взаимодействие NO• с O•-
2 (

•NO + O•-
2 → ONOO–) образует высоко 

реактивный пероксинитрит (ONOO–), который может генерировать в дальнейшем 

гидроксильные радикалы (•OH) [171, 174]. Все АФК могут вызвать повреждения 

ДНК, белков и липидов не только в митохондриях, но и во всей клетке [171, 175, 

176]. Однако АФК являются не только повреждающими агентами, но и 

посредниками множества процессов, включая клеточную адгезию, апоптоз, 

аутофагию и иммунный ответ, а также дифференцировку клеток. АФК могут 

выступать в качестве вторичных мессенджеров по экспрессии митохондриальных и 

ядерных генов и модуляции метаболитов. АФК участвуют в клеточных сигнальных 

механизмах, в регуляции транскрипции и клеточной пролиферации. Они могут 

изменять клеточные функций, оказывая влияние на активность множества белков, в 

том числе – протеинкиназ, фосфатаз, и ряда транскрипционных факторов [33, 171, 

176]. Изменения концентрации АФК в сторону увеличения или уменьшения имеют 

серьезные последствия для клеток. Это в значительной мере зависит от сохранения 

баланса АФК с антиоксидантными системами митохондрий и клеток. Снижение 

активности антиоксидантных систем неизбежно приводит к окислительному стрессу. 

С другой стороны, избыточная активация антиоксидантных систем может резко 

снизить уровень АФК и привести к отрицательным последствиям для клетки. 
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Поэтому сохранение в митохондриях хрупкого баланса между уровнями 

генерируемых АФК и различных эндогенных антиоксидантов необходимо для 

нормального функционирования клеток, а значит тканей и органов [177, 178]. 

 Если в нормальных условиях генерация АФК в клетках происходит с 

регулируемой и контролируемой скоростью, то при воздействии ИР в них возникают 

коротко живущие свободные радикалы и АФК, прежде всего, в результате 

ионизации молекул воды. Свободные радикалы и перекиси, индуцированные 

радиацией, чрезвычайно быстро взаимодействуют с клеточными мишенями 

молекулами и вызывают у них повреждения. Тем не менее в настоящее время 

становится все более очевидным, что вслед за взаимодействием первичных 

свободных радикалов и других АФК с мишенями молекулами в облученных клетках, 

через несколько минут наблюдается активация повышенного производства АФК в 

этих клетках. Этот повышенный уровень АФК может сохраниться от нескольких 

минут до нескольких суток, в зависимости от типа клеток и дозы их облучения [179, 

180]. 

 Следует отметить, что много лет назад, рассматривая проблему развития 

свободно радикальных процессов в облученных клетках, А.М. Кузин писал: “Вслед 

за первой, физической стадией наступает вторая – химическая. Если первоначальное 

число возникших радикалов на органеллу (например, на митохондрию) исчислялось 

величиной порядка 900, то быстро протекающие цепные реакции окисления могут 

привести к появлению многих тысяч измененных молекул, что неизбежно приведет 

к нарушениям физико-химических и функциональных свойств этих структур” [42]. 

 В настоящее время, на основе многих экспериментальных данных, получила 

развитие гипотеза о роли активации производства АФК и пролонгированного 

сохранения окислительного стресса в возникновении нестабильности генома в 

облученных клетках, а также в соседствующих с ними необлученных клетках [54, 

88, 177, 181]. Растущий объем данных литературы указывает, что источником 

резкого вторичного повышения АФК в клетках, подвергшихся радиационному 
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воздействию, являются митохондрии. АФК, генерируемые в этих органеллах, могут 

проникать в цитоплазму и ядро клетки. Это удается регистрировать с помощью 

красок, способных проникать в клеточные компартменты и флуоресцирующих при 

их непосредственном взаимодействии с АФК [182, 183]. Механизмы 

пролонгированной активации образования АФК в митохондриях клеток, 

подвергшихся воздействию ИР, недостаточно ясны, но имеющиеся данные 

литературы позволяют предполагать, что эта активация, в первую очередь, связана с 

повреждением мтДНК, возникновением в ней точечных мутаций, делеций и с 

экспрессией аберрантных белков – компонентов комплексов ЦПЭ. Так, в 

исследованиях Лич (Leach) и др. [103, 184] показано, что в течение нескольких 

минут после воздействия радиации в диапазоне доз 1–10 Гр, активация генерации 

АФК (от 20 до 80%) наблюдается во многих типах клеток, за исключением клеток, 

лишенных мтДНК (ρ° клетки). Пострадиационная активация образования АФК 

ингибируется при гиперэкспрессии Ca2+_связывающего белка (кальбиндина 28K) 

или после обработки клеток (до облучения) хелатором внутриклеточного Ca2+. 

Повышенная генерация АФА в облученных клетках сопряжена так же с активацией 

изоформы NO-синтазы (NOS-1) [184]. 

 Сравнительные анализы радиочувствительности трех линий фибробластов 

человека показали, что клетки, лишенные мтДНК (rho), обладают повышенной 

радиорезистентностью по сравнению с нормальными (rh+) клетками. Выявлено, что 

клетки, лишенные мтДНК, подвергаются апоптозу при более высоких дозах ИР, чем 

клетки, содержащие нормальный уровень копий мтДНК [99, 100, 185]. Значительные 

различия между клеточными линиями rh+ и rho по радиочувствительности 

(способности к формированию колоний), по частоте индуцированных микроядер, а 

также по уровню генерации АФК были выявлены в экспериментах с клетками 

остеосаркомы (rho и rho+ клетки) и с фибробластами человека. Результаты показали, 

что в клетках, лишенных мтДНК, по сравнению с нормальными клетками частота 

микроядер значительно ниже, а дополнительная активация генерации АФК в 
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митохондриях этих клеток не регистрируется [186, 187]. Последующие исследования 

выявили, что в клетках человека и животных с повреждением мтДНК 

пострадиационная активация генерации АФК сопряжена с возникновением стойкого 

окислительного стресса, увеличением мембранного митохондриального потенциала, 

нарушением митохондриального дыхания, синтеза АТФ и ферментов в комплексах 

ЦПЭ. Эти нарушения способствуют подавлению системы контроля точек клеточного 

цикла, накоплению клеток в G2/M фазе [180, 187, 188], увеличению частоты 

хромосомных аберраций [189] и фокусов γН2АХ, характеризующих критические 

повреждения ядерной ДНК [180], возникновению долговременной нестабильности 

генома [88]. 

 Многие “митохондриальные болезни” обусловлены мутациями в генах мтДНК 

[33, 35, 36, 40]. Ряд исследований показывает, что для клеток человека и животных с 

точечными мутациями и делециями в мтДНК характерно повышенное образование 

АФК, усиливающих окислительный стресс [190-193]. Такие клетки имеют 

повышенные уровни модификации цитоплазматических белков и количества 8-окси-

дезоксигунина в ДНК. 

 После радиационного воздействия выявлены индукция нестабильности генома 

ядра, увеличение частоты апоптоза и трансформации только в популяции клеток, 

имеющих мутации в мтДНК, что не отмечено для нормальных клеток, облученных в 

тех же дозах [101, 102, 194-197]. 

 Индукция нестабильности генома и развитие опухолевой трансформации в 

популяции этих клеток обусловлены развитием в них окислительного стресса [196, 

197]. Так, показано, что после воздействия рентгеновского излучения (0–4 Гр) 

экспрессия всех белок-кодирующих генов мтДНК в клетках людей с 

митохондриальными болезнями (синдром Лея и атрофия зрительного нерва Лебера) 

количественно отличается от таковой в нормальных клетках. Обе линии клеток с 

мутациями в мтДНК проявляют повышенную частоту хромосомных аберраций и 

радиочувствительность по сравнению с нормальными клетками [101, 102]. Однако 
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клетки пациентов с синдромом Лея обладают наибольшей радиочувствительностью. 

Последнее связано с тем, что в клетках, имеющих мутацию мтДНК в гене ATPase6, 

нарушена репарация повреждений ДНК в результате снижения синтеза АТФ [102]. 

 Результаты, полученные на клетках человека с митохондриальными 

болезнями, согласуются с данными экспериментов на клетках грызунов. Так, 

трехкратное увеличение уровней и Н2О2 наблюдается в фибробластах хомячка с 

мутацией в гене мтДНК, кодирующем субъединицу с сукцинатдегидрогеназы (СДГ) 

[194]. Кроме того, выявлена повышенная гибель этих мутантных клеток (по 

сравнению с “контрольными” родительскими клетками), подвергшихся воздействию 

радиации с низкой ЛПЭ в диапазоне малых доз 5–50 сГр. Стабильная экспрессия 

мутантного гена СДГ в клетках сопровождается значительным увеличением частоты 

мутаций мтДНК, а также 70-кратным увеличением частоты мутационных изменений 

в локусе HPRT ядерного генома. Наконец, снижение глутатиона в этих клетках на 

95% (эксперименты с использованием L-бутионин-[S, R]-сульфоксимина), привело к 

4-кратному увеличению частоты мутаций мтДНК [195, 197]. 

 Таким образом, анализ данных современной литературы показывает, что 

воздействие ИР на клетки, приводит к повышенной индукции мутагенеза мтДНК. 

Изменение экспрессии мутантных генов мтДНК с синтезом дефектных белков 

системы ЦПЭ способствует “перепроизводству” АФК, которые усиливают 

окислительный стресс и дальнейшее повреждение мтДНК в облученных клетках. 

Это может приводить к дисфункции митохондрий (развитие “порочных кругов”), 

дополнительному повреждению яДНК и нестабильности генома у потомства 

выживших клеток. Возможно, длительное сохранение повышенного уровня АФК в 

облученных клетках играет важную роль в процессе онкогенеза. 
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1.1.5. Антиоксидантная защита в митохондриях облученных клеток 

 

 Несомненно, развитие пролонгированного окислительного стресса в 

митохондриях в значительной мере сдерживает антиоксидантные системы, 

нейтрализующие АФК. Как известно, митохондрии, и клетки в целом, обладают 

сложной многоуровневой системой антиоксидантной защиты, включающей 

множество ферментов и низкомолекулярных соединений, которые снижают 

повреждающие действия АФК на клеточные макромолекулы [33, 40, 176, 198, 199]. 

 Множество сведений о синтетических и природных радиопротекторах, 

снижающих количество повреждений, индуцируемых свободными радикалами и 

АФК в облученных клетках, представлено в литературе. В данном обзоре 

рассмотрены результаты, касающиеся роли антиоксидантных ферментов и, прежде 

всего, супероксиддисмутаз (SOD) в регуляции уровня АФК в митохондриях и в 

сохранении функции этих органелл в клетках, подвергшихся воздействию ИР. 

 Клетки млекопитающих содержат группу антиоксидантных ферментов, и 

среди них – три изоформы SOD, которые переводят высоко реакционный O•-
2 в 

Н2О2. SOD1 медь цинк зависимая (Cu-Zn-SOD) локализована в митохондриях и в 

цитозоле, SOD2 марганец зависимая (Mn-SOD) локализована только в 

митохондриях, и SOD3 является внеклеточным ферментом (Cu-SOD) [199, 200]. 

Удаление O•-
2 с помощью SOD приводит к снижению количества и других типов 

АФК, в частности, предотвращается переход NO• в ONOO–. Образовавшиеся 

молекулы перекиси водорода, в результате действия SOD, могут быть превращены в 

Н2О посредством глутатион пероксидазы или могут быть диффундированы в другие 

органеллы клетки [201]. Разрушение Н2О2 в цитоплазме происходит с участием 

каталазы и других антиоксидантных ферментов [171, 201]. Из группы 

антиоксидантных ферментов SOD2 можно рассматривать как основной 

детоксикатор, поскольку она локализована на матриксе митохондрии и 

ассоциирована с мтДНК как компонента нуклеоида [202]. Активность этого 



43 

 

фермента в митохондриях поддерживает необходимый уровень АФК, участвующих 

в регуляции различных метаболических процессов в клетках [199]. Так, мыши, с 

нокаутом гена, кодирующего SOD2, не способны давать жизнеспособное потомство 

[203, 204]. С другой стороны, мыши с гиперэкспрессией SOD2 имеют снижение 

рождаемости и аномалии в развитии потомства, но, вместе с тем, у них снижена 

частота опухолеобразования [205, 206]. Мыши с дефектом по гену, кодирующим 

фермент SOD1, локализуемый в компартментах митохондрий и цитоплазмы, 

характеризуются выраженным окислительным стрессом в тканях и сокращенной 

продолжительностью жизни [207]. 

 В настоящее время результаты многих исследований указывают на то, что 

ферменты SOD, локализованные в митохондриях, обеспечивают значительную 

защиту клеток от повреждающего действия ИР в условиях in vitro и in vivo [208-213]. 

Избыточная активность SOD2, создаваемая гиперэкспрессией этого белка, повышает 

радиорезистентность клеток млекопитающих [183, 209, 211]. Радиозащитные 

эффекты митохондриальной SOD2 или SOD1 исключительно связаны со снижением 

уровня свободных радикалов и АФК в митохондриях облученных клеток. Снижение 

уровня АФК и, соответственно, уменьшение количества поврежденных 

макромолекул (мтДНК, белков, липидов) способствует сохранению 

митохондриальных функций, в частности, обеспечение синтеза АТФ, необходимой 

для репарации ДНК облученных клеток [88, 183, 214, 215]. 

 Вклад митохондриальных ферментов SOD в радиорезистентность клеток 

млекопитающих хорошо продемонстрирован в ряде исследований. Так, показано, 

что частоты индуцированных повреждений яДНК и злокачественной трансформации 

облученных мышиных фибробластов, имеющих гомозиготный мутантный генотип 

по гену SOD2 (–/–), в 5 раз превышают таковые показатели для клеток с генотипом 

дикого типа SOD2 (+/+) [216]. Значительное увеличение уровня АФК наблюдалось в 

клетках SOD2 (–/–) на 72-й час после их облучения, по сравнению с SOD2 (+/+) 

клетками. Длительное накопление АФК в клетках SOD2 (–/–) сопровождается 



44 

 

увеличением частоты микроядер [216]. Однако введение в фибробласты, до их 

облучения, SOD1 и каталазы (соединенных с полиэтиленгликолем), или же при 

активации гиперэкспрессии в них SOD2 (введение посредством аденовируса), 

приводило к значительному повышению радиорезистентности этих клеток. 

Повышение концентрации SOD2 или каталазы, путем их введения в фибробласты до 

облучения клеток, сопровождалось снижением частоты радиационно-

индуцированных мутаций мтДНК на 50%. Одновременное повышение активности 

каталазы и SOD2 в этих клетках приводило к снижению частоты мутаций в мтДНК 

на 90% [194, 197]. Клетки с гиперэкспрессией SOD1 также проявляют 

радиорезистентность, по сравнению с клетками, имеющими генотип дикого типа. 

Выявлен повышенный уровень АФК в течение 8 дней после воздействия радиации 

на клетки глиомы человека с нормальным уровнем активности фермента SOD1. 

Однако в таких же клетках с гиперэкспрессией SOD1 накопление АФК было 

подавлено в течение пострадиационного периода [217]. Недавнее исследование 

Хосоки (Hosoki) и др. [183] показало, что две линии клеток HeLa с гиперэкспрессией 

SOD2 проявляют радиорезистентность не только по тесту клеточной выживаемости. 

Показано, что эти клетки, подвергшиеся воздействию радиации, имеют низкий 

уровень АФК в митохондриях и малое количество фокусов γH2AX в ядрах, по 

сравнению с “контрольными” облученными клетками. Эти результаты указывают на 

то, что SOD1 и SOD2 в митохондриях подавляют уровень АФК и способствуют 

сохранению функции этих органелл в облученных клетках. 

 Повреждения ДНК и других клеточных макромолекул в облученных клетках 

приводят к запуску различных сигнальных механизмов, активирующих целый 

каскад метаболических реакций. Усиление генерации АФК в митохондриях клеток 

после воздействия ИР можно рассматривать как чувствительный узел этого каскада, 

включающий активацию антиоксидантных ферментов и образование 

низкомолекулярных перехватчиков АФК. 
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 Изменение экспрессии (активация или подавление) нескольких тысяч белков 

можно наблюдать в облученных клетках, что зависит от дозы радиационного 

воздействия и времени, прошедшем после облучения [218-220]. SOD2 относится к 

таким белкам, экспрессия которых активируется в клетках после действия ИР. 

Радиационно-индуцированная активация SOD2 установлена в культивируемых 

клетках животных и человека, а также в тканях грызунов [221-226]. Активация SOD2 

рассматривается как важнейшее звено всего комплекса радиоадаптивной реакции 

клетки на воздействие радиации в малых дозах [224-226]. Пострадиационная 

активация SOD2 в клетках имеет дозо-зависимый характер, однако избыточная 

активность SOD2, снижая уровень АФК, может подавлять и развитие АФК-

зависимых сигнальных реакций [226]. Так, исследования с использованием ДНК-

микрочипов показа ли, что в необлученных клетках с повышенной активностью 

этого фермента наблюдается такое же повышение активации экспрессии генов 

(около 295 генов), какое выявляется в нормальных клетках, облученных в дозе 5.5 

Гр. Радиационно-индуцированное повышение активации экспрессии коснулось, 

наряду с SOD2, нескольких групп транскриптов, оказывающих влияние на 

радиочувствительность клетки, в том числе GADD45, циклина А, циклина В1, p21, 

Myc, гомолога RAS, рецептора фактора некроза опухоли, NfκB, 

глюкокортикоидного рецептора и ГТФ связывающих белков [183]. Экспрессия этих 

генов снижается с падением уровня АФК [88, 183, 208, 226]. Эти результаты 

показывают, что SOD2, превращая O•-
2 в Н2О2 снижает окислительный стресс в 

митохондриях и оказывает регуляторное влияние на экспрессию других генов, 

контролирующих радиочувствительность клеток. Кроме того, следует иметь в виду, 

что АФК являются мощными активаторами белка p53 [227]. 

 Белок р53 локализуется в митохондриях, модулирует митохондриальное 

дыхание, мутагенез мтДНК и является одним из ключевых регуляторов функции 

митохондрий, в том числе, количества генерируемых АФК [228]. Функционирование 

белка р53 сопряжено с репарацией и репликацией поврежденной мтДНК и 
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активацией митохондриального биогенеза [41]. Белок p53, регулируя, прямо или 

косвенно, огромное количество генов, вовлечен в многочисленные ключевые 

процессы клетки [229], в том числе в стабилизацию и сохранение мтДНК. Механизм, 

посредством которого белок р53 регулирует клеточный ответ на возникновение в 

митохондриях окислительного стресса, зависит от уровня АФК. Дефектные по р53 

клетки мышей содержат малое количество копий мтДНК и митохондриальной 

массы, и в них нарушено соотношение О-•2/Н2О2 [230]. Белок p53 оказывает влияние 

на функции транскрипционных факторов, которые неразрывно связаны с регуляцией 

производства АФК, активирует экспрессию генов SOD2, глутатион пероксидазы, 

альдегиддегидрогеназы 4, контролирующих уровень АФК [231-233]. Следовательно, 

функции “стража генома” – белка р53 также связаны с сохранением и нормальным 

функционированием митохондрий [234]. 

 Таким образом, совокупность приведенных данных указывает, что после 

первичных свободных радикалов, индуцируемых воздействием ИР, в митохондриях 

облученных клеток активируется процесс длительного пострадиационного 

производства АФК, приводящих к усилению окислительного стресса, к возможной 

дисфункции самых органелл и нестабильности генома. Антиоксидантные системы в 

самих митохондриях, прежде всего активация ферментов SOD, противостоят 

развитию этих процессов. Однако, на данном этапе развития лучевой реакции 

организма, клетки нуждаются в экзогенной поддержке по усилению или активации 

антиоксидантных систем для обеспечения их выживаемости и для снижения 

нестабильности генома. 

 

 

1.1.6. Биогенез, динамика и митофагия митохондрий 

 

 Как отмечено выше, дисфункции митохондрий могут проявляться в полную 

силу при увеличении количества мутантных копий мтДНК до 50–60%. Вместе с тем 
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результаты радиобиологических исследований свидетельствуют о том, что 

активация пролонгированной генерации АФК может иметь место и при воздействии 

на клетки радиации в малых дозах и, возможно, при небольшом количестве 

мутантных копий мтДНК. Длительное сохранение повышенной генерации АФК в 

митохондриях может способствовать дальнейшему увеличению числа мутантных 

копий мтДНК, возникновению нестабильности генома и развитию дисфункции этих 

органелл. Митохондрии с большим количеством мутантных копий мтДНК, которые 

способствуют образованию повышенного уровня АФК и развитию окислительного 

стресса, вряд ли способны поддерживать нормальную жизнедеятельность клетки. 

Возможно поэтому, наряду с активацией антиоксидантных систем клетки, 

постоянное обновление митохондриальных компонентов и самих митохондрий 

имеет решающее значение для поддержания функциональной активности этих 

органелл в клетках, не только после воздействия ИР, но и, очевидно, с возрастом 

организма. Активацию биогенеза, динамики митохондрий, а также митофагии 

(избирательного удаления поврежденных органелл) можно рассматривать как 

важнейшие процессы, направленные на сохранение и стабилизацию множества 

метаболических реакций, зависимых от функционирования митохондрий, после 

воздействия на клетки ИР и других повреждающих агентов. 

 Биогенез митохондрий. Хотя копии мтДНК в митохондриях, казалось бы, 

присутствуют в избытке, сохранение необходимого количества нормальных молекул 

мтДНК или “дозы генов” – жизненно важно для обеспечения нормальных функций 

митохондрий в клетках. Активация митохондриального биогенеза (с синтезом 

мтДНК) наблюдается в тканях человека как ответ на воздействие ряда 

физиологических раздражителей, при острых травмах, воспалительных процессах, 

выполнении физических упражнений, простудных реакциях и ограниченном 

количестве полученных калорий. Это уникальный механизм метаболической 

адаптации организма к неблагоприятным условиям среды и хроническим 

воздействиям повреждающих агентов [148, 235, 236]. Уже упоминалось, что в 
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митохондриях возникает широкий спектр изменений, включая повреждения мтДНК, 

липидов и белков, снижение дыхательных функций при воздействии (в зависимости 

от дозы) на организм ИР, что в конечном итоге приводит к нарушению 

энергетического гомеостаза клеток и тканей. При этом следует иметь в виду, что в 

облученных клетках инициируется ответ на повреждение ядерного генома, 

сопровождаемый активацией репарации ДНК, экспрессией множества генов и 

различными формами клеточной гибели [237, 238]. Эти процессы представляются 

энергозависимыми. Огромная дополнительная потребность возникает в 

энергообеспечении многих “внеплановых” процессов в облученных клетках, на фоне 

нарушенного окислительного фосфорилирования в митохондриях. В связи с этим 

активация биогенеза митохондрий с синтезом мтДНК является ожидаемой реакцией 

клеток, подвергшихся радиационному воздействию. Поэтому пострадиационная 

активация биогенеза митохондрий с синтезом мтДНК в облученных клетках 

рассматривается как развитие компенсаторной реакции [148, 149]. 

 Биогенез митохондрий и его регуляция представляет довольно сложный 

процесс, в который вовлечены продукты более 1000 генов, при скоординированном 

взаимодействии ядерного и митохондриального геномов. Митохондриальный 

биогенез сопровождается развитием следующих процессов: синтезом компонентов 

митохондриальных мембран и белков, кодируемых ядерным геномом, и их 

доставкой в митохондрии, а также репликацией мтДНК и синтезом белков, 

кодируемых генами мтДНК [236, 239].  

 Результаты многих исследований показывают, что количество копий мтДНК, 

как и биогенез митохондрий, определяются энергетическими потребностями клеток 

и тканей и модулируются метаболическими сигналами и внешними стимулами, хотя 

механизмы регуляции этих процессов остаются недостаточно ясными. В качестве 

важнейших регуляторов активации репликации мтДНК и митохондриального 

биогенеза рассматриваются транскрипционные коактиваторы PGC-1α и PGC-1β, 

которые вызывают экспрессию генов ядерных дыхательных факторов NRF-1 и NRF-
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2. В свою очередь, NRF-1 и NRF-2 контролируют экспрессию митохондриальных 

транскрипционных факторов mtTFA (TFAM), mtTFB-1 и mtTFB-2. 

Транскрипционный фактор TFAM играет ключевую роль не только в регуляции 

транскрипции мтДНК, но и в ее стабилизации и инициации репликации [239, 240, 

241]. 

 Ряд исследований подтверждает, что после повреждения мтДНК и усиления 

окислительного стресса в клетках активируется биогенез митохондрий и репликация 

мтДНК. Показано, что обработка фибробластов легкого человека перекисью 

водорода или сульфоксимином бутионина в низких концентрациях приводит к 

увеличению количества мтДНК и митохондриальной массы в этих клетках через 24–

72 ч после перенесенного воздействия [242]. Аналогичные результаты были 

получены и на клетках-цибридах, содержащих копии мтДНК с общими делециями 

[243]. В этих клетках увеличение количества копий мтДНК и митохондриальной 

массы сопровождалось повышением производства АФК, частоты мутаций мтДНК, 

увеличением содержания 8-оксо-dG в мтДНК и липидных перекисей в клетках. 

Усиление окислительного стресса в этих клетках привело к 3_кратному увеличению 

количества копий мтДНК, а также повышению TFAM и ядерного дыхательного 

фактора NRF-2, которые участвуют в регуляции биогенеза митохондрий [146]. 

Бактериальный липополисахарид, вызывающий в клетках млекопитающих 

повреждение мтДНК с нарушением окислительного фосфорилирования, способен 

также активировать репликацию мтДНК, экспрессию ядерных дыхательных 

факторов NRF-1 и NRF-2, а также TFAM ДНК-Pol γ, белка mtSSB [146, 244]. 

 Активация биогенеза митохондрий и синтеза мтДНК в клетках наблюдается на 

уровне целого организма при воздействии окислителей или ИР. Так, активация 

репликации мтДНК была выявлена в гиппокампе крыс после введения в мозг этих 

животных перекиси водорода [245]. В экспериментах на грызунах было показано, 

что после воздействия ИР в клетках тканей этих животных наблюдается резкая 

активация биогенеза митохондрий и увеличение числа копий мтДНК [21, 23, 145, 



50 

 

147, 246]. Прямые данные по радиационной индукции репликации мтДНК в тканях 

мышей были продемонстрированы путем анализа (метод ПЦР) изменения генов 

мтДНК относительно генов яДНК. В клетках тканей головного мозга и селезенки 

мышей, подвергшихся воздействию γ-излучения, наблюдалось повышение 

количества мтДНК (оценка относительно ядерных генов) в течение 70–90 ч, 

прошедших после облучения [21, 145, 246]. Индукция биогенеза митохондрий и 

синтеза мтДНК при радиационных воздействиях на клетки сопряжена также с 

активацией транскрипции и экспрессии митохондриальных генов. Выявлен 

повышенный уровень экспрессии многих мРНК в клетках глиобластомы человека 

через 1 ч и на протяжении суток после радиационного воздействия [247]. В другой 

работе, на срезах мозга мышей показано, что накопление повреждений в мтДНК 

сопряжено с усилением экспрессии митохондриальных генов, кодирующих белки 

комплексов (I, III, IV, V) дыхательной цепи [248]. Результаты, полученные в 

исследованиях на уровне целого организма, также показывают существенные 

изменения экспрессии генов мтДНК. Так, в клетках тканей мышей, подвергшихся 

воздействию радиации в летальных и сублетальных дозах, сначала выявляется 

снижение транскрипции ряда генов мтДНК, а в последующие пострадиационные 

сроки наблюдается увеличение количества транскриптов этих же генов [249, 250]. 

 Таким образом, рассмотренные данные указывают, что активация биогенеза 

митохондрий и синтез мтДНК сопряжены с повышенной генерацией АФК и 

увеличением количества мутантных копий мтДНК в облученных клетках – это есть 

ответ клетки на сохранение и стабилизацию митохондриальных функций. Если 

репарационные системы способствуют стабилизации ядерного генома и снижению 

частоты мутаций в его генах, то значительный вклад в сохранение функционально 

активных митохондрий и мтДНК вносит индукция амплификации новых копий 

мтДНК и биогенез этих органелл [148, 149]. 

 Активация дополнительного синтеза мтДНК выявляется не только при остром 

воздействии повреждающих агентов на клетки, но и при накоплении мутаций и 
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делеций в мтДНК в процессе старения организма. Показано, что количество копий 

мтДНК в тканях стареющих грызунов повышено по сравнению с таковым 

показателем у молодых животных [251-253]. Однако синтез новых копий мтДНК на 

нерепарированных или поврежденных матрицах может увеличивать пул мутантных 

молекул мтДНК. Более того, ДНК-Pol γ подвергается изменениям в результате 

окислительных повреждений и склонна включать во вновь синтезируемую мтДНК 

больше ошибочных нуклеотидов [254]. 

 Митохондриальная динамика. В последние годы значительное развитие 

получили исследования процессов митохондриальной динамики и их связи с 

морфологией и функциональной активностью митохондрий [255, 256]. Установлено, 

что митохондрии являются весьма динамичными органеллами, которые непрерывно 

изменяют свою форму путем слияния, деления и движения по всей клетке, и эта 

динамика имеет важнейшее значение для жизни клетки. Митохондрии, в ответ на 

внутри_ и внеклеточные сигналы, могут формировать ретикулярные сети, 

находиться в клетках в виде нитчатых структур – “состояние цепи” или в виде 

отдельных органелл – “индивидуальное состояние”. Различные морфологические 

вариации митохондрий можно регистрировать в зависимости от типа клеток и их 

функционирования [257, 258].  

 Показано, что митохондрии могут перемещаться не только внутри одной 

клетки, но между клетками. Эти процессы позволяют митохондриям обмениваться 

содержимым внутри органелл, в том числе – молекулами мтДНК [259-261]. 

Митохондриальная динамика оказывает влияние на сегрегацию и перенос мтДНК в 

клетки во время их митоза, и в ряде исследований показано, что существует 

взаимосвязь между митохондриальной динамикой и стабильностью генома [256, 

262]. 

 Механизмы, определяющие баланс слияния/деления митохондрий, не до конца 

понятны. Однако такое равновесие между делением и слиянием оказывает 

существенное влияние на функции этих органелл. В недавних исследованиях 



52 

 

показано, что несколько белков семейства гуанозинтрифосфотаз были определены в 

качестве ключевых молекулярных факторов митохондриального деления и слияния. 

Эти белки, механохимического действия, локализуются на внешних и внутренних 

мембранах митохондрий, создают динамичные молекулярные мосты между 

органеллами. Наиболее изученными из них являются два динамин-связывающих 

белка (Dnm1/Drp1), белки митохондриального деления (Fis1, MFF) и белки, 

регулирующие слияния (Mfn1, Mfn2 и Opa1) [263, 264]. Эти белки в процессе 

регуляции митохондриальной динамики могут подвергаться различным 

модификациям (включая фосфорилирование, убиквитинирование и сумоилирование) 

в зависимости от клеточных сигналов, окружающей среды и энергетических 

потребностей клетки [265]. Мутации или потеря белков, регулирующих динамику 

митохондрий, приводят к резким изменениям морфологии этих органелл, потере 

целостности мтДНК, повышению окислительного стресса и клеточной гибели [256, 

258]. 

 В настоящее время установлено, что нарушение митохондриальной динамики 

или наличие дефектов по белкам, участвующим в ее регуляции, ассоциируется с 

развитием различных патологий, включая нейродегенеративные заболевания, в том 

числе болезни Паркинсона, Альцгеймера и Хантингтона [266, 267]. Получены 

результаты, указывающие, что митохондриальный биогенез и митохондриальная 

динамика взаимосвязаны и оба процесса содействуют индукции адаптивного ответа 

при нарушениях дыхательной цепи в митохондриях и предотвращению 

митохондриальной дисфункции [268]. 

 Таким образом, митохондриальная динамика способствует поддержке 

функционально активной популяции этих органелл в клетках. Более того, поскольку 

усиление окислительного стресса (увеличение количества АФК и снижение 

антиоксидантной защиты) приводит к дисфункциям митохондрий, 

митохондриальная динамика проявляет себя как один из важнейших процессов 

регуляции окислительно-восстановительного статуса, целостности мтДНК и 
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сохранения функций этих органелл. В основе этого процесса лежит обмен между 

компонентами поврежденных и функционально активных митохондрий [257, 258, 

266, 268]. Взаимодействие между органеллами с нарушенными и нормальными 

функциями инициируют слияние и перемешивание метаболитов, ферментов и 

мтДНК. Митохондрии, подвергшиеся повреждениям, посредством обмена 

содержимым с нормальными органеллами, могут частично компенсировать 

аберрантные белки, мутантные копии мтДНК, тем самым снизить уровень 

гетероплазмии и способствовать восстановлению своих функций. Поэтому можно 

утверждать, что митохондриальная динамика является одним из механизмов 

снижения или предотвращения митохондриальной дисфункции и поддержания 

клеточного энергетического гомеостаза [269].  

 Нарушение митохондриальной динамики, обусловленное дефектами белков, 

регулирующих слияние/деление, приводит к сохранению окислительного стресса и 

дисфункциям митохондрий [270]. Недавно было показано, что в фибробластах 

человека, подвергшихся воздействию ИР, генерация О-•2 усиливалась, достигая 

максимума на 3-и сут после облучения, что сопровождалось ускоренным делением 

митохондрий. Этому способствовало накопление в этих органеллах динамин-

связывающего белка 1 (Drp1). Блокировка экспрессии белка Drp1 предотвращало 

радиационно-индуцированное ускорение митохондриального деления. Наблюдаемая 

активация митохондриального деления задерживала развитие митохондриальной 

дисфункции в облученных клетках [271]. Эти результаты указывают на то, что 

активация динамики митохондрий способствует сохранению их функции в клетках, 

подвергшихся воздействию ИР. 

 Митофагия. Другим важнейшим процессом, связанным с сохранением и 

стабилизацией функционально активных митохондрий в клетках, подвергшихся 

радиационному воздействию, можно рассматривать митофагию (удаление 

нефункциональных митохондрий посредством механизма аутофагии) [258, 272]. 

Известно, что аутофагия – один из основных механизмов, содействующих 
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выживанию клеток в условиях стресса и недостаточного питания. Аутофагическая 

деградация содержимого клеток инициируется при голодании и стрессовых 

ситуациях для получения недостающих питательных компонентов (аминокислот, 

углеводов) с целью поддержания метаболизма и выживания клеток [272]. В 

начальной стадии аутофагии часть цитоплазматических структур и органелл может 

быть погружена в аутофагосомы – пузырьки с двойной мембраной и доставлена в 

лизосомальные вакуоли. Аутофагическая доставка митохондрий, имеющих 

структурно-функциональные нарушения, в лизосомы является важнейшим шагом 

обеспечения деструкции этих органелл [200-202]. Развитие процесса аутофагии 

включает не только переработку внутриклеточных компонентов, но и выборочное 

удаление митохондрий для регулирования их численности и поддержания контроля 

их качества [273]. 

 В процессе аутофагии морфологически измененные митохондрии (несущие 

структурно-функциональные нарушения) дают сигналы “согласия на ликвидацию”, 

т.е. ответ на реакцию триггеров митофагии. В результате такие органеллы могут 

быть охвачены аутофагосомами. Таким образом, морфологические изменения 

архитектуры митохондрий определяют запуск митофагии, что указывает на 

взаимосвязь между морфологией органелл и внутриклеточными сигналами запуска 

этой клеточной реакций [274, 275]. 

 Повышенное производство АФК в митохондриях может служить также 

сигналом для запуска аутофагии с селективной элиминацией органелл с 

нарушенными функциями. Возможно, это способствует удалению митохондрий, 

имеющих структурно-функциональные нарушения и приводящие к изменению 

энергетического гомеостаза в клетках, подвергшихся радиационному воздействию. 

 Нарушение процесса аутофагии сопровождается накоплением в клетках 

поврежденных митохондрий. Поэтому митофагию можно рассматривать как 

важнейший механизм поддержки качества митохондриальной популяции в клетках 

[274, 276]. Хотя аутофагию, в основном, принято рассматривать как защитный 
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механизм, который поддерживает выживаемость клеток в неблагоприятных 

условиях и условиях голодания, излишняя активность этого процесса может 

привести к гибели клеток (так называемый II-тип гибели клеток) [273, 277]. Следует 

отметить, что на развитие клеточной аутофагии могут также оказывать влияние сами 

митохондрии. Так, при запуске аутофагической деградации содержимого клетки 

наблюдается удлинение и укрупнение митохондрий. Удлинение митохондрий (с 

увеличением их крист) способствует оптимизации в них производства АТФ и 

задержке активного развития аутофагии клеток в условиях снижения питательных 

веществ [278, 279]. Вместе с тем, остается много неясного в понимании механизмов 

развития процесса аутофагии и сигнальных путей, контролирующих митофагию. 

 Имеющиеся данные для понимания митофагии получены, главным образом, в 

исследованиях на дрожжах. Так, на клетках Saccharomyces cerevisiae показано 

участие протеинкиназ в митофагии (двух митоген-активируемых протеинкиназ – 

MAPK, Slt2 и Hog1). Эти протеинкиназы необходимы для запуска митофагии. Также 

они оказывают влияние на “загрузку” митохондрий в аутофагосомы, чтобы 

обеспечить их селективную деградацию [280]. Ряд специфических белков, как было 

недавно показано, оказывает влияние на регуляцию митохондриальной динамики и 

на митофагию в клетках высших эукариот. В частности, белки LC3B, ATG5 и ATG12 

участвуют в контроле процесса митофагии [281]. 

 АТФ-зависимые протеолитические ферменты, локализованные в самих 

митохондриях, также могут внести существенный вклад в деградацию 

поврежденных митохондрий. Это семейство протеаз подразделяется на несколько 

подсемейств: Lon-протеазы (LonА и LonB), CLP-протеазы и AAA-протеазы [282, 

283]. Митохондриальные протеазы также способствуют стабильности мтДНК, 

оказывая влияние на ее упаковку в составе нуклеоида, на процессы репликации, 

транскрипции и трансляции. Lon-протеазы являются основными протеазами 

митохондриального матрикса и участвуют в деградации белков, модифицированных 

в результате окислительного стресса. Lon-протеазы вовлечены также в регуляцию 
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уровня TFAM и количества копий мтДНК. Так, снижение уровня TFAM и числа 

копий мтДНК наблюдается при гиперэкспрессии Lon-протеазы в клетках. Lon-

протеаза регулирует митохондриальную транскрипцию, стабилизируя соотношение 

TFAM и мтДНК посредством избирательной деградации TFAM [283]. Недавно 

показано, что AAA-протеазы также участвуют в процессе биогенеза митохондрий и 

способствуют избирательному расщеплению белков, имеющих нарушенную 

геометрию укладки. Функции AAA-протеаз и CLP-протеаз еще недостаточно 

выяснены, однако некоторые данные указывают, что они вносят вклад в общий 

контроль качества митохондрий [284, 285]. 

 Избирательное удаление из клеток поврежденных митохондрий, посредством 

механизма митофагии, недавно было продемонстрировано в гепатоцитах 

трансгенных мышей, подвергшихся световому воздействию при 488 нм [66]. Для 

этого зеленый флуоресцирующий белок, экспрессируюемый этими клетками и 

локализуемый в митохондриях, был использован в качестве маркера формирования 

аутофагосом. Повреждение клеток приводило к формированию аутофагосом с 

деполяризацией митохондрий и с последующим выходом из них флуоресцентного 

белка, в зависимости от дозы облучения этих клеток [66]. Селективная деградация 

митохондрий, имеющих функциональные нарушения, была показана в фибробластах 

больных, несущих мутации в мтДНК [286]. Это указывает, что аутофагия (с 

включением митофагии) контролирует качество популяции митохондрий путем 

селективного удаления из клеток органелл со структурно-функциональными 

нарушениями. Поэтому митофагию можно рассматривать как клеточную реакцию, 

направленную на ликвидацию поврежденных митохондрий и соответственно на 

уменьшение окислительного стресса, создаваемого в результате нарушений в ЦПЭ в 

митохондриях клеток, подвергшихся радиационному воздействию. 

 Также следует заметить, что с возрастом организма постоянное обновление 

митохондрий посредством включения систем биогенеза, динамики и митофагии 

имеет решающее значение для поддержания здоровых органелл в клетках тканей. 
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Развитие митофагии особенно важно для стареющих клеток постмитотических 

тканей (сердца, мозга), в которых может накапливаться повышенное количество 

поврежденных митохондрий [287]. Снижение этих процессов биогенеза, как 

полагают, способствует старению и развитию различных патологий, в том числе 

нейродегенеративных заболеваний [288]. 

 Таким образом, можно полагать, что, хотя мтДНК характеризуется 

повышенной частотой повреждений и недостаточно эффективной их 

репарабельностью, сохранению митохондриального генома и поддержке 

функционально активных митохондрий в облученных клетках способствуют 

следующие факторы: наличие в клетках множества копий мтДНК, ассоциированных 

с белками; индукция антиоксидантной системы; биогенез митохондрий с синтезом 

мтДНК; активация митохондриальной динамики и митофагии. 

 

 

1.2. Внеклеточная ДНК как потенциальный биомаркер оценки лучевой 
реакции организма 

 

В последние годы активно ведутся исследования по выявлению молекулярных 

биомаркеров в биологических жидкостях, для неинвазивной диагностики различных 

патологий. Существует обширная литература, в которой показано, что 

количественные и структурные изменения циркулирующей внеклеточной ДНК (вк-

ДНК) в плазме/сыворотке и моче можно рассматривать в качестве прогностического 

и диагностического биомаркера при различных патологиях человека [432]. 

Количественные и качественные характеристики вк-ДНК в биологических 

жидкостях чаще всего рассматривают при диагностике и оценке раковых 

заболеваний, а также в пренатальной диагностике [289-298]. 
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Хорошо известно, что определенное количество вк-ДНК всегда можно 

регистрировать в плазме и сыворотке здорового человека. В литературных 

источниках описано участие вк-ДНК во многих процессах. Известно, что вк-ДНК в 

клетках животных и человека принимает участие в регуляции клеточного цикла, 

активирует транскрипционные факторы и сигнальные пути, является активатором 

иммунной системы с участием рецепторных белков TLR9 [428-430]. Показана роль 

вк-ДНК как фактора стресс-сигнализации в радиационно-индуцированном эффекте–

свидетеля [431]. 

Источником вк-ДНК в биологических жидкостях могут являться как 

нормальные клетки тканей, так и клетки плода и плаценты беременных женщин, 

клетки трансплантированных органов и тканей. В составе циркулирующих 

нуклеиновых кислот в биологических жидкостях могут быть также опухолевые 

клетки и ДНК возбудителей инфекционных заболеваний. Тем не менее основной 

причиной появления циркулирующих нуклеиновых кислот в биологических 

жидкостях является клеточная гибель (апоптоз, некроз, аутофагия). Считается, что 

циркулирующая ДНК в биологических жидкостях (плазма, моча, слюна) имеет 

длину от 200 до 600 п.н., хотя встречаются и более крупные молекулы. Тем не менее, 

основным источников циркулирующей ДНК в биологических жидкостях принято 

считать постоянная клеточная гибель, по механизму апоптоза. Известно, что в 

продукты апоптической деградации в биологических жидкостях встречаются в 

большей мере [290, 296, 299]. Циркулирующие фрагменты яДНК и мтДНК в 

биологических жидкостях подвержены нуклеазному расщеплению, однако часть их, 

в зависимости от структуры и упаковки в составе белков, может сохраняться в 

течение длительного времени. Как известно из литературы большая часть 

циркулирующей ДНК в биологических жидкостях представлена в составе 

нуклеосом, липопротеидов, апоптических везикул [290, 296, 297, 300]. 

Повышенные уровни циркулирующей ДНК в сыворотке крови у 

онкологических пациентов, по сравнению со здоровыми индивидуумами, впервые 
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были обнаружены 40 лет назад [301]. Подтверждение этих наблюдений было также 

показано в дальнейших исследованиях [292, 293, 297, 302, 303].  Результаты 

исследований циркулирующей ДНК в плазме крови у больных с легочными 

заболеваниями показали, что уровень циркулирующей ДНК повышен у 71% 

больных раком легких, однако у 29% пациентов с положительной динамикой не 

были обнаружены количественные изменения данных параметров [302, 303].  

Изменение содержания нуклеосом в плазме или сыворотке могло бы служить 

апоптическим маркером для оценки гибели нормальных и опухолевых клеток у 

пациентов [296, 304]. Повышенный уровень вк-ДНК наблюдается не только в 

плазме/сыворотке пациентов с неоплазией, но и у пациентов с предраковыми 

состояниями, с воспалительными процессами, при геморрагическом и ишемическом 

инсульте, при травмах и инфаркте миокарда и др. [291, 305, 306]. Повышается 

уровень вк-ДНК в плазме пациентов, которым проведена трансплантация органов и 

при осложнениях беременности [298, 302, 305, 307]. 

Для мтДНК в клетках тканей, как было отмечено, характерна повышенная 

нестабильность и частота мутаций в ней, которые связаны с высокой её 

повреждаемостью и низкой эффективностью систем репарации в митохондриях. Во 

многих типах опухолей наблюдаются соматические мутации в мтДНК с повышенной 

частотой. Больше всего мутаций обнаруживается в гипервариабельном участке D-

петли мтДНК [308-312].  

Большой интерес представляют также исследования количественного 

содержания вк-мтДНК в плазме онкологических больных [312-314]. Обнаружение 

повышенного содержания вк-мтДНК в плазме, а также вк-мтДНК с повышенным 

содержанием мутаций рассматривается как специфический вспомогательный маркер 

для диагностики и оценки прогноза онкологических пациентов [315, 316].  

Однако, с позиции цели и задач выполняемого нами исследования, нам важно 

было ознакомиться результатами исследований по изменению содержания мтДНК и 
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ее мутантных копий в плазме онкологических пациентов при проведении радио-

химиотерапии.  

Сведения об изменении количества или качественного состава 

циркулирующей вк-ДНК (вк-мтДНК) в биологических жидкостях животных или 

человека, подвергшихся радиационному воздействию весьма ограничены. Так, в 

работе Владимирова В.Г. и его коллег впервые экспериментально было показано, 

что в крови облученных крыс возрастает содержание общей вк-ДНК 

пропорционально дозе гамма-излучения [317]. В недавнем сообщении [318], 

появимшимся после наших публикаций, также представлены данные, указывающие 

на увеличение яДНК в плазме мышей, облученных в диапазоне доз 2-10 Гр.  

Большинство исследований по оценке содержания циркулирующей вк-ДНК 

проводится различными вариантами метода количественной ПЦР в реальном 

времени (ПЦР-РВ). Значительное количество данных, полученных этим методом, 

показывает, что он может быть использован для определения изменений уровня вк-

ДНК в плазме (сыворотке) пациентов и мониторинга оценки эффективности терапии 

опухолей [319, 320]. В ряде исследований были получены результаты изменения 

общей вк-ДНК в плазме пациентов после проведения химиотерапии [321, 322] и 

радио-химиотерапии [304, 320]. После проведения терапии опухолей с 

удовлетворительными результатами наблюдается снижение концентрации вк-ДНК в 

плазме этих пациентов, а в отсутствии положительной реакции от терапевтических 

процедур у больных содержание вк-ДНК в их плазме не снижалось [321, 322]. 

Анализ уровня нуклеосом в плазме пациентов при радио-химиотерапии рака легкого 

показал, что их содержание снижается после достижения существенных результатов 

терапии [322]. Аналогичные данные получены и при анализе нуклеосом в сыворотке 

у пациентов с раком поджелудочной железы до, и после проведения радио-

химиотерапии [304]. Если режим химиотерапии был эффективен, то значительное 

количество опухолевых клеток гибнет в течение 24-72 часов, и концентрация 

опухолеспецифичных вк-ДНК, возрастало в плазме в этот период, а в последующий 
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посттерапевтический период – снижалась. Увеличение содержания общей вк-ДНК 

наблюдали в плазме пациентов при проведении радиотерапии опухолей [323]. А 

через определенные сроки после завершения радиотерапии с положительными 

результатами у пациентов наблюдали снижение вк-ДНК [324]. 

Таким образом, можно утверждать, что уровень общей вк-ДНК существенно 

отличается у онкологических пациентов в плазме до, и после радио-химиотерапии. 

Циркулирующие фрагменты вк‑мтДНК и вк‑яДНК, поступающие в кровоток у 

животных, возможно, подвергаются нуклеазной деградации, но определенная ее 

часть, защищенная от действия нуклеаз, может оказаться в моче как трансренальная 

ДНК [290]. Моча является традиционно широко используемым материалом, который 

содержит огромное разнообразие продуктов метаболизма, чрезвычайно удобным для 

поиска специфических биомаркеров для диагностики различных патологий [325]. 

Исследования вк‑мтДНК и вк‑яДНК в моче для прогностической и диагностической 

оценки патологии имеют очевидные преимущества относительно исследований с 

использованием плазмы/сыворотки крови [290, 326]. В настоящее время 

качественные и количественные изменения яДНК в моче регистрируются у 

онкологических больных. Так, известно об обнаружении измененной мтДНК в моче 

пациентов с уротелиальной карциномой [327]. ДНК в моче беременных женщин 

позволяет определять пол ребенка и диагностировать наличие патологии [328]. 

Чрезвычайно важная задача данного исследования заключалась в том, чтобы 

тщательно рассмотреть и изучить копии мутаций молекул мтДНК, а также их общее 

количество, по сравнению с молекулами яДНК. На основании этого необходимо 

было исследовать трансформационные преобразования в тканях грызунов, 

подвергшихся радиационному воздействию, вк-мтДНК в плазме крови и моче до 

момента радиационного воздействия и после этого момента.  

Поскольку в литературе данные об изменении количественных и качественных 

характеристик циркулирующих внеклеточных ДНК в биологических жидкостях 
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человека и животных, подвергнутых радиационному воздействию противоречивы и 

скудны, часть своих экспериментальных исследований мы посвятили анализу вк-

яДНК и вк-мтДНК в плазме и моче облученных животных, с целью использования 

их для разработки чувствительных биомаркеров радиационного поражения [329]. 

 

 

1.3. Влияние радиопротекторов на функционирование митохондрий и 
целостность мтДНК в облученных клетках 

 

За последнее 25 лет произошел серьезный сдвиг в радиобиологической 

парадигме. Возникновение двунитевых разрывов яДНК и митохондриальной 

дисфункции, с повышением окислительного стресса, сегодня рассматривается как 

два критических события, приводящих к гибели клеток или к развитию отдаленных 

последствий в виде онкогенеза, нейродегенеративных заболеваний и других 

патологий человека. Если в процессе радиотерапии для подавления опухолевого 

роста требуется ингибирование репарации двунитевых разрывов яДНК, то для 

снижения лучевых нагрузок на нормальные ткани необходимо обеспечить защиту и 

подавление митохондриальных дисфункций [433]. 

Исследования, начатые 25 лет назад, показали, что при облучении клеток 

микропучками ионизирующих излучений наблюдалась индукция сестринских 

хроматидных обменов не только в клетках-мишенях, но и в клетках, находящихся 

вблизи и не подвергавшихся воздействию радиации. В прилежащих клетках также 

были установлены генные мутации, появление микроядер, ДР яДНК, активация 

экспрессии генов, нестабильность генома в нескольких поколениях клеток и их 

дальнейшая канцерогенная трансформация. Феномен индукции генотоксических 

эффектов в клетках, находящихся рядом с клетками-мишенями, подвергавшихся 

облучению, получило название «эффекта свидетеля» [330, 433]. Эффект свидетеля 
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наблюдается не только при облучении клеток целиком, но даже и при облучении 

микропучком только цитоплазмы (не затрагивая ядро). Важнейшими мишенями 

радиационного повреждения в цитоплазме становятся именно митохондрии. Это 

подтверждается многими исследованиями. Так, эффект свидетеля затормаживается в 

нормальных клетках при введении в среду их инкубации ингибиторов 

митохондриальных функций. Частота мутаций яДНК, при облучении цитоплазмы 

клеток микропучком альфа-частиц, значительно выше, чем частота мутаций, 

выявляемых при облучении ядер тех же клеток. Облучение цитоплазмы клеток 

дикого типа (ρ+ клетках) ИИ с высокими ЛПЭ индуцировало образование 

двунитевых разрывов и окислительные повреждения яДНК, тогда как в клетках (ρ0 

клетках), лишенных мтДНК, этих повреждений яДНК не было – в них не 

функционировали процессы окислительного фосфорилирования и генерации 

активных форм кислорода и азота (АФК/А) [331, 433]. Развитие исследований по 

данному направлению, возможно, также позволит понять механизмы абскопальных 

эффектов, возникающих в процессе радиотерапии опухолей. 

Радиационное повреждение мтДНК, отсутствие ее эффективной репарации и 

нарушение функций митохондрий с повышенной генерацией АФК/А оказывают 

влияние на пострадиационное развитие целого комплекса эффектов на уровне клеток 

и всего организма млекопитающих. Нарушаются биоэнергетические, 

биосинтетические и сигнальные процессы в митохондриях. Изменение экспрессии 

мутантных генов мтДНК с синтезом дефектных белков, кодируемых ими, приводит 

к пертурбации системы цепи переноса электронов и синтеза АТФ. Это приводит к 

«перепроизводству» АФК/А, к усилению окислительного стресса, который 

способствует дальнейшему повреждению мтДНК и дисфункции митохондрий – 

таким образом формируются «порочные круги» на длительный пострадиационный 

период [332, 333, 433, 434]. Возникновение хронического повышенного 

окислительного стресса, обусловленного АФК/А, является важнейшим индуктором 

нестабильности генома. В клетках тканей человека НСГ может иметь 
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катастрофические последствия для развития многостадийного механизма 

радиационного канцерогенеза, а также является фактором многих 

нейродегенеративных и других патологий. НСГ, регистрируемая в клетках тканей 

пациентов после радиотерапии опухолей, рассматривается как важнейшая стадия 

развития отдаленных последствий радиационного воздействия [334, 433, 434]. 

Традиционно, для снижения АФК/А, используются антиоксиданты. В 

литературе представлено большое количество таких соединений, способных снижать 

повреждения клеток и многоклеточных организмов. Тем не менее, лицензии для их 

клинического применения получены только на несколько препаратов. Поскольку, 

основным внутриклеточным источником АФК/А (90%) являются митохондрии, 

препараты указанных классов имеют ограниченный доступ в эти органеллы, для 

подавления повышенного уровня окислительного стресса в облученных клетках. 

Многие соединения не способны преодолевать барьер внутренней 

митохондриальной мембраны.  

Амифостин, наиболее эффективный радиопротектор, созданный по программе 

радиозащитных средств армии США (один из 4400 соединений), является 

препаратом, рекомендованным к клиническому применению. Исключительность 

амифостина заключается в том, что после отщепления от него фосфатной группы 

(щелочной фосфатазой мембраны) он приобретает способность переходить в 

митохондрии.  

В последнее время разработан новый подход снижения радиационных 

повреждений, основанный на использовании митохондриально направленных 

антиоксидантов. Созданы десятки препаратов, которые проявляют повышенные 

радиопротекторные и радиомитигаторные свойства. Радиопротекторы, которые 

ранее считались недостаточно эффективными, при их конъюгации с 

трифенилфосфонием (ТФФ) способны преодолевать мембранный барьер - проникать 

в митохондрии и подавлять повышенный окислительный стресс [335, 433].  
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Наряду с этим, имеются соединения, способные преодолевать мембранный 

барьер митохондрий и без привязки к ТФФ. К таким соединениям относятся 

мелатонин (N-ацетил-5-метокситриптамин «гормон сна») и метформин (N, N′-

диметилбигуанидин [434]. 

Мелатонин представляет значительный интерес как антиоксидант, 

снижающий эффекты воздействия различных токсических факторов, включая 

воздействия ИИ [434]. Мелатонин является древним антиоксидантом, который 

является защитником ДНК от окисления. Мелатонин цианобактерий, которые 

существовали на Земле миллиарды лет тому назад, содержится и в клетках человека. 

Согласно эндосимбиотической теории (происхождения митохондрий), древние 

бактерии превратились в митохондрии эукариот. Они сохранили способность 

синтезировать мелатонин. Таким образом, мелатонин не только поглощается 

митохондриями, но и продуцируется этими органеллы. Мелатонин можно 

рассматривать как природный, митохондриально нацеленный, мощный 

антиоксидант. У позвоночных мелатонин является основным продуктом эпифиза, 

что объясняет его увеличение в сыворотке крови во время темной фазы суток, но 

также он вырабатывается многими другими органами и типами клеток. Мелатонин 

содержится в одноклеточных организмах, грибах, растениях и во всех клетках 

животных и человека [434]. 

Согласно нашим наблюдениям, введение мелатонина мышам, за 30 мин до их 

облучения и через 20 мин после облучения летальными дозами рентгеновских лучей, 

оказывает достаточно выраженные эффекты повышения их выживаемости [435]. 

Мелатонин способен защищать ДНК и другие клеточные макромолекулы от 

возникновения повреждений, вызываемых эндогенными АФК/А, активирует 

экспрессию антиоксидантных ферментов и стимулирует активность репарационных 

систем. Мелатонин снижает окислительный стресс и воспалительные процессы во 

всех тканях млекопитающих и оказывает антиканцерогенное, геропротекторное, 

нейропротекторое и иммуномодулирующее действие [336,337, 434, 435]. 
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В ряде клинических публикаций указывается, что введение мелатонина 

пациентам, отдельно или в сочетании с традиционной лучевой терапией, приводит к 

благоприятным эффектам и снижению токсичности при лечении различных видов 

рака [338,339, 434, 435]. В этих работах рассматривается возможность 

использования мелатонина в качестве радиопротектора для защиты и нормальных 

тканей в процессе радиотерапии опухолей. Установлена способность мелатонина 

подавлять пролиферацию различных раковых клеток и модулировать экспрессию 

мембранных рецепторов в этих клетках, тем самым, снижая агрессивность опухоли к 

метастазированию [340]. 

Использование мелатонина в процессе радиотерапии оказывает выраженное 

антиангиогенное действие посредством снижения экспрессии генов, вовлеченных в 

развитие ангиогенеза. Результаты многих исследований также показывают, что 

мелатонин является полезным препаратом для использования в качестве адъюванта 

при лучевой терапии опухолей. 

Однако в настоящее время проведены только ограниченные исследования по 

выявлению защитного действия мелатонина на нормальные ткани, при проведении 

радиотерапии опухолей с использованием ИИ с высокой ЛПЭ.  

Таким образом, мощный радиозащитный эффект мелатонина, низкая 

токсичность, способность подавлять митохондриальную дисфункцию, способность 

проникать в митохондрии различных типов клеток - является важной 

характеристикой данного соединения для его использования в качестве средства, 

снижающего радиационно-индуцируемые повреждения, в том числе в нормальных 

близлежащих тканей при проведении радиотерапии опухолей. 

Поэтому в настоящей работе были проведены исследования влияния 

мелатонина на ряд маркеров повреждений в тканях мышей при введении его до и 

после облучения. 

Гибель клеток со структурно-функциональными нарушениями в тканях 

животных и человека представляет собой активный процесс, поддерживающий 
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обновление клеточных популяций, функциональную целостность и гомеостаз 

тканей. Наличие циркулирующих внеклеточных нуклеиновых кислот в 

биологических жидкостях животных и человека принято рассматривать как 

результат постоянно реализуемой клеточной гибели в их тканях. Ряд исследований 

показывает, что количественные или структурные изменения внеклеточной ДНК (вк-

ДНК) в составе “жидкой биопсии” можно рассматривать как биомаркеры для 

диагностической и прогностической оценки различных патологий, и больше всего 

при диагностике и в процессе терапии опухолей [341, 342]. 

Различные модуляторы клеточной гибели также позволяют оценивать их 

действия по изменению содержания вк-ДНК в биологических жидкостях животных 

и человека. Таким модуляторам относится N, N′-диметилбигуанидин [метформин 

(МФ)], который является пероральным гипогликемическим агентом, широко 

используемым в терапии сахарного диабета 2-типа [343]. Хотя молекулярные 

механизмы действия МФ остается непонятными [343], известно, что это лекарство 

снижает частоту возникновения онкогенеза у людей, и увеличивает 

продолжительность жизни у грызунов [344]. МФ также способствует повышению 

эффективности радиотерапии опухолей при его комбинированном применении [345, 

346].  

В исследовании Миллера и соавторов, которые показали, что при введении 

МФ мышам после их облучения происходит повышение выживаемости клеток 

селезенки в эндогенных колониях [347]. Недавно также показано, что метформин 

снижает индуцированный радиацией легочный фиброз у мышей [348]. 

В ряде исследований показано, что при воздействии ионизирующих излучений 

на клетки эукариот in vitro и in vivo в митохондриях, в результате нарушения 

системы цепи переноса электронов, происходит отсроченная пострадиационная 

повышенная генерация активных форм кислорода (АФК), которые вызывают 

повреждения ядерного генома [349, 350]. Повышенную генерацию АФК в 

митохондриях облученных клеток можно наблюдать в течение длительного времени. 
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Эти данные предполагают, что воздействие радиации вызывает митохондриальную 

дисфункцию, которая приводит к пролонгированному производству АФК и 

снижению синтеза АТФ [332]. Таким образом, поврежденные митохондрии 

становятся индукторами окислительного стресса, сохраняющегося после облучения 

клеток. Ранее было показано, что МФ способен блокировать активность комплекса I 

дыхательной цепи митохондрий, который является одним из источников генерации 

АФК [351, 352]. Известно, что МФ может накапливаться в митохондриях 

млекопитающих и влиять на окислительное фосфорилирование [353, 354]. 

С другой стороны, установлено, что метформин инициирует активность 

антиоксидантного фермента пероксиредоксина - PRDX-2 посредством сигналов 

митогормезиса [355]. Снижение генерации АФК, вызываемое МФ, сопровождается 

также снижением повреждений ДНК, включая накопление двунитевых разрывов 

ДНК и мутаций [356, 357].  

Таким образом, МФ в клетках организма животных, облученных 

ионизирующей радиацией, действует аналогично митохондриально-направленным 

соединениям, подавляющим пострадиационную генерацию АФК, и 

способствующим снижению повреждений ядерного генома и повышению 

выживаемости клеток или животных. 

На сегодняшний день известно, что МФ не только блокирует повышенную 

генерацию АФК в поврежденных митохондриях, но и способствует активации АМФ-

активируемой протеинкиназы (AMФK) [358, 359, 360]. Важнейшей причиной 

активация АМФК в облученных клетках может являться увеличение содержания 

АМФ и уменьшение пула молекул АТФ в результате ее расхода и нарушения ее 

синтеза в митохондриях клеток облученных животных [360, 361]. Известно, что МФ 

активируя АМФК, стимулирует биогенез митохондрий посредством ко-активаторов 

PGC-1α [361, 362], сопровождаемый удалением посредством митофагии 

поврежденных или нефункциональных органелл, для восстановления здоровой 

популяции митохондрий в клетках [363, 364]. 
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МФ, возможно, активирует удаление из тканей большего количества 

поврежденных клеточных образований, потенциальными для развития 

патологического нарушения [365]. Недавно был рассмотрен и идентифицирован 

новый класс препаратов, названный senolytics, которые избирательно удаляют из 

тканей поврежденные или стареющие клетки [366]. Возможно, МФ также 

способствует удалению, скорее всего, по механизму аутофагии клеток из тканей 

облученных животных в пострадиационный период, с которым связано повышение 

вк-ДНК в моче этих животных. Препараты, направленные на эти же факторы, 

выборочно вызывают гибель стареющих клеток [367]. 

Поскольку наличие циркулирующих внеклеточных нуклеиновых кислот в 

биологических жидкостях животных и человека принято рассматривать как 

результат постоянно реализуемой клеточной гибели в их тканях, в настоящей работе 

мы исследовали влияния МФ на экскрецию внеклеточной ядерной ДНК (вк-яДНК) и 

внеклеточной митохондриальной ДНК (вк-мтДНК) с мочой крыс, облученных 

рентгеновскими лучами, а также на выживаемость мышей и частоту образования МЯ 

в клетках их костного мозга. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1. Лабораторные животные 

 

 В работе использовались самцы мышей линии BALB/c 2-х месячного возраста 

(масса тела 30 г), а также самцы крыс линии Fisher-344 3-месячного возраста (масса 

тела 150 г), полученных из питомника филиала Института биоорганической химии 

РАН (Пущино, Московская обл.). Подопытные самцы грызунов проживали в 

нормальной, лабораторной среде с достаточным микроклиматом, в помещении с 

нормальным освещением. Питание животным было обеспечено в необходимом 

количестве, в свободном доступе. После того, как животные были подвергнуты 

эвтаназии, у них были взяты образцы тканей различных внутренних органов: 

головного и костного мозга, селезенки, а также плазма крови. У отдельных крыс 

проводили сбор мочи – до процедуры облучения и после. Все проведенные опыты 

были реализованы по нормативам распорядительного акта ECC Directive 

2010/63/EU. 

 

2.2. Облучение 

 

Животных подвергали общему воздействию рентгеновского излучения в дозах 

3, 5 и 8 Гр, группами по 5 животных в пластиковых контейнерах (мощность дозы 1 

Гр/мин) на рентгеновской установке “РТУ-12” (“Медрентген”, Россия) при 

напряжении 200 кВ и силе тока18 мA, с фильтрами 1 мм Al и 1 мм Cu. Краниальное 

облучение крыс проводили в дозах 3 и 5 Гр (протоны, E = 150 МэВ) на установке 

“Фазотрон” Медико-технического комплекса Лаборатории ядерных проблем ОИЯИ 

(Дубна).  



71 

 

2.3. Приготовление и условия введения препаратов животным 

 

Для растворения мелатонина (“Sigma-Aldrich”, США) использовалась 

кипяченная вода, остывшая до комнатной температуры. В воду добавлялся 0,1% 

диметилсульфоксида (ДМСО). В итоге получалась жидкость, в которой 

присутствовал мелатонин в 2,5% и 0,1% ДМСО. Раствор вводили мышам перорально 

в объеме 100 мкл, что соответствует дозам МЕЛ 125 мг/кг и ДМСО 0,1 мг/кг массы 

тела мыши [368]. Параллельно готовился состав с 0.1% ДМСО в целях применения в 

группе контроля эксперимента. Обе группы, участвующие в опыте, насчитывали по 

пять особей животных. Состав вливали в питьевую воду в течение 24 и 48 ч особям, 

которые уже получили основной объем данного состава через 20 мин после того, как 

была проведена процедура облучения, с учетом небольшого клиренса MEЛ [368]. 

Блеомицин (НПФ «Наукопрофи», Москва) вводили подопытным внутрь 

брюшной полости в объемах, равных 3, 7 и 10 мг/кг. 

Метформин (Merck, Darmstadt, Germany) был использован для животных, в 

расчете по 300 мг/кг массы тела, введение проводилось путем вливания в питьевую 

воду, которую употребляют мыши. Предложенный объем метформина (МФ) 

является безопасным, он не вызывает развитие токсичного влияния [369] и 

применение данного объема средства, в расчете 600 мг/кг массы тела в день на 

протяжении 9 месяцев не оказывало негативного воздействия на состояние почек 

[370]. Мышам вводили МФ за 25 мин до и через 15 мин, 6, 24 ч после облучения. 
 

2.4. Пострадиационная выживаемость животных 

 

Контроль над опытной группой особей производился в течение 30 суток, 

велось наблюдение за выживаемостью после проведения процедуры облучения. 
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Мониторинг реализовывали ежедневно, в одно и тоже время, все данные 

фиксировали. Обе группы животных, состояли из 30 подопытных. 

 

2.5. Микроядерный тест 

 

Цитогенетический анализ, по определению уровня образования МЯ в 

полихроматофильных эритроцитах (ПХЭ) костного мозга мышей проводили, как 

описано [371]. Мышей умерщвляли методом цервикальной дислокации через 24 ч 

после облучения. Красный костный мозг бедренной кости вымывали с помощью 

фетальной сыворотки теленка. Суспензию центрифугировали в течение 7 мин при 

1000 об/мин. Клетки ресуспендировали в сыворотке и готовили мазки, фиксировали 

метанолом и окрашивали методом May-Grunwald-Giemsa (Merck, Германия). Для 

всех подопытных были подготовлены по четыре слайда, в общей сложности были 

подсчитаны около 2000 ПХЭ. Подсчет ПХЭ с MЯ на слайдах осуществляли с 

помощью светового микроскопа с использованием иммерсионного масла с 

объективом х100 при общем увеличении х1000. 

 

2.6. Выделение ДНК 

 

Для экстрагирования ДНК из мозга и селезенки, применяли специальный 

комплекс QIAGEN Genomic Tip Kit и Genomic DNA Buffer, согласно всем 

прописанным рекомендациям, которые указаны в документации от компании, 

выпускающей данные наборы («QIAGEN», Германия).  

Сбор материала – крови, проводился в пробирки, в которых присутствовало 

ЭДТА. Далее пробы помещались в центрифугу, которая начинала работать в течение 

10 минут со скоростью оборотов 16 000 х g [372]. Далее материал подвергался 
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выделению ДНК, для чего использовались магнитные сорбенты [373] с применением 

комплекса реагентов «Magna™ DNA MegaPrep Plasma» («Лаборатория Изоген», 

Москва) в полном соответствии с инструкциями от компании – производителя. 

Свободную от клеток ДНК из мочи экстрагировали с помощью комплекса 

реактивов WizardPlus MiniprepsDNA Purification System, согласно всем прописанным 

рекомендациям, которые указаны в документации от компании, выпускающей 

данные наборы («Promega», США). 

 

2.7. Определение концентрации ДНК 

 

Для определения концентрационного содержания ДНК в тканях использовали 

Qubit («Invitrogen», США) и специальные реактивы Qubit™dsDNA AssayKits 

(«Invitrogen», США) согласно всем прописанным рекомендациям, которые указаны в 

документации от компании, выпускающей данные наборы. Объем общего микса 

использовался из расчета количества образцов. На один образец выходил 1 мкл 

красителя и 199 мкл буфера. Далее для измерения каждого образца использовали 190 

мкл буфера (содержащий краситель) и 10 мкл ДНК и помещали в прибор для 

измерения. 

 

2.8. Выделение РНК 

 

Выделение РНК проводили с помощью набора «Trizol RNA Prep 100» 

(«Лаборатория Изоген», Москва). Бралась пробирка, в которую выливали пробы в 

объеме 100 мкл, далее вводили тризол в количестве 1 мл и полученную жидкость 

активно смешивали до тех пор, пока не получался однородный раствор. Далее 

пробирки, в которых была разлита полученная суспензия, отправляли на 5 минут в 
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холодильник и выдерживали при температуре 4 градуса. Затем в образцы добавляли 

хлороформ в количестве 200 мкл, активно смешивали ингредиенты и отправляли 

образцы обратно в холодильник. В данном растворе происходит агрегация белка под 

воздействием фенола, который присутствует в составе суспензии. Фенол обладает 

более высокой степенью плотности, чем обычная вода. В том случае, если в воде 

присутствует достаточно большой объем различных веществ, соли, которые 

обладают способностью повышать плотность воды, тогда возможно в итоге 

получить инверсию фазы в течение экстракции, если фенол покрывает собой водную 

среду. Вода также обладает меньшей плотностью по сравнению с хлороформом. 

Если вводить последний ингредиент, то он повышает плотность данного состава, что 

препятствует инверсии стадии. После того, как сосуды с образцами находились в 

холодильнике в течение 5 минут и при температуре 4 градуса, пробирки ставили в 

центрифугу с частотой вращения ротора 1400 оборотов в минуту, чтобы отделить 

слои друг от друга. По окончании работы прибора было видно, что состав делится на 

фазы, которые образуются по итогам преобразования белка и РНК концентрируется 

сверху. Получившийся прозрачный состав аккуратно переливали в другой сосуд, 

чтобы не задевать прочие ингредиенты в пробирке, в которых содержатся протеины 

и ДНК. Далее, в ходе исследования, происходило концентрирование РНК, для чего 

добавляли изопропанол в количестве 600 мкл. Сосуды с составами помещали в 

холодильник с температурой минус 20 градусов и оставляли их на 30 минут. На 

следующем этапе сосуды помещали в центрифугу, которая работала в течение 15 

минут с частотой вращения ротора 14000 оборотов в минуту. В результате 

процедуры появлялся осадок на дне пробирки, который изымался, а затем 

подвергался сушке, которая длилась 10 минут. Далее вливали 50 мкл ЭкстраГена Е, 

ресуспендировали и подвергали нагреву 5 минут при 65°С, вторично вмешивали на 

вортексе в течение 15-20 секунд. 
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2.9. Определение концентрации РНК 

 

Для определения концентрационного содержания РНК в тканях использовали 

Qubit («Invitrogen», США) и специальные реактивы Qubit™RNA AssayKits 

(«Invitrogen», США) согласно всем прописанным рекомендациям, которые указаны в 

документации от компании, выпускающей данные наборы. Объем общего микса 

использовался из расчета количества образцов. На один образец выходило 1 мкл 

красителя и 199 мкл буфера. Далее для измерения каждого образца использовали 190 

мкл буфера (содержащий краситель) и 10 мкл РНК и помещали в прибор для 

измерения. 

 

2.10. Обратная транскрипция для генов мРНК 

 

Два мкг РНК подвергали обратной транскрипции в кДНК с использованием 

обратной транскриптазы MMLV («Евроген», Россия) в соответствии с протоколом 

производителя в общем объеме реакции 20 мкл. В отрицательном контроле вводили 

5 мкл воды. Суспензию активно смешивали на вортексе, далее сосуды подвергали 

подогреву в термостате 40 минут при температуре 50°С. Чтобы остановить элемент 

обратной транскриптазы в сосуды добавляли 10 мкл «Стоп–смеси», затем 

инкубировали 10 мин при 95°С. Полученные пробы кДНК хранили при -20°С. 

 

2.11. Определение экспрессии генов мРНК методом ПЦР в реальном времени 

 

Анализ экспрессии генов техникой ПЦР в реальном времени проводили на 

приборе Prism 7500 («Applied Biosystems», США) с использованием набора 

qPCRmix-HS SYBR LowROX («Евроген», Россия) в соответствии с протоколом 
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производителя. Реакционная смесь содержала 4 мкл кДНК, разбавленной в 20 раз, и 

250 нМ каждого праймера. Последовательности праймеров приведены в таблице 2. 

Анализ кривых плавления был выполнен для всех генов, и специфичность, а также 

целостность продуктов ПЦР были подтверждены присутствием одного пика. 

Абсолютные значения экспрессии определяли по стандартной кривой, полученной в 

виде серии 10-кратных разведений объединенного образца кДНК. Уровни 

транскрипции генов-мишеней были нормализованы по уровню эталонного гена β-

актина. Нормализованные значения экспрессии генов анализировали с 

использованием программного обеспечения Prism GraphPad 7.0. Экспрессия гена у 

контрольных животных была принята за 100%. 

Таблица 2. Последовательности праймеров и зондов, использованные для 

амплификации. 

 

Локусы 

ДНК 

Размер 

п.н. 

Праймеры 

и зонды 

5'→3' последовательность 

Крысы 

Праймеры для анализа повреждений ДНК (ПЦР-ПФ) 

мтДНК 13,4 kb for 

rev 

AAAATCCCCGCAAACAATGACCACCC 

GGCAATTAAGAGTGGGATGGAGCCAA 

яДНК 12,5 kb for 

rev 

AGACGGGTGAGACAGCTGCACCTTTTC 

CGAGAGCATCAAGTGCAGGCATTAGAG 

кор мтДНК 235 for 

rev 

CCTCCCATTCATTATCGCCGCCCTTGC 

GTCTGGGTCTCCTAGTAGGTCTGGGAA 

кор яДНК 195 for 

rev 

GGTGTACTTGAGCAGAGCGCTATAAAT 

CACTTACCCACGGCAGCTCTCTAC 

Праймеры для анализа количества копий мтДНК 

mt-tRNA 73 for 

rev 

probe 

AATGGTTCGTTTGTTCAACGATT 

AGAAACCGACCTGGATTGCTC 

R6G-AAGTCCTACGTGATCTGAGTT-RHQ1 

GAPDH 80 for 

rev 

probe 

TGGCCTCCAAGGAGTAAGAAAC 

GGCTCTCTCCTTGCTCTCAGTATC 

FAM-CTGGACCACCCAGCCCAGCAA-RTQ1 
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Продолжение таблицы 

Праймеры для анализа мутантных копий мтДНК 

mt-tRNA 507 for 

rev 

CACACTCTCACTCGCATGAA 

TCCTTCCAATCTAGTTGAGG 

Праймеры для анализа экспрессии генов мРНК 

ND2 146 for 

rev 

ATGGCCTTCCTCACCCTAGT 

GTTAGGGGGCGTATGGGTTC 

CytB 130 for 

rev 

CACGCTTCTTCGCATTCCAC 

GGGATTTTGTCTGCGTCGGA 

ATP5O 110 for 

rev 

GCTGAAAATGGTCGCCTAGG 

AGGAAACGCTGTGGTCAC 

Mfn1 146 for 

rev 

CGCCTGTCTGTTTTGGTTGA 

GCATTGACTTCACTGGTGCA 

Fis1 110 for 

rev 

AAAGAGGAGCAGCGGGATTA 

TGGGGCTCAGTCTGTAACAG 

PGC-1α 121 for 

rev 

GCACCAGAAAACAGCTCCAA 

TTGCCATCCCGTAGTTCACT 

TFAM 115 for 

rev 

ATCAAGACTGTGCGTGCATC 

AGAACTTCACAAACCCGCAC 

β-Actin 147 for 

rev 

TCTTCCAGCCTTCCTTCCTG 

CAATGCCTGGGTACATGGTG 

Мыши 

Праймеры для анализа повреждений ДНК (ПЦР-ПФ) 

мтДНК 10,9 kb for 

rev 

GCCAGCCTGACCCATAGCCATAATAT 

GAGAGATTTTATGGGTGTAATGCGG 

яДНК 8,7 kb for 

rev 

TTGAGACTGTGATTGGCAATGCCT 

CCTTTAATGCCCATCCCGGACT 

кор мтДНК 117 for 

rev 

CCCAGCTACTACCATCATTCAAGT 

GATGGTTTGGGAGATTGGTTGATGT 

кор яДНК 110 for 

rev 

CTGCCTGACGGCCAGG 

GGAAAAGAGCCTCAGGGCAT 

Праймеры для анализа количества копий мтДНК 

ND4 115 for 

rev 

probe 

ATTATTATTACCCGATGAGGGAACC  

ATTAAGATGAGGGCAATTAGCAGT  

FAM-ACGCCTAAACGCAGGGATTTATTTCCTA-BHQ1 

GAPDH 214 for 

rev 

probe 

GTGAGGGAGATGCTCAGTGT 

CTGGCATTGCTCTCAATGAC 

ROX-TAAGAAACCCTGGACCACCCACCCC-BHQ2 

-actin 110 for 

rev 

probe 

CTGCCTGACGGCCAGG 

GGAAAAGAGCCTCAGGGCAT 

ROX-CATCACTATTGGCAACGAGCGGTTCC- BHQ-2 
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Продолжение таблицы 

Праймеры для анализа мутантных копий мтДНК 

 

ND3 534 for 

rev 

AGCTCTCCATTTATTGATGAGG 

GAGGTTGAAGAAGGTAGATGGC 

D-loop 2 437 for 

rev 

AGGCATGAAAGGACAGCAC 

ATAAGGCCAGGACCAAACC 

 

2.12. Определение количества копий мтДНК относительно яДНК методом ПЦР 
в реальном времени 

 

Относительное количество копий мтДНК определяли методом количественной 

ПЦР на оборудовании GeneAmpPCR system 7500 («Applied Biosystems», США) с 

использованием подхода TaqMan («Applied Biosystems», США) [374]. 

Количественную оценку числа копий мтДНК проводили по генам ND4 или тРНК, в 

качестве эндогенного контроля использовали ядерные гены GAPDH и β-актина. Для 

подсчета относительного количества мтДНК использовали формулу 2-ΔΔCT. 

Регистрацию флуоресценции проводили по трем повторам для каждого анализа. 

Олигонуклеотиды и их последовательность представлены в таблице 2. Условия 

проведения ПЦР были следующими: 5 мин при 95°С, при 40 циклах – 95°С / 30 сек, 

60°С / 1 мин. Анализ подсчета относительного количества копий мтДНК проводился 

с помощью ПО GeneAmpPCR system 7500 («Applied Biosystems», США), версия 3.0. 

За 100% были взяты данные контрольные группы. 

 

2.13. Определение повреждения и восстановления яДНК и мтДНК методом 
количественной ПЦР на протяженных фрагментах ДНК 

 

Для определения повреждения и репарации яДНК и мтДНК использовался 

метод количественной ПЦР на протяженных фрагментах ДНК (ПЦР-ПФ) [375]. 
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Принцип действия данного метода заключается в том, что некоторые типы 

повреждений (разрывы, аддукты, димеры, сшивки и т.д.) могут блокировать синтез 

цепи ДНК, в результате чего наблюдается снижение продукта ПЦР, что позволяет 

судить об изменении количества неповрежденных копий ДНК (Рис. 2).  

 

 

 

Рисунок 2 – Схема метода количественной ПЦР на протяженных фрагментах ДНК 

(ПЦР-ПФ) (пояснение в тексте). 

 

Для амплификации протяженных ампликонов использовали (2U/мкл) KAPA 

Long Range Hot Start Kit («KAPA Biosystems», США). Праймеры для ПЦР, 

использованные в этих анализах, приведены в таблице 2. Реакцию ПЦР проводили 

на амплификаторе Thermal Cycler 2720 («Applied Biosystems», США). Для 
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амплификации длинных фрагментов мтДНК стандартная программа термоциклера 

включала начальную денатурацию при 94°С в течение 5 минут, с 18 циклами при 

94°С в течение 30 секунд и 68°С в течение 12,5 минут и с конечной элонгацией при 

72°С в течение 10 мин. Для амплификации длинных фрагментов яДНК программа 

включала начальную денатурацию при 94°С в течение 5 минут и 28 циклов при 94°С 

в течение 30 секунд и 68°С в течение 12 минут с конечной элонгацией при 72°С в 

течение 10 минут. Предварительные анализы были проведены для обеспечения 

линейности амплификации ПЦР по отношению к числу циклов и концентрации 

ДНК. Поскольку амплификация небольшой области была бы относительно 

независимой от окислительного повреждения ДНК (низкая вероятность), небольшие 

фрагменты ДНК для яДНК и мтДНК также амплифицировали для нормализации 

данных, полученных с большими фрагментами. ПЦР-анализы проводили в трех 

экземплярах для каждого образца ДНК. Все амплифицированные продукты были 

разделены и визуализированы с помощью электрофореза в агарозном геле и 

количественно оценены с помощью системы Image Quant («Molecular Dynamics», 

USA) или VarsaDoc («Bio-Rad», USA). 

 

2.14. Определение мутантных копий мтДНК 

 

Анализ доли мутированных фрагментов мтДНК проводили с помощью 

специального набора Surveyor Mutation Detection Kit («Transgenomic», США), 

согласно инструкциям фирмы [376]. Входящая в состав набора растительная 

эндонуклеаза (Surveyor Nuclease) строго специфически разрезает обе нити ДНК (с 3' 

стороны) на участках с неспаренными основаниями, включая все замены оснований, 

вставки и делеции. Данный метод включает стадии получения ПЦР-ампликонов из 

фрагментов, полученных из тканей облученных и контрольных животных. Далее 

получение гетеродуплексов путем гибридизации этих ПЦР-ампликонов облученных 
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и контрольных животных, и обработка полученных гетеродуплексов ферментом 

Surveyor Nuclease с последующим разделением продуктов ее расщепления 

электрофорезом (рис. 3). 

Реакционная смесь ПЦР (общий объем 25 мкл) содержала: 75 мМ Трис-НСI, 

рН 8.8, 20 мМ (NH4)2SO4, 2.5 мМ МgCI2, 200 мкМ каждого dNTP, 250 нМ каждого 

праймера, 0.01% твин-20. В реакционную смесь вводили 1 нг ДНК и 1 суммарную 

единицу смеси Taq-и Pfu-полимераз («Thermo Fisher Scientific», США), которую 

вносили методом «горячего старта» после первичной денатурации ДНК-матриц при 

94°С в течение 4 минут. ПЦР проводили в режиме 35 циклов: денатурация 30 секунд 

при 94°С, отжиг 45 секунд при 62°С и элонгация 45 секунд при 72°С, после которых 

- завершающая инкубация 4 минуты при 72°С. Праймеры для ПЦР, использованные 

в этих анализах, приведены в таблице 2. ПЦР проводилась на программируемом 

термоциклере Терцик («НПФ-ДНК-Технология», Москва).  

После завершения реакции, все продукты ПЦР образцов ДНК были доведены 

до одинаковой концентрации путем добавления ТЕ буфера. Для получения 

гетеродуплексов смешивали равные объемы (по 7 мкл) ПЦР-ампликонов мтДНК 

облученных и контрольных животных, а также, ПЦР-ампликонов мтДНК двух 

контрольных животных. Смеси нагревали при 99°С в течение 10 мин и медленно 

охлаждали до 40°С (в течение 70 мин) при скорости снижения температуры 

0.3°С/мин. Затем образцы выдерживали 45 мин при комнатной температуре. К смеси 

гетеродуплексов добавляли 1/10 объема 0,15 М раствора MgCl2, 1 мкл Surveyor 

Enhancer S и 1 мкл Surveyor Nuclease S. Смесь инкубировали при 42°С в течение 60 

мин. Затем реакцию останавливали добавлением 1/10 объема Stop-раствора в 

соответствии с протоколом производителя («Transgenomic», США). Продукты 

расщепления эндонуклеазой анализировали с помощью электрофореза в 2,0% 

агарозном геле, окрашенном бромидом этидия. ПЦР-тестирование гетеродуплексов 

проводили в трех экземплярах для каждого образца ДНК. Интенсивность 

флуоресценции полос ДНК в гелях регистрировали с помощью AlphaImager Mini 
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System («Alpha Innotech», США). Отношение флуоресценции продуктов 

расщепления к общей интенсивности флуоресценции полос ДНК в геле (% ДНК, 

расщепленной Surveyor Nuclease) рассчитывали с использованием пакета программ 

ImageJ («Wayne Rasband», США). 

 

 

 

Рисунок 3 – Схема метода выявления мутаций мтДНК с использованием 

Surveyor эндонуклеазы (пояснение в тексте). К – контрольные; О – облученные. 
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2.15. Биохимические анализы уровней пероксида водорода, АТФ, малонового 

диальдегида и восстановленного глутатиона 

 

Для количественного определения содержания перекиси водорода (H2O2) в 

тканях мышей использовали набор Fluorimetric Hydrogen Peroxide Assay Kit 165 

(«Sigma-Aldrich», США). В этом наборе используется субстрат пероксидазы, 

генерирующий красный флуоресцентный продукт, уровень которого анализируется 

в 96 луночных черных микропланшетах с прозрачным дном. Все процедуры 

анализов проводили согласно рекомендациям производителя. Количество Н2О2 

рассчитывали на основе стандартной кривой, полученной с использованием 

концентрационного ряда раствора Н2О2, полученного путем разбавления 30% 

раствора Н2О2 сверхчистой водой. Каждый тестируемый образец был выполнен в 

трех экземплярах. Данные получены от мышей по 6 шт. в каждой группе. 

Количество Н2О2 выражали в наномолях на мг белка, с использованием стандартной 

кривой. Белок в этих и других анализах оценивали по методу Lowry et al [377] с 

использованием бычьего сывороточного альбумина в качестве стандарта. 

Содержание АТФ определяли, придерживаясь рекомендации указанных в 

работе [378]. АТФ из гомогенатов тканей извлекали после удаления белков ТЕ-

буфером насыщенным фенолом. Для измерения уровня АТФ использовали 

люциферин-люциферазный набор с микропланшетным люминометром GloMax 96 

(«Promega», США). Для оценки концентрации АТФ использовали стандартную 

кривую в нмоль на мг белка. Данные были нормализованы к общему белку, а 

уровень тканевого АТФ выражен в μмолях на 100 мг белка. 

Изменение содержания МДА в ткани селезенки мы определяли по реакции с 

тиобарбитуровой кислотой (ТБК), согласно методу Бюге и Ауста [368]. Для этого 

ткани селезенки гомогенизировали в лизисном буфере (50 мМ Трис-Cl, 1% NP-40, 

0,2% дезоксихолата натрия, 0,1% SDS, 150 мМ NaCl и 1 мМ ЭДТА). Далее один 

объем лизата тканей смешивали с двумя объемами реагента ТБК (15% TХУК, 
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0,375% TБК и 0,25 н HCl) с последующей инкубацией при 90°C в течение 30 мин. 

После охлаждения реакционную смесь центрифугировали при 10 000 об/мин в 

течение 15 мин. Поглощение супернатанта измеряли при 533 нм. Уровень 

перекисного окисления липидов рассчитывали по содержанию МДА в наномолях на 

миллиграмм белка. 

Содержание ГЛТ оценивали по методу Эллмана [379]. Ткани 

гомогенизировали в лизисном буфере, как указано при определении МДА. К 0,2 мл 

гомогената ткани добавляли 1,8 мл 0,05 М ЭДТА и 3 мл осаждающего реагента 

(содержащего 1,67 г НРОЗ, 0,2 г двунатриевой соли ЭДТА и 30 г NaCl на 1 литр 

воды). После тщательного перемешивания смесь выдерживали в течение 5-7 мин, 

затем центрифугировали. Этот шаг способствует отделению ГЛТ (в супернатанте) от 

остальной части белков и других клеточных элементов (в осадке). Затем к одному 

объему супернатанта добавляли два объема 0,3 М раствора Na2HPO4 и 0,5 объема 

DTNB (5,5′-дитиобис-2-нитробензойной кислоты). Поглощение определяли при 412 

нм против смеси растворов без добавок биоматериала. ГЛТ оценивали в наномолях 

на мг белка, с использованием стандартной кривой. 

 

2.16. Статистическая обработка экспериментальных данных 

 

 Статистический анализ был выполнен с использованием программного 

обеспечения GraphPad Prism 8.0 (San Diego, CA, США). Для оценки значимости 

различий применяли критерий Стьюдента и непараметрические критерии Манна-

Уитни. В экспериментах на выживание различия между группами сравнивали по 

точному критерию Фишера. Результаты исследований представлены как среднее 

арифметическое ± стандартная ошибка среднего (±SEM). Статистическая 

значимость была установлена при p≤0,05. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

3.1. Исследование репарации яДНК, восстановления уровня копий мтДНК, а 
также экспрессии генов, участвующих в окислительном фосфорилировании, 

регуляции биогенеза и динамики митохондрий в разных структурах головного 
мозга крыс (гиппокамп, кора, мозжечок) после радиационного воздействия 

 

Результаты эпидемиологических исследований лиц, выживших после атомной 

бомбардировки, а также пациентов, перенесших радиотерапию опухолей, 

указывают, что критическими отдаленными последствиями радиационного 

повреждения мозга являются когнитивные нарушения и индукция онкогенеза [380, 

381, 436]. Если радиационная индукция опухолей мозга обусловлена в основном 

повреждением глиальных клеток, то возникновение когнитивных дисфункций во 

многом определяется повреждением нервных стволовых клеток и нарушением 

нейрогенеза в гиппокампе [382, 436]. Хотя результаты многих исследований на 

разных уровнях выявили различные структурно-функциональные нарушения в 

разных отделах головного мозга после радиационного воздействия, многое еще 

остается неопределенным. Особенно это касается выяснения начальных 

молекулярно-клеточных нарушений, провоцирующих дальнейшее развитие 

нейродегенеративных и других отдаленных последствий [436]. 

Результаты ряда исследований свидетельствуют о том, что в развитии 

нейродегенеративных нарушений и инициации онкогенеза ключевую роль играют 

нарушения функций митохондрий [383, 384, 436]. Известно, что активность 

нейронов головного мозга зависит от чрезвычайно высокого уровня энергетической 

поддержки в виде молекул АТФ, поставляемых митохондриями. Накопленные за 

последние годы результаты исследований указывают, что важнейшей мишенью 

радиационного поражения, наряду с ядром, являются митохондрии. Структурные и 
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функциональные нарушения, индуцируемые радиацией в этих органеллах, 

оказывают влияние на пострадиационное развитие целого комплекса эффектов на 

уровне клеток и целого организма животных и человека [436]. 

Митохондриальные функции тесно связаны с целостностью мтДНК. Число 

копий мтДНК на клетку в ткани мозга более чем в 2–3 раза выше, чем в клетках 

печени и десятки раз выше, чем в других тканях [385, 386, 436]. Повреждение 

мтДНК полностью отражается на функциях митохондрий [387, 436] с нарушением 

активности комплексов окислительного фосфорилирования и усилением генерации 

активных форм кислорода и азота (АФК/А), сопряженной с синтезом АТФ. При этом 

согласно данным, полученным на различных клетках, повышенная генерация 

АФК/А сохраняется в течение длительного пострадиационного времени и приводит 

к резкому усилению оксидативного стресса в облученных клетках [11, 332, 436]. 

Усиление отсроченного окислительного стресса в клетках, подвергшихся 

радиационному воздействию, может вызвать повреждения ядерного генома и 

инициацию его нестабильности [88, 436], которая занимает центральное место в 

индукции канцерогенеза [388, 436]. Нестабильность генома также является фактором 

нейродегенеративных заболеваний [389, 436]. 

Поэтому в ходе выполнения данного этапа работы были изучены репарация 

ядерной ДНК (яДНК) и изменения целостности митохондриальной ДНК (мтДНК), а 

также экспрессия генов, поддерживающих функции митохондрий, в трех областях 

головного мозга (гиппокамп, кора и мозжечок) крыс после рентгеновского 

облучения всего тела в дозе 5 Гр [436]. 

На рисунке 4 представлены результаты анализов по оценке наличия 

повреждений и их репарации в мтДНК и яДНК в участках головного мозга 

(гиппокампа, коры и мозжечка) крыс, подвергнутых воздействию рентгеновского 

излучения. На рисунке 4А представлены образцы электрофореграмм ПЦР-ПФ 

ампликонов мтДНК и яДНК, а на рисунке 4Б даны результаты количественного 

анализа полученных продуктов ПЦР-ПФ [436].  
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Рисунок 4 – Анализ повреждений и репарации мтДНК и яДНК в разных отделах 

головного мозга крыс через 2, 6 и 24 часа после воздействия рентгеновского 

излучения в дозе 5 Гр. Амплифицировали длинные фрагменты мтДНК (13,4 тыс. 

п.н.) и яДНК (12,5 тыс. п.н.). Эти данные были нормализованы к коротким 

фрагментам мтДНК (235 п.н.) и яДНК (195 п.н.), полученными с использованием 

того же образца ДНК. (A) – Гель-электрофорез продуктов ПЦР-ПФ мтДНК и яДНК, 

извлеченных из разных отделов головного мозга крыс через 2, 6 и 24 ч после 

облучения (здесь и на других рисунках контроль – необлученные крысы). (Б) – 

Количественный анализ ампликонов ПЦР-ПФ мтДНК и яДНК, извлеченных из 

разных отделов головного мозга крыс через 2, 6 и 24 ч после облучения. Данные 

представлены как среднее ±SEM от 4-5 независимых экспериментов. Статистическая 

значимость была установлена на уровне * p<0,05, ** p<0,01. 
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Можно видеть, что уровень синтезируемых продуктов ПЦР-ПФ яДНК и 

мтДНК, выделенных из участков головного мозга крыс через 2 часа после их 

облучения, существенно ниже по сравнению с таковым у контрольных 

(необлученных) крыс. Этот результат указывает на наличие повреждений в образцах 

яДНК и мтДНК облученных крыс. Результаты анализов показывают также, что 

количество амплифицируемых продуктов ПЦР-ПФ становится больше при введении 

в реакционную смесь образцов ДНК, выделенных из участков мозга крыс через 6 и 

24 часа после их облучения. Очевидно, что возрастание количества 

синтезированного продукта в реакциях с этими образцами ДНК обусловлено 

снижением повреждений, способных снижать активность ДНК-полимеразы [436].  

Вместе с тем, видно, что синтез ампликонов мтДНК, при введении в реакцию 

образцов общей ДНК из трех участков мозга крыс, выделенных через 24 после их 

облучения, происходит более активно, чем таковой в реакции с яДНК. При этом 

синтез ампликонов мтДНК из всех трех участков мозга одинаково возрастает, 

достигая результатов, получаемых с контрольными образцами мтДНК. Однако, 

столь активного роста ПЦР-ПФ-ампликонов как с мтДНК, в случае реакции с яДНК, 

не наблюдалось. Более того, результаты, полученные с яДНК, из трех участков мозга 

различаются. В этом случае, статистически достоверные повышения продуктов 

ПЦР-ПФ выявляются в реакциях с образцами яДНК из коры и мозжечка, по 

сравнению, с таковым с яДНК выделенной из гиппокампа этих же крыс. Если 

полагать, что увеличение синтеза продукта ПЦР-ПФ яДНК в пострадиационный 

период обусловлено репарацией части ее повреждений, способных блокировать 

ДНК-полимеразу, то вряд ли это может быть связано с относительно резким 

увеличением синтеза продуктов мтДНК из этих же тканях мозга. В данном случае, 

можно полагать, что наблюдаемое увеличение продукта ПЦР-ПФ мтДНК 

обусловлено, скорее всего, пострадиационной активацией биогенеза митохондрий с 

синтезом мтДНК в тканях мозга облученных крыс [436]. 
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Предполагаемая пострадиационная активация биогенеза митохондрий 

согласуется с результатами анализов, полученных методом ПЦР в реальном 

времени, которые показывают, что количества копий мтДНК увеличиваются 

относительно яДНК в регионах головного мозга крыс (гиппокампа, коры и 

мозжечка) в течение 6-24 часов пострадиационного времени (рис. 5) [436]. 

 
 

 

 

Рисунок 5 – Содержание фрагментов мтДНК, относительно яДНК в разных 

отделах головного мозга крыс через 2, 6 и 24 часа после воздействия рентгеновского 

излучения в дозе 5 Гр. Данные представлены как среднее ±SEM от 4-5 независимых 

экспериментов. Статистическая значимость была установлена на уровне * p<0,05, ** 

p<0,01. 

 

При инициации репликативного синтеза с вовлечением поврежденных мтДНК, 

посредством ДНК-полимеразы γ, можно было ожидать появление новых копий 

мтДНК с мутациями и делециями в клетках головного мозга крыс, после их 

облучения ИИ [436]. 
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Результаты анализов мутантных копий мтДНК в разных отделах головного 

мозга крыс, подвергнутых воздействию рентгеновского излучения в дозе 5 Гр 

представлены на рисунке 6. 

 

 

 

Рисунок 6 – Анализ мутантных копий мтДНК в разных отделах головного 

мозга крыс через 2, 6 и 24 часа после воздействия рентгеновского излучения в дозе 5 

Гр. (А) – Электрофореграммы продуктов расщепления нуклеазой гетеродуплексов 

ПЦР-ампликонов мтДНК (ген tRNA, 507 п.н.). (Б) – Процент расщепления нуклеазой 

гетеродуплексов. Данные представлены как среднее ±SEM от 4-5 независимых 

экспериментов. Статистическая значимость была установлена на уровне * p<0,05, ** 

p<0,01. 
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Данные показывают, что во всех трех участках головного мозга облученных 

крыс возникает резкое увеличение количества мутантных копий мтДНК (рис. 6А). 

Так, к 24 часам после облучения количество мутантных копий мтДНК в участках 

мозга достигает около 10-20% от общего количества копий мтДНК в этих тканях 

(рис. 6Б) [436]. 

В регионе гиппокампа наблюдается самый больший активный рост мтДНК с 

мутациями. Так, в гиппокампе статистически достоверное повышение мутантных 

копий мтДНК, по сравнению с данными анализа мтДНК коры и мозжечка, 

наблюдается к 6 и 24 часам после облучения крыс (рис. 6Б) [436]. 

 Аналогичные результаты по определению уровня мтДНК и их мутантных 

копий в разных тканях мозга крыс были получены после краниального воздействия 

протонов (150 MeV) в дозах 3 и 5 Гр [436].  

 На рисунке 7 представлены результаты анализов, полученных методом ПЦР в 

реальном времени, которые показывают, что количества копий мтДНК 

увеличиваются относительно яДНК в регионах мозга крыс (гиппокампа, коры и 

мозжечка) в течение 2-24 часов после краниального облучения в дозах 3 и 5 Гр. При 

этом максимальные повышения количества копий мтДНК регистрировалось в 

гиппокампе. Синтез с вовлечением поврежденных молекул мтДНК посредством 

ДНК-полимеразы γ, как было сказано ранее, может происходить с появлением новых 

копий мтДНК с мутациями и делециями в клетках головного мозга крыс после их 

облучения [436]. 
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Рисунок 7 – Активация синтеза мтДНК в тканях разных отделов мозга крыс через 2, 

6, 24 часа после облучения головы протонами 150 МэВ. По оси абсцисс: время после 

облучения; по оси ординат: изменение соотношения уровня ПЦР ампликонов 

мтДНК (по гену тРНК) к яДНК (по гену GAPDH) в % относительно контроля. (А) - 

крысы, облученные в дозе 3 Гр; (Б) - крысы, облученные в дозе 5 Гр. Здесь и на 

рисунке 9 статистическая значимость была установлена на уровне р значений <0.05 

(*), <0.01 (**), <0.001 (***), р <0.05 считалось статистически значимым. 

 

Для оценки мутантных копий мтДНК дополнительно использовались 

временные точки через 2 недели, 1 и 2 месяца после облучения в дозе 3 Гр. От 

исследований после облучения в дозе 5 Гр на эти же сроки воздержались так, как 

возможна гибель крыс при облучении протонами. На рисунке 8 изображены 

типичные электрофореграммы продуктов Surveyor-эндонуклеазного расщепления 

гетеродуплексов ПЦР-ампликонов мтДНК. Степень расщепления этим ферментом 

гетеродуплексов зависит от наличия в них сайтов с неспаренными основаниями, 
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которые могли формироваться благодаря наличию мутаций в определенном 

количестве копий мтДНК в тканях головного мозга облученных крыс [437].  

 

 

 

Рисунок 8 – Электрофорез гетеродуплексов ПЦР-ампликонов мтДНК (507 bp) из 

тканей разных отделов мозга крыс после облучения головы протонами 150 МэВ. 

Анализы проводились после обработки гетеродуплексов ПЦР-ампликонов образцов 

мтДНК, посредством Surveyor-нуклеазой, специфически узнающей неспаренные 

основания (мутантные сайты мтДНК). (А) - крысы, облученные в дозе 3 Гр; (Б) - 

крысы, облученные в дозе 5 Гр. Время после облучения, часы (после облучения в 

дозе 3 Гр: часы, недели, месяцы); а - гиппокамп, б - кора, в - мозжечок. К - 

гетеродуплексы ампликонов мтДНК необлученных крыс, M - маркер молекулярного 

веса. Электрофоретически подвижные фрагменты - результат расщепления 

мутантных копий мтДНК. 
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 На электрофореграммах можно заметить также, что количество продуктов 

эндонуклеазного расщепления гетеродуплексов различается в зависимости от дозы 

облучения и времени после облучения крыс. Суммарное количество продукта, 

отщепленного эндонуклеазой от гетеродуплексов, регистрируемое в данных 

анализах, можно условно считать соответствующим числу мутантных копий в 

амплифицируемых образцах одинакового количества общей ДНК, выделенных из 

тканей головного мозга крыс [437]. 

 Для сравнительного анализа результатов исследования количественно 

регистрировался процент отщепившихся продуктов (% расщепления 

гетеродуплексов), в результате действия Surveyor-эндонуклеазы, по отношению к 

интегральной интенсивности полос ДНК на гелях электрофореграмм, как указано 

выше. Обобщенные результаты независимых повторных анализов продуктов, 

отщепляемых гетеродуплексов, представлены на рисунке 9 [437].  

Результаты анализов показывают, что во всех трех участках головного мозга 

облученных крыс в дозах 3 и 5 Гр возникает резкое увеличение количества 

мутантных копий мтДНК (Рис. 9). Так, к 24 часам после облучения в дозе 5 Гр 

количество мутантных копий мтДНК в участках мозга достигает около 25-35% от 

общего количества копий мтДНК в этих тканях. При облучении крыс в дозе 3 Гр 

максимальный уровень мутантных копий мтДНК регистрируется через 2 недели и 

составляет около 20-30%, в последующие же сроки после облучения крыс 

количество мутантных копий существенно снижается. В регионе гиппокампа 

наблюдается самый больший активный рост мтДНК с мутациями. Так, в гиппокампе 

статистически достоверное повышение мутантных копий мтДНК, по сравнению с 

данными анализа мтДНК коры и мозжечка, наблюдается к 6 и 24 часам после 

облучения крыс в дозе 5 Гр (Рис. 9). При облучении крыс в дозе 3 Гр в гиппокампе 

статистически достоверное повышение мутантных копий мтДНК, по сравнению с 

данными анализа мтДНК коры и мозжечка, регистрируется через 24 часа и 2 недели 

после их облучения [437]. 



95 

 

 

 

Рисунок 9 – Изменение относительных уровней (гетероплазмии) мутантных копий 

мтДНК (% расщепления Surveyor-нуклеазой гетеродуплексов ПЦР-ампликонов 

мтДНК) в тканях разных отделов мозга крыс после облучения головы протонами 150 

МэВ. А - крысы, облученные в дозе 3 Гр; Б - крысы, облученные в дозе 5 Гр. По оси 

абсцисс: время после облучения часы (после дозы 3 Гр: часы, дни, месяцы); по оси 

ординат: количество мутированной мтДНК в % к общей мтДНК. 

 

 Таким образом, полученные результаты показывают, что увеличение 

количества копий мтДНК в различных участках головного мозга крыс, облученных 

как Х-лучами, так и протонами сопряжено появлением копий мтДНК с мутациями 

[436, 437]. 

 Появление новых мутантных копий мтДНК может привести к 

митохондриальной дисфункции с повышением окислительного стресса в регионах 

головного мозга [436].  
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 Результаты анализа экспрессии генов, участвующих в окислительном 

фосфорилировании в трех областях мозга у крыс, облученных рентгеновским 

излучением, показаны на рисунке 10.  

  

 
 

 

Рисунок 10 – Изменение экспрессии генов окислительного фосфорилирования 

(ND2, CytB, АТР5О) в различных отделах головного мозга крыс через 2, 6, 24 часа 

после воздействия рентгеновского излучения в дозе 5 Гр. К – контрольные 

(необлученные крысы). Уровень экспрессии генов у необлученных крыс выражен 

как 1. Данные представлены как среднее ±SEM от 4-5 независимых экспериментов. 
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Статистическая значимость была установлена на уровне * p<0,05, ** p<0,01, *** 

p<0,001. 

 

 Эти результаты включают информацию, полученную после анализа 

транскриптов генов, кодируемых мтДНК (ND2 является компонентом комплекса I, а 

CytB является компонентом комплекса III), а также ядерным ДНК-кодируемый ген 

ATP5O, компонент комплекса V (субъединица АТФ-синтазы). По результатам 

анализов достоверное снижение экспрессии трех генов (ND2, CytB, ATP5O) 

регистрировалось во всех тканях мозга крыс через 24 часа после их облучения. Более 

выраженное снижение экспрессии этих генов в постлучевой период наблюдается в 

гиппокампе и мозжечке (рис. 10) [436]. 

Результаты анализа экспрессии двух генов яДНК, кодирующих 

митохондриальную транскрипцию фактор А (TFAM) и гамма-коактиватор рецептора, 

активируемого пролифератором пероксисом 1-альфа (PGC-1), которые участвуют в 

регуляции репликации, транскрипции мтДНК и митохондриальных биогенеза, 

представлены на рисунке 11 [436]. 

На этом же рисунке представлены результаты анализа уровней транскриптов 

генов Mfn1, Fis1, регулирующих слияние и деление митохондрий. Полученные 

данные показывают, что к 24 часам пострадиационного времени происходит 

значительное увеличение транскриптов TFAM и PGC-1 в трех областях головного 

мозга. Что касается генов Mfn1 и Fis1, контролирующих слияние и деление 

митохондрий, то изменение их экспрессии регистрировалось только в гиппокампе. 

Снижение экспрессии Mfn1 и Fis1 в гиппокампе возникает через 6 и 24 ч после 

воздействия рентгеновского излучения (рис. 11) [436]. 
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Рисунок 11 – Изменение экспрессии генов регуляции биогенеза, транскрипции 

(TFAM, PGC-1α) и динамики митохондрий (Mfn1, Fis1) в различных отделах 

головного мозга крыс через 2, 6, 24 часа после воздействия рентгеновского 

излучения в дозе 5 Гр. К – контрольные (необлученные крысы). Уровень экспрессии 

генов у необлученных крыс выражен как 1. Данные представлены как среднее ±SEM 

от 4-5 независимых экспериментов. Статистическая значимость была установлена на 

уровне * p<0,05, ** p<0,01. 
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Итак, в митохондриях в трех областях головного мозга после воздействия 

рентгеновского излучения в дозе 5 Гр происходит резкое снижение экспрессии 

генов, участвующих в окислительном фосфорилировании. Кроме того, происходит 

увеличение активности ядерных генов, контролирующих митохондриальный 

биогенез в тканях мозга облученных крыс [436]. 

Таким образом, полученные результаты показывают, что репарация 

повреждений яДНК в различных отделах мозга крыс, после воздействия 

рентгеновского излучения, протекает медленно. Однако наблюдается активация 

синтеза мтДНК с повышенным уровнем гетероплазмии (мутантных копий мтДНК). 

Очевидно увеличение количества копий мтДНК является результатом активации 

ядерных генов, контролирующих биогенез митохондрий. Можно полагать, что 

повышенный уровень гетероплазмии мтДНК приводит к пертурбации работы 

комплексов окислительного фосфорилирования и генерации повышенного уровня 

АФК/А, которые индуцируют дополнительные повреждения яДНК. Снижение 

экспрессии ядерных генов, регулирующих динамику митохондрий, вероятно, 

способствует уменьшению элиминации дисфункциональных органелл из ткани 

мозга, воздействуя, прежде всего, на клетки гиппокампа. Наблюдаемые изменения в 

разных областях головного мозга облученных крыс, могут привести к развитию 

отсроченных эффектов воздействия радиации. В связи с этим дальнейшие анализы 

уровня гетероплазмии мтДНК были проведены в более поздние сроки после 

рентгеновского облучения [436]. 
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3.2. Определение уровней мутантных копий и общего количества копий мтДНК 

в тканях головного мозга и селезенки мышей в зависимости от дозы облучения 
и пострадиационного периода 

 

 На рисунке 12 представлены типичные образцы электрофореграмм 

гетеродуплексов ПЦР-ампликонов мтДНК (гипервариабельного участка D-loop) 

после их инкубации с Surveyor эндонуклеазой. Можно видеть, что во всех случаях 

подавляющая часть гетеродуплексов (тяжелая полоса, около 400 п.н.) не поддается 

расщеплению этой эндонуклеазой. Вместе с тем на большинстве электрофореграмм 

видны полосы продуктов ферментного расщепления многих гетеродуплексов. 

Гетеродуплексы, полученные путем смешения ПЦР-ампликонов мтДНК тканей от 

двух необлученных мышей не подвержены существенному расщеплению Surveyor 

эндонуклеазой. Однако гетеродуплексы, полученные путем гибридизации 

ампликонов мтДНК облученных и контрольных мышей, Surveyor эндонуклеаза 

частично расщепляет. Это можно видеть на электрофореграммах гетеродуплексов, 

полученных гибридизацией ампликонов мтДНК контрольных мышей с ампликонами 

мтДНК мышей, облученных в дозах 1–5 Гр (рис. 12) [438]. 

Степень расщепления этим ферментом гетеродуплексов зависит от наличия в 

них сайтов с неспаренными основаниями, которые могли формироваться благодаря 

наличию мутаций в определенном количестве копий мтДНК из тканей облученных 

мышей. Растительная Surveyor эндонуклеаза строго специфически разрезает обе 

нити ДНК (с 3' стороны) на участках с неспаренными основаниями (включая все 

замены оснований, вставки и делеции) [390, 438]. На электрофореграммах можно 

заметить также, что количество продуктов эндонуклеазного расщепления 

гетеродуплексов, полученных путем смешения ампликонов мтДНК контрольных и 

облученных мышей, различается. Это различие зависит от дозы облучения и 

времени (8–28 сут) после облучения мышей (рис. 12) [438]. 
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Рисунок 12 – Электрофореграммы продуктов расщепление Surveyor эндонуклеазой 

гетеродуплексов ПЦР-ампликонов мтДНК (D-loop 2) тканей головного мозга и 

селезенки необлученных и облученных мышей (в дозах 1, 3, 5 Гр). М – маркер 

(стрелкой указан 400 п.н.). К – гетеродуплексы ампликонов мтДНК двух 

необлученных мышей, 1–3 – гетеродуплексы ампликонов мтДНК необлученных и 

облученных мышей соответственно через 8, 14, 28 сут после облучения. (А) – 

мтДНК головного мозга, (Б) – мтДНК селезенки. 

 

На рисунке 13 представлены анализы содержания мутантных копий мтДНК в 

тканях мозга и селезенки облученных мышей (в дозах 1-5 Гр).  

Из представленных данных, видно, что с увеличением дозы облучения мышей 

увеличивается и доля мутантных копий мтДНК в тканях головного мозга и 

селезенки. Как показано на кривых, если максимальные значения содержания 

мутантных копий мтДНК (% расщепления гетеродуплексов) регистрируется на 8-й 

день после облучения мышей, то в последующие пострадиационные сроки (14, 28 

дни) можно видеть их резкое снижение [438]. 
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Рисунок 13 – Содержание мутантных копий мтДНК (ген D-loop 2) в тканях 

головного мозга (А) и селезенки (Б) мышей после облучения в разных дозах. По оси 

абсцисс – доза облучения (Гр), по оси ординат – % расщепления гетеродуплексов. 1, 

2, 3 - время после облучения через 8, 14, 28 дней. 

 

Причем, это снижение более активно происходит в ткани селезенки, чем в 

ткани мозга. Наблюдаемое снижение мутантных копий мтДНК в тканях облученных 

мышей в пострадиационный период, возможно, связано с их селективной 

элиминацией или со снижением общего содержания копий мтДНК в этих тканях. 

Для выяснения этого вопроса необходимо было определить динамику изменения 

общего содержания копий мтДНК в тканях облученных мышей [438]. 

Результаты по определению изменения общего содержания копий мтДНК (по 

гену ND4) относительно яДНК (ген GAPDH) в тканях головного мозга и селезенки 

мышей после их облучения в дозах 1-5 Гр представлены на рисунке 14.  
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Видно, что статистически значимых изменений количества копий мтДНК в 

тканях мышей не регистрируется после их облучения (на 8-28 дни) в дозах 1 и 3 Гр. 

Однако содержание общего количества копий мтДНК в тканях облученных мышей 

(в дозе 5 Гр) на 25-40% достоверно ниже данных контрольной группы (рис. 14) 

[438]. 

 

Рисунок 14 – Изменение отношения количества копий мтДНК (ген ND4) к 

количеству яДНК (ген GAPDH) в тканях головного мозга (А) и селезенки (Б) мышей, 

облученных в дозах: 1, 3 и 5 Гр. По оси абсцисс (8, 14, 28) - дни после облучения; по 

оси ординат - отношение ND4 к GAPDH в процентах. За 100% приняты данные 

контрольных мышей. Данные представлены как среднее ±SEM от 4-5 независимых 

экспериментов. Статистическая значимость была установлена на уровне * p<0,05. 
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Таким образом, был обнаружен повышенный уровень мутантных копий 

мтДНК в тканях облученных мышей, который снижается в последующие сроки 

пострадиационного времени. Был зарегистрирован относительно стабильный 

уровень общего количества мтДНК в тканях облученных мышей в 

пострадиационный период, хотя он остается существенно ниже (при дозе облучения 

5 Гр), чем в тканях контрольных животных [438]. 

 

3.3. Изменения количества внеклеточных мутантных копий и общего 
содержания копий мтДНК в плазме крови мышей в пострадиационный период 

 

На рисунке 15А представлены образцы электрофореграмм гетеродуплексов 

ПЦР-ампликонов участка D-loop 2 вк-мтДНК плазмы после их инкубации с 

“Surveyor” нуклеазой. Вк-мтДНК, использованная в этих анализах (рис. 15), 

получена из плазмы мышей через 8, 14, 28 дней после облучения в дозах 1-5 Гр 

[438].  

 Можно видеть, что гетеродуплексы ПЦР-ампликонов вк-мтДНК плазмы 

необлученных мышей не подвержены существенному расщеплению “Surveyor” 

нуклеазой. Однако гетеродуплексы, полученные из ампликонов вк-мтДНК 

облученных мышей (в дозах 1-5 Гр), частично расщепляет “Surveyor” нуклеаза. 

Анализы электрофореграмм позволили определить процент ферментативного 

расщепления гетеродуплексов (рис. 15Б) [438].  

Из представленных данных видно, что возрастание доли мутантных копий вк-

мтДНК в плазме облученных мышей зависит от дозы облучения. Однако следует 

отметить, что доля мутантных копий вк-мтДНК в составе общей циркулирующей вк-

ДНК плазмы облученных мышей значительно выше, чем в составе общей ДНК, 

выделенной из тканей этих же мышей (рис. 13 и рис. 15) [438]. 
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Рисунок 15 – Анализ мутантных копий вк-мтДНК в плазме крови облученных 

мышей (в дозах 1, 3 и 5 Гр). (A) Электрофореграммы продуктов расщепления 

“Surveyor” нуклеазой гетеродуплексов ПЦР-ампликонов мтДНК (ген D-loop 2, 437 

п.н.). (Б) Процент расщепления нуклеазой гетеродуплексов. 

1, 2, 3 – гетеродуплексы ампликонов мтДНК облученных мышей соответственно 

через 8, 14, 28 дней после облучения. К – гетеродуплексы ампликонов мтДНК 

необлученных мышей. 

 

 Более того, здесь мы видим иной характер изменения уровня содержания 

мутантных копий вк-мтДНК в плазме мышей в пострадиационный период. Если в 

тканях облученных мышей максимальное содержание мутантных копий мтДНК 

наблюдается на 8-й день после облучения (рис. 13), то наибольшее количество вк-

мтДНК с мутациями в плазме мы регистрируем на 14-й день после облучения (рис. 

15). Однако, доля мутантных копий вк-мтДНК в составе циркулирующей ДНК 
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плазмы крови мышей, как и в тканях, также резко снижается на 28-й день после их 

облучения [438]. 

На рисунке 16 представлены результаты анализов содержания общего 

количества копий фрагментов вк-мтДНК в плазме мышей после их облучения в 

дозах 1-5 Гр.  

В этих опытах наблюдался повышенный уровень вк-мтДНК в плазме крови 

облученных мышей, по сравнению с данными от контрольных животных, особенно 

на 8 и 14 дни пострадиационного периода. Видно, что содержание вк-мтДНК в 

составе циркулирующей ДНК плазмы у мышей зависит от дозы облучения и 

времени после облучения (рис. 16). При этом максимальное повышение количества 

копий мтДНК в плазме крови облученных мышей было, как и при анализе мутаций 

мтДНК, на 14 день пострадиационного времени. Опять же, резкое снижение 

содержания вк-мтДНК в плазме мышей регистрируется на 28 день относительно 

данных, полученных на 14 день после их облучения [438].  

Таким образом, содержание мтДНК с мутациями в тканях и в плазме 

облученных мышей резко меняется не только в зависимости от дозы облучения 

животных, но и от времени после облучения. Полученные данные позволяют 

полагать, что в кровоток облученных мышей в течение длительного 

пострадиационного периода поступает значительное количество вк-мтДНК, 

определенная часть которой представлена мутантными копиями [438]. 
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Рисунок 16 – Отношение количества копий вк-мтДНК (ген ND4) к количеству вк-

яДНК (ген GAPDH) плазмы мышей, облученных в дозах 1, 3 и 5 Гр. По оси абсцисс: 

(8, 14, 28) дни после облучения; по оси ординат: отношение ND4/GAPDH в 

процентах. За 100% приняты данные контрольных мышей. 
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3.4. Исследование содержания вк-мтДНК и вк-яДНК в моче крыс, 

подвергнутых воздействию ионизирующего излучения и цитостатического 
препарата блеомицина 

 

Циркулирующие фрагменты вк-мтДНК и вк-яДНК, поступающие в кровоток 

облученных животных, возможно, подвергаются нуклеазной деградации, но 

определенная ее часть, защищенная от действия нуклеаз, может оказаться в моче, 

как трансренальная ДНК [290, 432]. 

Моча является традиционно широко используемым материалом, который 

содержит огромное разнообразие продуктов метаболизма, чрезвычайно удобных для 

поиска специфических биомаркеров для диагностики различных патологий [325, 

432]. Исследования вк-мтДНК и вк-яДНК в моче для прогностической и 

диагностической оценки патологии имеют очевидные преимущества, относительно 

таких же исследований с использованием плазмы/сыворотки как источника этих же 

образцов вк-ДНК животных или человека [290, 326, 391, 432]. Поэтому дальнейшие 

эксперименты были посвящены исследованию возможности перехода через 

“почечный барьер” вк-мтДНК, наряду с вк-яДНК в мочу мышей, подвергнутых 

радиационному воздействию, а также выявлению изменений их количественного 

содержания и уровня гетероплазмии [432]. 

На первом этапе данного исследования выделенные образцы общей вк-ДНК 

(мтДНК, яДНК) из мочи, собранной у крыс до их облучения и после облучения в 

дозе 5 Гр, были подвергнуты электрофорезу в агарозном геле. Характерные для этих 

образцов ДНК электрофореграммы представлены на рисунке 17 [432]. 

По этим данным можно судить, что образцы ДНК, экстрагируемые из мочи 

крыс, собранных до их облучения и после облучения, представляют собой 

фрагменты размером около 400-500 п.о. Кроме того, они содержат также фракции 

более высокого молекулярного веса, чем 400-500 п.о., а также низкомолекулярные 

фрагменты (рис. 17) [432].  
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Рисунок 17 – Электрофорез вк-ДНК, выделенной из мочи крысы, 1% 

агарозный гель. 1 – ДНК из мочи крысы, собранной до облучения; 2 – ДНК из мочи 

крыс, собранная через 6 часов после облучения (5 Гр); М – маркер молекулярного 

веса. 

 

На рисунке 18 представлены образцы кинетических кривых количественной 

ПЦР-РВ вк-мтДНК и вк-яДНК выделенных из мочи крыс, собранных до облучения и 

через 6 часов после облучения [432].  

Из рисунка видно, что экспоненциальная стадия роста продуктов 

амплификации вк-мтДНК начинается раньше, чем у вк-яДНК. Меньшее число 

циклов, необходимых для достижения порогового уровня указывает на наличие 

большего числа копий мтДНК, по сравнению с яДНК. Эффективность реакции и 
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заданный уровень пороговой флуоресценции были одинаковы для каждой из 

сравниваемых реакций [432]. 

 

 

 

Рисунок 18 – Кривые амплификации ПЦР в режиме реального времени для  

вк-мтДНК и вк-яДНК. Реакции ставили с образцами ДНК, выделенными из мочи 

разных крыс до их облучения. 

 

Совокупные сравнительные данные изменения содержания вк-мтДНК и вк-

яДНК в моче крыс, собранных до их облучения и после облучения (в дозах 3 и 5 Гр) 

в разные сроки пострадиационного времени (от 6 часов до 10 дней) представлены на 

рисунке 19 [432].  
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Рисунок 19 – Различие содержания фрагментов вк-мтДНК (ген tRNA) и вк-

яДНК (ген GAPDH) в моче крыс, собранной до и после воздействия рентгеновского 

излучения. (А) – крысы, облученные в дозе 5 Гр; (Б) – крысы, облученные в дозе 3 

Гр. Ордината – количество фрагментов ДНК (в относительных единицах); по оси 

абсцисс – время после облучения. К – контроль (вк-ДНК мочи крыс, собранной до 

облучения животных). Данные представлены как среднее значение ±SEM (n=8). 

Статистическая значимость была установлена при значениях * p<0,05, ** p<0,01, *** 

p<0,001. 

 

Видно, что содержание вк-мтДНК и вк-яДНК в моче после облучения сначала 

возрастает, достигая максимума на 12-24-е часы пострадиационного времени. В 

последующие же сроки после облучения (72 и 240 часов) происходило значительное 

понижение количества копий как вк-мтДНК, так и вк-яДНК. Причем, одинаковая 
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зависимость изменения содержания вк-мтДНК и вк-яДНК в моче в 

пострадиационный период характерна при облучении крыс в дозах 3 и 5 Гр [432]. 

Полученные результаты также показывают, что при облучении в указанных 

дозах и при всех сроках пострадиационных анализов содержание количества 

амплифицируемых копий вк-мтДНК в 2-3 раза выше, по сравнению с таковым вк-

яДНК в моче крыс (рис. 16) [432]. 

Учитывая тот факт, что все структурные гены мтДНК являются 

однокопийными, можно заключить следующее: регистрируемая величина 

флуоресценции определяет количество копий фрагментов мтДНК, несущих 

амплифицируемый ген tRNA, в составе общей ДНК из мочи крыс. Результаты 

исследования показывают, что в составе общей вк-ДНК из мочи крыс соотношение 

мтДНК/яДНК остается примерно в пределах близких значений 2,8 (табл. 3) [432].  

 

Таблица 3. Соотношение вк-мтДНК/вк-яДНК в моче крыс после облучения (по 

данным, представленным на рис. 19). 

 

Доза, 
Гр 

До 
облучения 

Время после облучения, часы 

  6           *p   12           p   24            p   72             p   240         p 

5 2.10±0.17 2.43 

±0.31 

0.22 2.37 

±0.19 

0.29 3.11 

±0.27 

0.11 3.27 

±0.29 

0.10 3.38 

±0.24 

0.09 

3 2.31±0.20 2.54 

±0.22 

0.24 2.32 

±0.17 

0.40 3.40 

±0.35 

0.09 4.21 

±0.23 

0.07 2.56 

±0.18 

0.21 

 

Это в одинаковой мере относится к результатам анализов общей вк-ДНК мочи 

крыс, собранных до их облучения и в разные сроки после облучения (при дозах 3 и 5 

Гр). Данное соотношение вк-мтДНК/вк-яДНК представляется чрезмерно 

пониженным, если учитывать, что одна соматическая клетка тканей животных 

может содержать тысячи копий мтДНК [432].  
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Как было отмечено, ранее мы наблюдали в составе вк-мтДНК плазмы 

облученных мышей увеличение доли мутантных копий, выявляемых методом 

“Surveyor” нуклеазой. Анализы вк-мтДНК, изолируемых в составе общей вк-ДНК из 

мочи облученных крыс показывают, что трансренальная вк-ДНК также содержит 

определенный процент мутантных копий фрагментов вк-мтДНК (рис. 20 и рис. 21) 

[432]. 

 

 

Рисунок 20 – Электрофорез продуктов расщепления Surveyor нуклеазой 

гетеродуплексов ПЦР-ампликонов вк-мтДНК из мочи крыс, собранной до облучения 

(К – контроль) и после облучения (1-5), соответственно 6, 12, 24, 72 и 240 часов. (А) 

– 5 Гр, (Б) – 3 Гр. 

 

Здесь представлены типичные образцы электрофореграмм гетеродуплексов 

ПЦР-ампликонов мтДНК (по гену tRNA) после их обработки “Surveyor” нуклеазой 

(рис. 20). Можно видеть, что гетеродуплексы (тяжелая полоса) ПЦР-ампликонов, 

полученные от контрольных групп крыс (до облучения), не поддаются расщеплению 

этой нуклеазой. Вместе с тем, на электрофореграммах видно, что часть 
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гетеродуплексов полученных от крыс после облучения, подвергается 

эндонуклеазному расщеплению, что указывает на наличие в них неспаренных 

оснований. Суммарное количество продукта, отщепленного “Surveyor” нуклеазой от 

гетеродуплексов, регистрируемое в данных анализах, характеризует 

соответствующий процент мутантных копий в составе образцов вк-мтДНК, 

изолируемых из мочи облученных крыс [432]. 

Обобщенные результаты независимых повторных анализов продуктов, 

отщепляемых “Surveyor” нуклеазой от гетеродуплексов вк-мтДНК, представлены на 

рисунке 21. 

 

 

 

Рисунок 21 – Процент расщепления “Surveyor” нуклеазой гетеродуплексов ПЦР-

ампликонов вк-мтДНК из мочи крыс, собранной до облучения (К-контроль), и через 

6, 12, 24, 72, 240 часов после облучения в дозах 3 и 5 Гр. Данные представлены как 

среднее значение ±SEM (n=8). Статистическая значимость была установлена при 

значениях* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 
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Видно, что в составе вк-мтДНК мочи крыс, собранных до их облучения, не 

регистрируется существенного содержания копий мтДНК с вновь возникшими 

мутациями. Согласно результатам представленных анализов, в моче крыс, после их 

облучения рентгеновскими лучами (в дозах 5 и 3 Гр), содержание вк-мтДНК и вк-

яДНК резко повышается. Процент мутантных фрагментов вк-мтДНК в моче крыс, 

облученных в дозе 5 Гр, как можно было ожидать, больше, чем в образцах мочи 

облученных крыс в дозе 3 Гр [432].  

Как видно из рисунка 21, наибольший процент содержания мутантных копий 

вк-мтДНК регистрируется в образцах ДНК, изолированных из мочи крыс, собранных 

через 72 часа после их облучения, хотя максимальное повышение общего 

содержания вк-мтДНК и вк-яДНК в моче облученных крыс наблюдается к 12 часам 

пострадиационного времени. Это позволяет предположить, что сроки формирования 

мутаций на поврежденных копиях мтДНК клеток тканей облученных животных не 

сопряжены с активным началом клеточной гибели [432]. 

Таким образом, полученные данные позволяют полагать, что в мочу крыс, 

подвергнутых радиационному воздействию, в течение длительного 

пострадиационного периода, поступает повышенное количество вк-мтДНК и вк-

яДНК. При этом уровень вк-мтДНК в моче крыс выше, по сравнению с таковым 

яДНК. Определенная доля фрагментов вк-мтДНК из мочи облученных крыс 

содержит мутации, выявляемые с помощью метода “Surveyor” нуклеазы [432]. 

Следующие исследования были посвящены изучению пострадиационного 

изменения содержания вк‑яДНК и вк‑мтДНК в моче крыс как облученных в 

широком диапазоне доз, так и после введения животным клинически применяемых 

доз блеомицина – химиотерапевтического препарата ДНК-тропного воздействия 

[439]. 

Результаты анализов изменения содержания вк‑мтДНК и вк‑яДНК в моче 

крыс, собранных до и после их облучения (в дозах 3, 5 и 8 Гр) в разные сроки 

пострадиационного времени (от 6 до 72 ч) представлены на рисунке 22.  
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Рисунок 22 – Содержание фрагментов внеклеточной ДНК в моче крыс до и после 

воздействия рентгеновского излучения в дозах 3, 5 и 8 Гр. (а) – содержание 

фрагментов вк‑яДНК; (б) – содержание фрагментов вк‑мтДНК; (в) – содержание 

фрагментов вк‑ДНК в зависимости от дозы облучения (12 часов); К – контроль (до 

облучения). Данные представлены как среднее значение ±SEM (n = 8). 

Статистическая значимость была установлена при значениях * p<0,05, ** p<0,01, *** 

p<0,001. 
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 Эти результаты показывают, что уровни вк‑мтДНК и вк‑яДНК в моче 

облученных крыс существенно изменяются в зависимости от дозы облучения и 

пострадиационного времени. Видно, что содержание вк‑мтДНК и вк‑яДНК в моче 

после облучения статистически значимо возрастает, достигая максимума на 12–24-е 

часы пострадиационного времени. При этом одинаковая зависимость изменения 

содержания вк‑мтДНК и вк‑яДНК в моче в пострадиационный период характерна 

при облучении крыс во всех исследуемых дозах (рис. 22 а, б). В последующие же 

сроки после облучения (72 ч) наблюдалось значительное понижение количества 

копий как вк‑мтДНК, так и вк‑яДНК в моче этих крыс. Зависимости количества 

вк‑мтДНК и вк‑яДНК от дозы облучения крыс описывались линейными функциями 

(рис. 22 в) [439]. 

На рисунке 23 показаны результаты количественного анализа содержания 

внеклеточной яДНК и мтДНК в образцах мочи крыс в разные сроки и дозы после 

внутрибрюшинного однократного введения блеомицина в дозах 3, 7 и 10 мг/кг. 

Результаты данных исследований показывают, что после внутрибрюшинного 

введения крысам блеомицина также происходит увеличение содержания фрагментов 

вк-мтДНК и вк-яДНК, однако менее выраженное по сравнению с экспериментами по 

облучению крыс [439].  

Видно, что статистически значимое повышение содержания вк‑ДНК в моче 

крыс происходит по мере нарастания дозы введенного блеомицина. Так, 

максимальное количество копий мтДНК и яДНК регистрировалось на 12-24-е часы 

после введения препарата. Показано, что содержание вк‑яДНК и вк‑мтДНК в моче 

крыс имеет линейную зависимость от дозы блеомицина (рис. 23 в). Количество 

продуктов ПЦР-амплификации вк‑мтДНК выше по сравнению таковым вк‑яДНК 

[439]. 
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Рисунок 23 – Содержание фрагментов внеклеточной ДНК в моче крыс до и после 

введения блеомицина в дозах 3, 7 и 10 мг/кг. (а) – содержание фрагментов вк‑яДНК; 

(б) – содержание фрагментов вк‑мтДНК; (в) – содержание фрагментов вк‑ДНК в 

зависимости от дозы введения блеомицина (12 часов); К – контроль (до введения 

препарата). Данные представлены как среднее значение ±SEM (n = 8). 

Статистическая значимость была установлена при значениях * p<0,05. 

 

Можно предполагать, этот результат обусловлен тем, что циркулирующая 

вк‑мтДНК по сравнению с вк‑яДНК больше подвержена деградации как в кровотоке, 
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так и после преодоления почечного барьера. Установлено, что циркулирующая 

вк‑яДНК в плазме/сыворотке находится в составе нуклеосом, и, очевидно, больше 

защищена от нуклеазной деградации, в отличие от вк‑мтДНК [296, 439]. Тем не 

менее, более повышенный уровень вк‑мтДНК, по сравнению с вк‑яДНК, сохраняется 

в моче крыс в течение довольно продолжительного пострадиационного времени, а 

также в группе животных после введения блеомицина. Поэтому увеличение 

количественного содержания вк‑мтДНК в моче крыс после их обработки можно 

рассматривать как более чувствительный потенциальный биомаркер, 

характеризующий активацию клеточной гибели в тканях этих животных. 

Повышенный уровень вк‑мтДНК по сравнению с вк‑яДНК в моче крыс, 

наблюдаемый после облучения и введения блеомицина, возможно, обусловлен не 

только активацией апоптоза клеток [296, 392, 439], но и митофагией – селективным 

удалением поврежденных митохондрий, сопряженным с аутофагией [349, 393, 439]. 

Таким образом, результаты проведенного исследования показывают, что 

количественные изменения вк‑яДНК и вк‑мтДНК в моче крыс характеризуются 

линейной зависимостью от дозы рентгеновского облучения, а также от дозы 

химиотерапевтического препарата блеомицина. Данные исследования содержания 

циркулирующих внеклеточных нуклеиновых кислот в моче открывают новые 

возможности рассматривать их как потенциальные биомаркеры для неинвазивной 

оценки развития реакции организма на облучение и генотоксического действия 

средств химиотерапии опухолей [439]. 

 

3.5. Исследование радиопротекторных и радиомитигаторных эффектов 
мелатонина в тканях коры головного мозга и селезенки мышей при облучении 

 

Структурные и функциональные нарушения в митохондриях, индуцируемые 

ИИ, оказывают влияние на пострадиационное развитие целого комплекса эффектов 
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на уровне клеток и целого организма. На основании данного факта, считаем 

возможным применять митохондриально-направленные комплексы для уменьшения 

негативного воздействия радиации, купирования разных последствий от облучения. 

Многие ученые в последние десятилетия, были заняты разработкой новой 

методики, с помощью которой возможно уменьшить повреждения, которые наносит 

радиация. Данная методика базируется на применении митохондриально 

ориентированных антиоксидантов. Сегодня уже присутствует множество 

медикаментов, характеризующихся высокими радиопротекторными и 

радиомитигаторными качествами. Несколько ранее, бытовало мнение о том, 

радиопротекторы не обладают необходимой степенью результативности, но после 

проведенных исследований, было доказано, что они обладают способностью 

проникать через ткань мембран и оказываться внутри митохондрий, где начинают 

уменьшать окислительные процессы [335]. 

Вместе с этим, в наличии присутствуют такие комплексы, которые могут 

проходить через мембраны даже без связки с ТФФ. Мы говорим о мелатонине, 

характеризующимся довольно эффективным антиоксидантом, способным уменьшать 

воздействие разных негативных и токсичных аспектов, в том числе, и радиации. 

Данное вещество известно еще с древности в качестве антиоксиданта, с помощью 

которого ДНК надежно защищается от процесса окисления. На сегодняшний 

момент, мелатонин широко применяем в качестве средства, с адаптогенным 

свойством. 

В данной работе также были изучены и такие процессы, как повреждение и 

восстановление структуры яДНК и мтДНК у подопытных животных, в частности, в 

тканях селезенки и головного мозга после того, как им был введен мелатонин в 

качестве радиопротектора до того, как животных подвергли облучению и в качестве 

радиомитигатора после того, как их облучили. Параллельно с этим, также 

рассматривали и воздействие мелатонина на степени преобразования ядер в костном 

мозге на клеточном уровне и на количество выживающих животных после того, как 
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их подвергали облучению. Ткани коры мозга и селезенки были взяты по их резкому 

различию в радиочувствительности (по критерию клеточной гибели) и по 

содержанию митохондрий и мтДНК (клетки мозга в 3 раза больше содержат мтДНК 

относительно клеток селезенки). 

 На рисунке 24 (в гистограммах) представлены результаты ПЦР-ПФ анализов 

по оценке наличия повреждений и репарации структуры яДНК (8.7 тыс. п.н.) и 

мтДНК (10.9 тыс. п.н.) тканей селезенки и коры головного мозга мышей, 

подвергнутых воздействию рентгеновского излучения в дозе 5 Гр. Здесь показаны 

также результаты ПЦР-ПФ анализов яДНК и мтДНК из этих же тканей мышей, 

которым вводили МЕЛ до облучения и после облучения (рис. 24).  

 Над гистограммами представлены образцы типичных электрофореграмм ПЦР-

ПФ ампликонов яДНК и мтДНК, а также электрофореграммы продуктов 

амплификации контрольных коротких фрагментов яДНК (110 п.н.) и мтДНК (117 

п.н.). Продукты амплификации длинных участков яДНК и мтДНК из тканей 

необлученных мышей приняты как контроль за 100%. Видно, что уровень 

синтезированных продуктов ПЦР-ПФ яДНК и мтДНК, из селезенки и коры мозга 

мышей через 15 мин после их облучения, значительно ниже по сравнению с таковым 

у необлученных мышей. Такое снижение продуктов ПЦР-ПФ указывают, что эти 

амплифицируемые участки яДНК и мтДНК содержат повреждения, способные 

блокировать ДНК-полимеразу быстрого запуска ПЦР KAPA Long Range («KAPA 

Biosystems», США). Дальнейшее сохранение низких уровней амплификации этих 

участков яДНК и мтДНК указывает на наличие в них не репарированных 

повреждений. Однако к 24 и 48 часам пострадиационного времени наблюдается 

увеличение продуктов ПЦР-ПФ, что указывает на функционирование процессов 

репарации структуры ДНК. Согласно полученным данным, в тканях мышей, 

получавших МЕЛ до и после облучения количество повреждений яДНК и мтДНК 

достоверно меньше. Это указывает, что МЕЛ способствует снижению повреждений 

ДНК.  
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Можно видеть, что репарация яДНК более активно происходит в тканях 

селезенки и коры мозга мышей, получавших МЕЛ после облучения (в режиме 

радиомитигатора).  

 При сравнении данных амплификации ПЦР-ПФ яДНК, облученных и 

получавших МЕЛ, видно, что в ткани селезенки в указанные сроки 

пострадиационного времени процесс репарации яДНК протекает более активно, чем 

в коре мозга. На основе результатов эксперимента, можно заключить, что мтДНК в 

селезенке и коре мозга восстанавливается активно, особенно у мышей, получивших 

МЕЛ после облучения. Однако, если увеличение синтеза продукта ПЦР-ПФ яДНК в 

течение постлучевого периода обусловлено репарацией повреждений яДНК, 

которые ингибируют KAPA Long Range ДНК-полимеразу, то вряд ли это будет 

причиной резкого увеличения синтеза продуктов ПЦР-ПФ мтДНК из тех же тканей 

мышей. 

Известно, что в митохондриях млекопитающих эффективно функционирует 

только эксцизионная репарация оснований ДНК [394]. Другие пути репарации 

повреждений ДНК не функционируют в митохондриях млекопитающих. Более того, 

двунитевые разрывы (ДР) мтДНК в клетках млекопитающих не репарируются [395, 

396], и мтДНК с возникновением ДР может подвергаться деградации [397]. Поэтому, 

скорее всего, мы в данном эксперименте регистрируем активацию биогенеза 

митохондрий с синтезом мтДНК. 
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Рисунок 24 – Анализ повреждений и репарации яДНК и восстановление 

мтДНК. Амплифицировали длинные фрагменты яДНК (8,7 тыс. п.н.) и мтДНК (10,9 

тыс. п.н.). Эти данные были нормализованы к коротким фрагментам яДНК (110 п.н.) 

и мтДНК (117 п.н.), полученными с использованием того же образца ДНК. (A) – 

Количественный анализ ампликонов ПЦР-ПФ яДНК ткани коры головного мозга и 
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селезенки. (Б) – Количественный анализ ампликонов ПЦР-ПФ мтДНК ткани коры 

головного мозга и селезенки. Данные представлены в % от контроля (К). Здесь и на 

других рисунках: доза рентгеновского облучения мышей составляла 5 Гр, мышам 

вводили МЕЛ до и после облучения в однократной дозе 125 мг/кг. Цифры (15 мин, 

24 часов, 48 часов) сверху и снизу обозначают время после облучения. I – мыши без 

введения МЕЛ; II – введение МЕЛ до облучения; III – введение МЕЛ после 

облучения. Данные представлены как среднее значение ±SEM от 5-6 независимых 

экспериментов. Статистическая значимость была установлена на уровне * p<0,05. 

 

Для проверки этого предположения, были продолжены эксперименты по 

выяснению влияния МЕЛ на количественное содержание мтДНК относительно 

яДНК в тканях селезенки и коры мозга мышей, подвергнутых радиационному 

воздействию. Изменение числа копий мтДНК или соотношения мтДНК/яДНК 

является важнейшим критерием оценки митохондриального биогенеза в тканях или 

клетках [398, 399]. Результаты анализов, полученные методом ПЦР в реальном 

времени, показывают, что количества копий мтДНК увеличиваются в тканях коры 

головного мозга и селезенки мышей через 24 и 48 часов после их облучения в дозе 5 

Гр, по сравнению с данными группы контрольных (необлученных) животных (рис. 

25). Судя по количеству копий мтДНК, усиление синтеза мтДНК более выражено в 

ткани селезенки, чем в коре мозга облученных мышей. Эти результаты 

подтверждают высказанное предположение о возможности активации биогенеза 

митохондрий с синтезом мтДНК в тканях облученных мышей. Вместе с тем, видно, 

что при введении MEЛ синтез молекул мтДНК происходит менее активно, по 

сравнению с данными, полученными у облученных мышей без введения МЕЛ (рис. 

25). По-видимому, МЕЛ частично подавляет индуцируемый ИИ синтез мтДНК в 

тканях коры головного мозга и селезенки. При этом эффект подавления, 

индуцированного ИИ синтеза мтДНК при введении МЕЛ животным после их 
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облучения более выражен по сравнению с данными группы мышей, которым 

вводили МЕЛ до облучения. 

 

 

Рисунок 25 – Содержание фрагментов мтДНК (ген ND4), относительно яДНК 

(ген GAPDH) в тканях коры головного мозга и селезенки мышей, облученных в дозе 

5 Гр. Цифры (15 мин, 24 часов, 48 часов) обозначают время после облучения. I – 

мыши без введения МЕЛ; II – введение МЕЛ до облучения; III – введение МЕЛ 

после облучения. Данные представлены как среднее значение ±SEM от 5-6 

независимых экспериментов. Статистическая значимость была установлена на 

уровне * p<0,05. 

 

Исходя из полученных данных, можно предположить, что при инициации 

репликативного синтеза, с вовлечением поврежденных мтДНК-матриц, с участием 

ДНК-полимеразы γ и ДНК‐полимеразы‐θ в митохондриях [400, 401] можно ожидать 
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появление новых копий мтДНК с мутациями и делециями в тканях мышей, после их 

облучения ИИ. 

На рисунке 26А показаны электрофореграммы продуктов расщепления 

“Surveyor” нуклеазой гетеродуплексов ПЦР‐ампликонов мтДНК из тканей селезенки 

и коры мозга, контрольных и облученных мышей.  

 

 

 

Рисунок 26 – Анализ мутантных копий мтДНК в тканях коры головного мозга 

и селезенки у мышей через 15 мин, 24 и 48 часов после воздействия рентгеновского 

излучения в дозе 5 Гр. (A) Электрофореграммы продуктов расщепления “Surveyor” 



127 

 

нуклеазой гетеродуплексов ПЦР-ампликонов мтДНК (ген ND3, 534 п.н.). (Б) 

Процент расщепления нуклеазой гетеродуплексов. I – мыши без введения МЕЛ; II – 

введение МЕЛ до облучения; III – введение МЕЛ после облучения. Данные 

представлены как среднее значение ±SEM от 5-6 независимых экспериментов. 

Статистическая значимость была установлена на уровне * p<0,05, ** p<0,01. 

 

Количественный анализ продуктов расщепления гетеродуплексов показал, что 

в тканях селезенки и коры мозга мышей значительно увеличивается уровень 

мутантных копий мтДНК в течение 24-48 часов после облучения (рис. 26 Б). Так, 

количество мутантных копий в ткани коры мозга к 48 часам пострадиационного 

времени возрастает до 20%, а в ткани селезенки до 30%, относительно контроля. С 

другой стороны, в тканях мышей, получавших МЕЛ до облучения и после 

облучения, данные по результатам анализов количества мутантных копий мтДНК 

существенно меньше по сравнению с таковыми результатами от мышей, не 

получивших МЕЛ. Следует также отметить, что значительное снижение количества 

мутантных копий мтДНК регистрируется в ткани коры головного мозга при 

введении МЕЛ мышам после их облучения, по сравнению с данными, полученными 

в селезенке облученных мышей, получавших МЕЛ. Таким образом, показано, что в 

процессе пострадиационного биогенеза митохондрий часть синтезированных 

молекул мтДНК являются мутантными копиями (рис. 26). 

На рисунке 27 можно видеть, что активность продукции перекиси водорода 

(Н2О2) более резко возрастает в ткани селезенки облученных мышей в течение 24-48 

часов пострадиационного периода. Вместе с тем, при введении МЕЛ существенно 

снижается уровень Н2О2 в селезенке. В ткани коры мозга тенденция изменения 

содержания пероксида водорода такая же, как в селезенке, но менее выражена. 

Можно видеть, что после облучения мышей происходит повышение уровня Н2О2 

через 15 минут в ткани мозга и этот уровень сохраняется в течение 24 и 48 часов. 
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Вместе с тем, наблюдалось снижение уровня пероксида водорода в ткани коры мозга 

мышей, которым вводили МЕЛ, только к 48 часам после облучения. 

 

 

 

Рисунок 27 – Изменение содержания Н2О2 в тканях коры головного мозга и 

селезенки мышей через 15 мин, 24 и 48 часов после воздействия рентгеновского 

излучения в дозе 5 Гр. I – мыши без введения МЕЛ; II – введение МЕЛ до 

облучения; III – введение МЕЛ после облучения. Данные представлены как среднее 

значение ±SEM от 5-6 независимых экспериментов. Статистическая значимость 

была установлена на уровне * p<0,05, ** p<0,01. 

 

На рисунке 28 представлены результаты анализа содержания АТФ в тканях 

селезенки и коры мозга контрольных и облученных мышей. Полученные данные 

показывают, что в ткани селезенки примерно в два раза меньше содержание АТФ на 

единицу веса ткани, по сравнению с ее содержанием в ткани коры мозга. 

Наблюдаемая разница, по всей видимости, обусловлена неодинаковым содержанием 
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митохондрий в этих тканях. Тем не менее пострадиационные изменения содержания 

АТФ в обеих тканях сравнительно близки. Видно, что в начальный период после 

облучения, особенно через 15 мин, резко снижается содержание АТФ в обеих 

тканях. Однако, через 24 и 48 часов пострадиационного времени мы наблюдаем 

тенденцию к восстановлению содержания АТФ в обеих тканях облученных мышей. 

Более того, восстановление содержания АТФ в тканях мышей, получивших МЕЛ до 

облучения и после облучения, происходит более активно. Это лучше всего видно по 

результатам, полученным на тканях коры мозга. Таким образом, можно заключить, 

что МЕЛ способствует поддержке функции митохондрий и синтеза необходимого 

уровня АТФ в тканях селезенки и коры мозга облученных мышей. 

 

 

 

Рисунок 28 – Изменение уровня АТФ в тканях коры головного мозга и 

селезенки мышей через 15 мин, 24 и 48 часов после воздействия рентгеновского 

излучения в дозе 5 Гр. I – мыши без введения МЕЛ; II – введение МЕЛ до 

облучения; III – введение МЕЛ после облучения. Данные представлены как среднее 
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значение ±SEM от 5-6 независимых экспериментов. Статистическая значимость 

была установлена на уровне * p<0,05, ** p<0,01. 

 

На рисунке 29 представлены результаты анализа изменения продукта 

перекисного окисления липидов – малонового диальдегида (МДА) в тканях коры 

мозга и селезенки мышей, подвергнутых воздействию рентгеновского излучения. 

Эти результаты показывают, что в ткани селезенки через 15 минут и через двое 

суток после облучения наблюдается резкое повышение МДА. Введение мышам до 

их облучения и после облучения МЕЛ способствует существенному снижению МДА 

в ткани селезенки. 

 

 

 

Рисунок 29 – Изменение уровня МДА в тканях коры головного мозга и 

селезенки мышей через 15 мин, 24 и 48 часов после воздействия рентгеновского 

излучения в дозе 5 Гр. I – мыши без введения МЕЛ; II – введение МЕЛ до 
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облучения; III – введение МЕЛ после облучения. Данные представлены как среднее 

значение ±SEM от 5-6 независимых экспериментов. Статистическая значимость 

была установлена на уровне * p<0,05, ** p<0,01. 

 

Аналогичные результаты были в анализах МДА в ткани коры мозга этих же 

мышей. Однако результаты анализов в ткани мозга количественно отличаются от 

данных по анализам ткани селезенки. Прежде всего, в ткани коры мозга уровень 

МДА выше, по сравнению с данными анализов селезенки. Кроме того, введение 

МЕЛ мышам до облучения и после облучения в ткани мозга сохраняется 

повышенное содержание МДА, хотя существенно меньше относительно данных 

анализов в тканях мышей, которым не вводили МЕЛ.  

Можно отметить также, что данные, полученные по анализам МДА как в ткани 

селезенки, так и в ткани коры мозга облученных мышей, которым вводили МЕЛ 

после их облучения ниже результатов, полученных в тканях мышей, получавших 

МЕЛ до облучения. 

 Восстановленный глутатион (ГЛТ) важнейший неферментативный 

антиоксидант, который играет значительную роль в определении 

радиочувствительности клеток. Результаты анализов показывают, что в тканях 

селезенки и коры мозга мышей после воздействия рентгеновского излучения 

происходит резкое снижение глутатиона (рис. 30). 

 Эти данные показывают также, что содержание глутатиона в селезенке более 

чем два раза ниже по сравнению с таковым в ткани коры мозга. Вместе с тем, в 

обеих тканях в течение пострадиационного времени (до 48 часов) сохраняется 

пониженные содержания глутатиона. Только при введении МЕЛ мышам до 

облучения или после облучения, можно было наблюдать активное повышение 

содержания глутатиона в тканях этих мышей. При этом результаты показывают, что 
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в ткани коры мозга восстановление содержания глутатиона происходит более 

активно у мышей, которым вводили МЕЛ после облучения. 

 

 

Рисунок 30 – Изменение уровня глутатиона (ГЛТ) в тканях коры головного 

мозга и селезенки мышей через 15 мин, 24 и 48 часов после воздействия 

рентгеновского излучения в дозе 5 Гр. I – мыши без введения мелатонина (МЕЛ); II 

– введение МЕЛ до облучения; III – введение МЕЛ после облучения. Данные 

представлены как среднее значение ±SEM от 5-6 независимых экспериментов. 

Статистическая значимость была установлена на уровне * p<0,05, ** p<0,01. 

 

Таким образом, данные анализов показывают, что в облученных клетках и по 

этим маркерам также реализуется радиопротекторный и радиомитигаторный 

потенциал МЕЛ, как результат повышения уровня антиоксидантной активности в 

клетках. Это согласуется с сообщениями о резком снижении антиоксидантной 

активности в крови мышей в течение 50 дней после их облучения [402, 403]. 

Радиационное повреждение селезенки в определенной степени связано также с 

проявлением гематологической токсичности и оказывает влияние на состояние 
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клеток костного мозга [404, 405, 435]. Много лет используется микроядерный тест 

как один из популярных методов, генотоксической оценки действия ИИ in vitro и in 

vivo. Формирование МЯ в облученных делящихся клетках принято рассматривать 

как результат разрыва хромосом или следствие ошибок аппарата деления клеточного 

ядра [405]. Результаты анализов МЯ в клетках костного мозга мышей представлены 

на рисунке 31.  

 

 

 

Рисунок 31 – Частота образования микроядер в полихроматических 

эритроцитах костного мозга мышей после воздействия рентгеновского излучения в 

дозе 2 Гр. 1 – контроль (необлученная группа); 2 – после введения МЕЛ; 3 – 

облученные; 4 – МЕЛ (за 30 мин до облучения) + облучение; 5 – облучение + МЕЛ 

(20 мин после облучения); Анализы проводили через 24 часа после облучения. 

Данные представлены как среднее значение ± SEM из 5-6 независимых 
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экспериментов. Уровень достоверной статистической значимости различий был 

установлен на уровне p <0.05 (*). 

 

При введении МЕЛ мышам до их облучения частота микроядер снижалось на 

30%, а при введении после облучения - на 70% относительно мышей, облученных 

без введения препарата [435]. Результаты согласуются с данными, полученными на 

лимфоцитах крови человека in vitro, обработанных МЕЛ после облучения [406]. При 

введении МЕЛ мышам до их облучения частота микроядер значительно снижалось 

относительно мышей, облученных без введения препарата [435]. В работе Rostami и 

соавторов было показано, что МЕЛ отдельно и в сочетании с витамина С также 

резко снижает частоту микроядер в лимфоцитах человека, индуцируемых ИИ [407]. 

Важнейшим оценочным критерием радиопротекторного и радиомитигаторного 

действия МЕЛ на мышей являлась также регистрация пострадиационного 

выживания при введении препарата до и после облучения в дозах 5 и 9 Гр [435]. 

Результаты экспериментов сравнительной оценки радиопротекторного и 

радиомитигаторного действия МЕЛ на мышей представлены на рисунке 32 в виде 

кривых выживаемости [435].  

Полученные результаты показывают, что в группе контрольных облученных в 

дозе 5 Гр (без введения МЕЛ) мышей приблизительно 25% животных оставались 

живыми в течение 30 суток. В группе контрольных облученных мышей в дозе 9 Гр 

(без введения МЕЛ) наблюдалась 100%-я гибель животных на 11-е сутки. Однако 

при обеих дозах облучения мышей с введением МЕЛ наблюдался радиозащитный 

эффект. В случае при введении МЕЛ до облучения в дозах 5 Гр и 9 Гр наблюдался 

меньший радиозащитный эффект, т.е. в живых оставались 45% и 20% животных, 

соответственно. В случае при введении МЕЛ через 20 минут после облучения (с 

дополнительным введением МЕЛ в питьевую воду 0,3 мг/мл в течение 5 суток 

пострадиационного времени) получен другой результат. При этом с введением МЕЛ 
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при облучении в дозах 5 Гр и 9 Гр на 30 сутки остались в живых 80% и 50% 

животных, соответственно [435]. 

 

 

 

Рисунок 32 – Кривые выживаемости мышей (n=30) при введении МЕЛ (125 

мг/кг) за 30 минут до и через 20 минут после воздействия рентгеновского излучения 

(с дополнительным введением МЕЛ 0,3 мг/мл в питьевой воде в течение 5 дней) в 

дозах 5 Гр (А) и 9 Гр (Б). Выживание животных наблюдали в течение 30 дней после 

облучения. 

 

Таким образом, МЕЛ способен снижать пострадиационный гибель животных 

при его введении не только до их облучения, но и в режиме после радиационного 

воздействия [434, 435]. Ранее во многих публикациях было продемонстрирован 

радиозащитный эффект МЕЛ при его введении животным до облучения [406, 408-

410]. Результаты нашего исследования показали, что последствия лучевой реакции 
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можно снизить и путем введения МЕЛ после радиационного воздействия [434, 435]. 

Это положение согласуется также с данными исследования Аmini и соавторов, 

которые показали, что эффект радиомитигаторного действия МЕЛ удается достичь 

даже при его введении мышам через 24 часа после их облучения [408]. Авторы 

показали, что введением МЕЛ мышам через 24 часа после их облучения удается 

снизить повреждение гемопоэтической системы, а также достичь повышения 

выживаемости этих мышей. 

 Таким образом, полученные результаты позволяют сделать вывод о том, что 

мелатонин является достаточно активным радиомитигатором, снижающим, прежде 

всего, митохондриальную дисфункцию (соответственно – пролонгированный 

окислительный стресс), индуцируемую ионизирующем излучением [434, 435]. Хотя 

ранее было показано, что мелатонин является эффективным антиоксидантом и 

радиопротектором, защитником ДНК [336], он не получил рекомендации для 

клинического использования как радиопротектор, поскольку оказывает 

нежелательный снотворный эффект у спец. персонала. Полученные нами результаты 

и литературные данные указывают на необходимость использования мелатонина в 

качестве радиомитигатора и адъюванта при радиотерапии рака, исключительно 

после радиационной обработки опухолей. Мелатонин синтезируется в митохондриях 

и является митохондриально нацеленным антиоксидантом [434, 435]. 

Таким образом, мощный радиозащитный эффект мелатонина, низкая 

токсичность, способность подавлять митохондриальную дисфункцию, способность 

проникать в митохондрии различных типов клеток - является важной 

характеристикой данного соединения для его использования в качестве средства, 

снижающего повреждения нормальных близлежащих тканей при проведении 

радиотерапии опухолей [434, 435]. 
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3.6. Исследование влияния метформина на пострадиационную выживаемость 

мышей, образование микроядер в клетках костного мозга и экскрецию вк-

мтДНК и вк-яДНК в моче облученных крыс 

 

Наличие циркулирующих внеклеточных нуклеиновых кислот в биологических 

жидкостях животных и человека принято рассматривать как результат постоянно 

реализуемой клеточной гибели в их тканях. Различные модуляторы клеточной 

гибели также позволяют оценивать их действия по изменению содержания вк-ДНК в 

биологических жидкостях животных и человека. К одним из таких модуляторов 

относится N, N′-диметилбигуанидин - метформин (МФ), который является 

пероральным гипогликемическим агентом, широко используемым в терапии 

сахарного диабета 2-типа [343]. Известно, что МФ является активатором 5'-АМФ-

активируемой протеинкиназы (AMФK) [358-360]. АМФК является 

полисубъединичным (гетеротримерным) комплексом – главным регулятором 

клеточного и системного энергетического гомеостаза. Активированная АМФК 

вызывает каскад внутриклеточных событий, прежде всего, усиление биогенеза 

митохондрий, аутофагии, и стимулирует производство энергии. Несмотря на то, что 

молекулярные механизмы действия МФ остаются до конца неизученными, известно, 

что это лекарство снижает частоту возникновения онкогенеза у людей, и 

увеличивает продолжительность жизни у грызунов [344]. МФ также способствует 

повышению эффективности радиотерапии опухолей при его комбинированном 

применении [345, 346]. МФ стимулирует митофагию поврежденных или 

нефункциональных органелл, обеспечивая восстановление здоровой популяции 

митохондрий в клетках [363, 364]. 

Поэтому, в данной работе мы исследовали влияния МФ на выживаемость 

мышей и на частоту микроядер (МЯ) в клетках их костного мозга и на экскрецию 

внеклеточной ядерной ДНК (вк-яДНК) и внеклеточной митохондриальной ДНК (вк-

мтДНК) с мочой крыс, облученных рентгеновскими лучами. 
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На рисунке 31 представлены результаты определения пострадиационной 

выживаемости мышей, облученных рентгеновскими лучами в летальной дозе (8 Гр).  

Эти данные показывают, что в группе контрольных мышей, которые получали 

питьевую воду, средняя продолжительность жизни составила 6 суток, а 

максимальное время дожития 11 суток. 

Аналогичный результат, т.е. отсутствие радиопротекторного эффекта, мы 

видим по данным пострадиационной гибели мышей группы, получавших МФ за 25 

мин до их облучения. 

 

 
 

 

Рисунок 31 – Влияние МФ на выживаемость мышей при введении за 25 мин до и в 

разное время после воздействия рентгеновского излучения в дозе 8 Гр. Каждая 

экспериментальная группа состояла из 30 мышей. 
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Однако, при введении МФ мышам через 15 мин и через 6, 24 часа после их 

облучения, мы регистрируем существенное повышение выживаемости этих 

животных. Наибольшую выживаемость мы наблюдаем в группе мышей, получавших 

МФ через 15 мин после их облучения в летальной дозе. Так, на 11-й день после 

облучения (8 Гр) мы наблюдаем 100% смертность в контрольной группе мышей, в то 

время как в группе мышей, которым вводили МФ после облучения, мы видим, что 

78% мышей остаются в живых. 20% мышей выжили в этой группе на 30 день после 

их облучения. Вместе с тем, как показывают полученные данные, задержка во 

времени до 6 и 24 часов с введением МФ мышам после их облучения, приводит к 

снижению защитного эффекта этого препарата (рис. 31). 

 Анализ МЯ в клетках костного мозга мышей, которым вводили МФ до и после 

их облучения рентгеновскими лучами показал сравнимые с их выживаемостью 

результаты (рис. 32). Эти данные свидетельствуют о том, что существенно низкий 

уровень доли ПХЭ костного мозга с МЯ, регистрируется при введении метформина 

через 15 мин и через 6 часов после облучения животных (в 2 и 1,5 раза, 

соответственно).  

 При введении МФ мышам за 25 мин до их облучения и через 24 часа после 

облучения не выявлены достоверные различия частот ПХЭ с МЯ по сравнению с 

показателями мышей, облученных без введения МФ. Эти данные, как и результаты 

по определению выживаемости облученных мышей, указывают, что МФ действует 

как пострадиационный митигаторный эффектор. 
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Рисунок 32 – Образование микроядер (МЯ) в полихроматофильных эритроцитах 

(ПХЭ) костного мозга облученных мышей при введении МФ. 1 – контроль; 2 – после 

введения МФ; 3 – 2 Гр; 4 – 2 Гр + МФ через 15 мин после облучения; 5 – 2 Гр + МФ 

через 6 часов после облучения; 6 – 2 Гр + МФ через 24 часа после облучения; 7 – 

МФ за 25 минут до облучения + 2 Гр. Данные представлены в виде среднего 

значения ±SEM (n=8). Статистическая значимость была установлена при значениях * 

p<0,05. 

 

 На рисунке 33 представлены анализы по выяснению изменения содержания 

вк-ДНК в моче у необлученных крыс в разные сроки после введения им МФ. Видно, 

что МФ вызывает увеличение содержания вк-ДНК в моче крыс. Этот повышенный 

уровень более выражен для вк-мтДНК и сохраняется в течение 12 часов после 

введения МФ. Статистически достоверное повышение вк-яДНК регистрируется 

только к первому сроку (6 часам) анализов после введения МФ. Таким образом, 

введение МФ здоровым (необлученным) крысам способствует повышенной 

экскреции вк-ДНК с их мочой. 
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Рисунок 33 – Содержание вк-ДНК выделенной из образцов мочи необлученных 

крыс, собранных до введения МФ и через 6, 12, 24 и 72 часа после введения МФ, 

(100%, контроль – К, до введения МФ). Данные представлены как среднее значение 

±SEM (n = 8). Статистическая значимость была установлена при значениях * p<0,05, 

** p<0,01. 

 

Результаты анализов содержания вк-яДНК и вк-мтДНК в моче крыс, 

собранные (через 6, 12, 24, 72 ч) после их облучения и введения МФ (сразу после 

облучения), представлены на рисунке 34.  

Эти данные показывают, что содержание фрагментов вк-яДНК и вк-мтДНК в 

моче облученных крыс значительно повышается в зависимости от времени сбора 

мочи после облучения и введения метформина. Повышенный уровень содержания 

вк-яДНК и вк-мтДНК в моче крыс сохраняется в течение 6, 12, 24 часов после их 

облучения и введения метформина. Однако к 72 ч после облучения и введения МФ 

наблюдается снижение содержание вк-ДНК в моче этих крыс до уровня их 
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содержания в образцах мочи контрольных животных. Через 6 и 12 часов после 

облучения крыс на фоне введения МФ содержание вк-яДНК в моче увеличивается на 

290-300%, а содержание вк-мтДНК на 430-530% (относительно контроля – данных, 

полученных у тех же крыс до облучения и введения метформина). После облучения 

крыс без введения метформина в моче мы регистрируем менее выраженное 

увеличение содержания вк-яДНК 180-200% и вк-мтДНК на 350-400% 

соответственно. Больше всего, в этих анализах, мы выявляем увеличение 

фрагментов вк-мтДНК в моче облученных крыс, получавших метформин (рис. 34). 

 
Рисунок 34 – Количество вк-ДНК в моче крыс при введении МФ сразу после 

облучения (время сбора мочи через 6, 12, 24 и 72 часа после введения МФ). (А) – вк-
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яДНК; (Б) – вк-мтДНК. Данные представлены как среднее значение ±SEM (n = 8). 

Статистическая значимость была установлена при значениях * p<0,05. 

 

 На рисунке 35 представлены анализы определения содержания вк-ДНК в моче 

крыс, получавших метформин через 24 часа после их облучения. Видно, что после 

введения метформина животным через 24 часа после их облучения также 

происходит увеличение в моче содержания фрагментов вк-ДНК. 

 

 

Рисунок 35 – Количество вк-ДНК в моче крыс при введении МФ через 24 часа после 

облучения (время сбора мочи через 6, 12, 24 и 72 часа после введения МФ). (А) – вк-
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яДНК; (Б) – вк-мтДНК. Данные представлены как среднее значение ±SEM (n = 8). 

Статистическая значимость была установлена при значениях * p<0,05, ** p<0,01. 

 

 Однако результаты этих анализов, по сравнению с данными, полученными 

после введения животным метформина сразу после облучения, существенно 

отличаются. Максимальные уровни содержания фрагментов вк-яДНК и вк-мтДНК в 

моче этих крыс определяются также на 6 и 12 часы после введения им метформина. 

При этом содержание фрагментов вк-яДНК в моче облученных крыс к 6 и 12 часам 

после введения им метформина остается повышенным на 50 и 35% соответственно, а 

содержание вк-мтДНК в эти же сроки повышено на 100 и 120% (относительно 

контроля – данных полученных у тех же крыс до облучения и введения МФ). К этим 

же срокам, после облучения крыс в группе животных без введения МФ 

регистрировалось снижение количества фрагментов вк-яДНК, так и вк-мтДНК, 

относительно контрольных значений. 

 Итак, при введении МФ животным сразу и через 24 часа после облучения 

происходит усиление экскреции вк-яДНК и вк-мтДНК с мочой. В первом случае мы 

наблюдаем более выраженное увеличение фрагментов вк-ДНК. Показано, что в моче 

облученных крыс, независимо от времени проведения анализа вк-ДНК, после их 

облучения или времени введения им МФ, количественное содержание вк-мтДНК 

больше, чем таковое фрагментов вк-яДНК. Повышенный уровень мтДНК явно 

обусловлен активацией митофагии [365, 411]. МФ, возможно, активирует удаление 

из тканей больше поврежденных клеток, которые могут являться потенциальным для 

злокачественной трансформации или развития иной патологии [365]. 

 В 2015 году был рассмотрен и идентифицирован новый класс препаратов, 

названный senolytics, которые избирательно удаляют из тканей поврежденные или 

стареющие клетки [366]. Возможно, МФ также способствует удалению, скорее 

всего, по механизму аутофагии клеток из тканей облученных животных в 

пострадиационный период, с которым связано повышение вк-ДНК в моче этих 
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животных. Препараты, направленные на эти же факторы, выборочно вызывают 

гибель стареющих клеток [367]. 

 Таким образом, можно предположить, что увеличение экскреции вк-ДНК 

облученных крыс, после введения им МФ, вызвано гибелью клеток со структурными 

и функциональными расстройствами. По крайней мере, повышенная экскреция вк-

мтДНК после введения им МФ является результатом селективного удаления 

дефектных митохондрии, посредством митофагии механизмами аутофагии [364-366, 

411]. 

 В заключении можно отметить, что ранее Менендез с соавт. высказывали 

гипотезу о том, что МФ может функционировать в тканях как “уборочная машина” 

предраковых неблагополучных клеток, не давая им накопиться и полностью 

трансформироваться в злокачественные клетки [367]. Результаты наших 

экспериментов демонстрируют реальную работу МФ как “уборочной машины” 

способствуя удалению неблагополучных клеток из тканей животных, тем самым 

обеспечивая им повышение выживаемости после действия ионизирующей радиации. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

  Итак, можно констатировать, что в мтДНК возникают больше повреждений, 

чем в соразмерном фрагменте яДНК, не только в результате действия АФК, 

генерируемых в самих митохондриях, но и при действии на клетки ИИ.     

  Этот повышенный уровень повреждений в мтДНК, по сравнению с яДНК, 

облученных клеток, можно полагать, обусловлен сочетанным действием АФК, 

генерируемых митохондриях и индуцируемых ИИ. Было показано, что 

радиационное нарушение ЦПЭ в митохондриях может привести к увеличению АФК 

и усилению окислительного стресса [99, 434-436]. Что касается высокой частоты 

повреждений мтДНК, по сравнению с яДНК, в клетках, обработанных различными 

химическими агентами, то это является, скорее всего, результатом более активного 

проникновения этих соединений из цитоплазмы в митохондрии.  

  Таким образом, мтДНК в отличие от яДНК, является более уязвимой мишенью 

для эндогенных АФК и экзогенных повреждающих агентов. 

 С другой стороны, анализ многих данных, посвященных исследованию 

репарации мтДНК, позволяет заключить, что в митохондриях клеток 

млекопитающих полностью функционируют только те репарационные системы, 

которые имеют ограниченный набор ферментов [13, 14, 131]. Так, доказано, что 

механизмы ЭРН не функционируют в митохондриях [133]. Однако показано, что в 

митохондриях клеток млекопитающих реализуется система ЭРО с короткими 

заплатками [134]. Кроме ЭРО в митохондриях млекопитающих выявлены и другие 

системы антимутагенной репарации ДНК [14]. Однако функционирование 

репарационных процессов ДНК в митохондриях клеток млекопитающих 

производится на недостаточно эффективном уровне относительно аналогичных 

показателей в ядрах.  

О низкой эффективности функционирования систем репарации в 

митохондриях млекопитающих свидетельствует множество данных, указывающих 
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на накопление нерепарированных повреждений и на повышение частоты 

спонтанных мутаций в мтДНК, по сравнению с яДНК, с возрастом организма. И 

один из современных постулатов о механизмах старения связан с накоплением 

структурных изменений в мтДНК клеток тканей с возрастом [40, 53, 140, 166].  

В тканях (головного мозга, сердца, скелетных мышц), в популяциях клеток, 

независимо от их пролиферативной активности и клеточного цикла, мтДНК, в 

отличие от яДНК, может реплицироваться в течение всей жизни [46, 54]. Более того, 

если репликация поврежденной яДНК блокируется индуцибельной системой 

контроля хода клеточного цикла (cell cycle checkpoint) до завершения ее репарации, 

то, как указывает ряд данных, в митохондриях не происходит блокировки 

репликации мтДНК, поврежденной ИИ [16, 97, 144]. 

При этом, можно полагать, что репликативный синтез может протекать не 

только на неповрежденных копиях мтДНК-матриц, но и на мутированных или 

поврежденных матрицах. Очевидно, спонтанные и индуцированные (не 

репарированные или ошибочно репарированные) повреждения мтДНК в 

последующих кругах репликации будут реализовываться в мутации и делеции 

митохондриального генома. Скорее всего, именно по этим причинам в мтДНК 

тканей организма, возможно, возникновение мутаций с более высокой частотой, чем 

в яДНК, после радиационного воздействия. Согласно данным разных авторов, 

частота спонтанных и индуцированных мутаций в генах мтДНК в 10-100 раз выше, 

чем в яДНК [69, 95, 112, 143, 412]. 

Увеличение частоты повреждений и мутаций в мтДНК тканей мозга, сердца и 

скелетных мышц, отражается на функциях этих тканей, а также играет значительную 

роль в развитии дегенеративных процессов и различных патологий [40, 53, 63, 140, 

166]. Когда количество мутантных молекул мтДНК превышает определенный порог 

(повышенный уровень гетероплазмии), возникает митохондриальная дисфункция, с 

которой ассоциируется развитие множества патологий. 
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Для скрининга спонтанных и индуцированных ИИ точечных мутаций в 

последовательностях ДНК или отдельных генах млекопитающих на уровне целого 

организма первостепенное значение приобретает выбор чувствительного и 

экономичного метода. На основании анализа литературы мы выбрали наиболее 

адекватных метод для определения мутаций в большом количестве образцов ДНК, 

получаемых из тканей мышей, подвергнутых радиационному воздействию [438]. Это 

был – «Surveyor эндонуклеазный метод», основанный на использовании 

эндонуклеазы, специфически расщепляющей участки ДНК с неспаренными 

основаниями. Surveyor эндонуклеазный метод позволяет одновременно проводить 

анализ большого количества образцов ДНК, получать воспроизводимые результаты, 

не требует сложного оборудования и экономичен. Важнейшим этапом при 

выявлении мутаций, индуцируемых ИИ, методом Surveyor эндонуклеазы является 

получение гетеродуплексов путем гибридизации ПЦР-ампликонов участков мтДНК 

облученных и контрольных животных. Эта процедура дает существенное 

преимущество для более четкого воспроизводства результатов в параллельных 

анализах и является необходимым при выявлении мутаций ДНК [438]. Surveyor 

эндонуклеазный метод является достаточно чувствительным инструментом для 

выявления мутации в последовательностях ДНК, индуцируемых ИИ [438]. С 

помощью этого метода может быть выявлена одна мутантная молекула среди 30-35 

нормальных (диких) молекул размером около 500-1000 п.н. [413, 414]. Для анализа 

мутаций мтДНК, индуцируемых ИИ в дозах 1-5 Гр, этим методом мы использовали 

гетеродуплексы ПЦР-ампликонов мтДНК размером 437-1092 п.н. [438] Что касается 

определения мутаций мтДНК, возникающих при малых дозах облучения животных, 

то для этого требуется получение гетеродуплексов ПЦР-ампликонов участков ДНК 

большего размера (2000-5000 п.н.). Таким образом, метод определения мутаций с 

использованием Surveyor эндонуклеазы, позволяет достичь необходимой 

чувствительности.  
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Полученные нами результаты по определению мутаций мтДНК в тканях и в 

составе циркулирующей ДНК облученных животных, с использованием Surveyor 

эндонуклеазы, не позволяют представить расчетные величины по реальной частоте 

мутаций мтДНК, индуцируемых ИИ. Однако эти данные позволяют характеризовать 

степень гетероплазмии (одновременное присутствие мутантных и диких копий) 

мтДНК в тканях и биологических жидкостях (плазма, моча) животных, 

подвергнутых радиационному воздействию [432, 438]. 

Доля мутантных копий мтДНК (или гетероплазмия) в тканях головного мозга 

и селезенки облученных мышей, увеличивается в зависимости от дозы 

рентгеновского излучения [438]. Здесь мы наблюдаем подобную линейную 

зависимость, которая была выявлена при определении частоты мутаций в составе 

яДНК тканей головного мозга и селезенки мышей, облученных разными дозами 

рентгеновского излучения [415, 416]. Результаты наших экспериментов показали, 

что уровень гетероплазмии мтДНК в клетках тканей организма, после 

радиационного воздействия, существенно повышается, и это может оказывать 

влияние на многие молекулярные и клеточные процессы, связанные с развитием 

лучевой реакции организма [436, 438]. 

Ранее было показано, что ИИ вызывает in vivo больше повреждений в мтДНК, 

чем в соразмерном фрагменте яДНК. Также было установлено, что ИИ индуцирует 

синтез мтДНК и биогенез митохондрий в клетках тканей животных в течение 2-5 

часов после их облучения мышей, [21, 23, 145, 147, 246, 436]. Хотя, механизмы 

усиления биогенеза митохондрий и синтеза мтДНК после действия ИИ недостаточно 

ясны, индукция этих процессов ассоциируется с развитием компенсаторной реакции 

в клетках в связи с повреждением мтДНК и снижением энергообеспечения клеток 

[148, 149, 436]. Можно полагать, что значительное количество вновь синтезируемых 

копий мтДНК на поврежденных матрицах будут содержать мутации. Это может 

привести к возникновению повышенной гетероплазмии в клетках тканей 

облученных животных в пострадиационный период. В течение от 8 до 28 дней 
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пострадиационного периода, мы обнаружили снижение уровня общего количества 

копий мтДНК в тканях головного мозга и селезенки мышей, облученных в дозе 3-5 

Гр [438]. Увеличение мутантных копий и снижение общего содержания копий 

мтДНК в тканях мышей в течение длительного пострадиационного периода 

свидетельствует о нарушении энергетического метаболизма и возникновении 

дисфункции митохондрий в тканях облученного организма [438]. Такая ситуация в 

свою очередь может приводить к усилению продукции АФК в митохондриях и 

последующему увеличению повреждений, с которыми, в определенной мере, связана 

последующая нестабильность генома облученных клеток [40, 141]. Как установлено 

в настоящее время, клетки разных тканей, для их нормального функционирования, 

требуют определенный уровень содержания копий мтДНК [52, 53].  

Результаты наших экспериментов показывают, что высокий уровень 

гетероплазмии (мутантных копий мтДНК) в тканях мышей, наблюдаемый на 8 день 

после их облучения, постепенно снижается к 28 дню пострадиационного периода. С 

другой стороны, содержание общего количества мтДНК (из расчета на яДНК) в 

тканях мышей фактически остается на одинаковом уровне во все сроки 

исследования после облучения в дозах 1-5 Гр [438]. Заметим, что снижение доли 

мутантных молекул мтДНК происходит быстрее в селезенке, клетки которой более 

активно подвержены радиационной гибели, чем клетки головного мозга [438]. Такая 

динамика снижения мутаций не характерна для яДНК. Как показывают ранее 

полученные данные Оно и соавторов [416], уровень частоты соматических мутаций, 

выявляемых в составе яДНК тканей головного мозга и селезенки мышей, 

подвергнутых воздействию рентгеновским излучением, сохраняется без изменения в 

течение четырех месяцев.  

Одновременно со снижением мутантных копий мтДНК в тканях, мы 

регистрируем резкое увеличение их доли, со сдвигом максимума на 14 день после 

облучения, в составе циркулирующей вк-ДНК плазмы этих же мышей [438]. 

Известно, что соматические клетки с нерепарированными или летальными 
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повреждениями яДНК могут подвергаться гибели разными путями. В нормальных 

физиологических условиях в плазме крови животных и человека всегда содержится 

определенное количество циркулирующей вк-ДНК. При массовой гибели клеток в 

тканях организма в результате радиационного поражения или при иной патологии, 

возможно, выявление, значительного повышения уровня вк-ДНК в плазме 

(сыворотке) крови и других биологических жидкостях [290, 291, 294, 296]. Усиление 

гибели клеток, при проведении радиотерапии опухолей, сопровождается 

увеличением содержания вк-ДНК в плазме и в других биологических жидкостях у 

пациентов [324]. Увеличение содержания общей циркулирующей ДНК в плазме 

крыс, подвергнутых радиационному воздействию, было показано в работе 

Владимирова с сотрудниками [317]. Результаты наших анализов показывают, что в 

плазме мышей доля мутантных копий вк-мтДНК на 14 день после облучения 

увеличивается в 15 раз (при дозе 5 Гр) по сравнению с контролем, тогда как общее 

содержание вк-мтДНК увеличивается в 4 раза (рис. 15, 16) [438].  

Как известно, гибель клеток тканей облученных животных может происходить 

различными путями в течение длительного времени и зависит от дозы облучения. 

При этом, максимум активной гибели различных клеток приходится на 6-10 часы 

после облучения животных сублетальными дозами радиации [417, 418]. Полученные 

нами данные, указывающие на увеличение содержания внеклеточной мтДНК с 

мутациями в плазме крови мышей в течение 28 дней после их облучения, нельзя 

связывать с максимумом активной фазы апоптоза клеток тканей этих животных. 

Скорее всего, повышенный уровень мтДНК с мутациями в плазме облученных 

мышей, можно предполагать, связан с отсроченной гибелью клеток и селективной 

элиминацией поврежденных и мутантных копий мтДНК из клеток [438]. 

Циркулирующие фрагменты вк-ДНК, поступающие в кровоток облученных 

животных, возможно, подвергаются нуклеазной деградации, но определенная ее 

часть, защищенная от действия нуклеаз, может оказаться в моче, как трансренальная 

ДНК [290, 432]. В настоящее время моча является традиционно широко 
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используемым материалом, который содержит огромное разнообразие продуктов 

метаболизма, чрезвычайно удобных для поиска специфических биомаркеров для 

диагностики различных патологий [432]. 

Результаты настоящей работы показывают, что количественные изменения 

вк‑яДНК и вк‑мтДНК в моче крыс характеризуются зависимостью от дозы 

облучения, а также от дозы химиотерапевтического препарата блеомицина [439]. 

При этом уровень вк-мтДНК в моче крыс выше, по сравнению с таковым яДНК. 

Определенная доля фрагментов вк-мтДНК в моче облученных крыс содержит 

мутантные копии [432]. Можно полагать, что повышенный уровень вк-мтДНК с 

мутациями в плазме крови и моче облученных животных обусловлен 

продолжающейся гибелью клеток тканей, и, возможно, селективной элиминацией 

копий мтДНК с мутациями из клеток тканей [432, 438]. 

Известно, что в отдаленные сроки пострадиационного времени количество 

гибнущих клеток существенно снижается, но гибель клеток, связанная с 

индуцированной нестабильностью генома, может продолжаться. Одним из 

характерных признаков индуцированной нестабильности генома является 

отсроченная гибель клеток в течение длительного пострадиационного времени [419, 

420]. Возможно, увеличение количества мутантных копий мтДНК приводит к 

усилению продукции АФК и последующему увеличению повреждений 

митохондриального генома и митохондриальной дисфункции, которые оказывают 

влияние на радиационную индукцию нестабильности генома в облученных клетках 

[101, 310, 421, 422]. Следовательно, развитие каскада этих взаимосвязанных 

процессов может приводить к продолжению отстроченной клеточной гибели [419, 

420] и, соответственно, к выбросу большого количества вк-ДНК в кровоток и мочу 

облученных животных. Можно предполагать, что повышенный уровень вк-мтДНК с 

мутациями в плазме крови и моче облученных мышей в отдаленные 

пострадиационные сроки обусловлен, также, и селективной элиминацией копий 

мтДНК с мутациями из клеток тканей [157]. Элиминация мтДНК с мутациями из 
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клеток может происходить в результате митофагии митохондрий, несущих 

поврежденные и мутантные копий ДНК [424]. Очевидно, пусковым механизмом 

митофагии является повреждение макромолекул в митохондриях атаками АФК 

[423]. Высвобождаемые в результате митофагии фрагменты мтДНК могут поступать 

в цитозоль [145] и затем в кровоток. Митофагия и постоянный синтез мтДНК 

способствует обеспечению митохондриального гомеостаза, необходимого для 

выживания клеток [423, 424].  

Таким образом наши исследования позволяют рассматривать количественные 

и качественные характеристики вк-яДНК и вк-мтДНК в плазме и моче как 

потенциальные биомаркеры для неинвазивной оценки развития реакции организма 

на облучение и генотоксического действия средств химиотерапии опухолей [432, 

438, 439]. 

Итак, как выяснилось, структурные и функциональные нарушения в 

митохондриях, индуцируемые ИИ, оказывают влияние на пострадиационное 

развитие целого комплекса эффектов на уровне клеток и целого организма [432, 438, 

439]. 

Поскольку митохондрии и мтДНК повреждаются и могут подвергаться 

селективному удалению (митофагии) в облученных клетках, возникает 

необходимость в поиске радиозащитных митохондриально-направленных 

соединений. В литературе представлено большое количество таких соединений. 

Однако многие из них не способны преодолевать мембранный барьер митохондрий. 

Поэтому сейчас разработаны новые подходы к созданию митохондриально-

направленных антиоксидантов с радиопротекторными и радиомитигаторными 

свойствами. Те радиопротекторы, которые ранее считались недостаточно 

эффективными, при их конъюгации с трифенилфосфонием способны преодолевать 

митохондриальную мембрану и проникать в митохондрии. Однако существуют 

соединения, способные преодолевать мембранный барьер митохондрий и без 

привязки к трифенилфосфонию. 
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Результаты множества исследований указывают, что в качестве одного из 

таких активных природных антиоксидантов-радиопротекторов, способных 

проникать в митохондрии можно рассматривать мелатонин (N-ацетил-5-

метокситриптамин), подавляющий эффекты воздействия ИИ in vitro и in vivo [425, 

434, 435]. В настоящее время мелатонин клинически применяется как препарат, 

нормализующих циркадные ритмы, а также все чаще находят его применение в 

качестве адъюванта при лучевой терапии опухолей [426, 427, 434, 435].  

Поэтому в настоящей работе были проведены исследования, посвящённые 

сравнительной оценке ряда маркеров повреждений в тканях коры головного мозга и 

селезенки после облучения всего тела мышей рентгеновскими лучами и 

возможности модуляции этих повреждений при введении мелатонина до (режим 

радиопротекции) и после (режим радиомитигации) их облучения [434, 435]. 

Результаты наших исследований позволили сделать вывод о том, что мелатонин 

является достаточно активным радиомитигатором, снижающим, прежде всего, 

митохондриальную дисфункцию, индуцируемую ионизирующем излучением [434, 

435]. Хотя ранее было показано, что мелатонин является эффективным 

антиоксидантом и радиопротектором, защитником ДНК [336], он не получил 

рекомендации для клинического использования как радиопротектор, поскольку 

оказывает нежелательный снотворный эффект у спец. персонала. Полученные нами 

результаты и литературные данные указывают на необходимость использования 

мелатонина в качестве радиомитигатора и адъюванта при радиотерапии рака, 

исключительно после радиационной обработки опухолей. Мелатонин синтезируется 

в митохондриях и является митохондриально нацеленным антиоксидантом. 

Следующие исследования были посвящены препарату метформин, широко 

используемым в терапии сахарного диабета 2-типа [440-443]. Известно, что 

метформин является активатором 5'-АМФ-активируемой протеинкиназы - главного 

регулятора энергетического гомеостаза. Известно, что метформин снижает частоту 

возникновения онкогенеза у людей, и увеличивает продолжительность жизни 
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грызунов. Метформин стимулирует митофагию, обеспечивая восстановление 

здоровой популяции митохондрий в клетках.  

Поскольку наличие циркулирующих внеклеточных нуклеиновых кислот в 

биожидкостях животных и человека принято рассматривать как результат постоянно 

реализуемой клеточной гибели в их тканях, в данной работе мы исследовали 

влияния метформина на выживаемость мышей, повреждения ДНК, определяемые по 

критерию образования микроядер (МЯ) в клетках их костного мозга и на экскрецию 

вк-яДНК и вк-мтДНК с мочой крыс, облученных рентгеновскими лучами [440-443]. 

Результаты показали, что при введении МФ животным сразу и через 24 часа после 

облучения усиливается экскреция вк-яДНК и вк-мтДНК с мочой. В первом случае 

мы наблюдаем более выраженное увеличение фрагментов вк-ДНК [440-443]. 

Показано, что в моче облученных крыс, независимо от времени проведения анализа 

вк-ДНК, после их облучения или времени введения им МФ, количественное 

содержание вк-мтДНК больше, чем таковое фрагментов вк-яДНК [440-443]. 

Повышенный уровень мтДНК явно обусловлен активацией митофагии [365, 411]. 

МФ, возможно, активирует удаление из тканей больше поврежденных клеток, 

которые могут являться потенциальным для злокачественной трансформации или 

развития иной патологии [365, 440-443]. 

Таким образом, полученные результаты настоящей работы привносят 

принципиально новые сведения о роли митохондриальных нарушений в развитии 

лучевой реакции организма, а также о возможности использования такого критерия 

как уровень вк-мтДНК в биологических жидкостях в качестве неинвазивного 

высокочувствительного биомаркера для оценки радиационного поражения и 

наличия генотоксического груза, а также при оценке эффективности 

противолучевых средств. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Показано, что активность репарации яДНК, синтез мтДНК и уровень ее 

мутантных копий, модуляция экспрессии генов, поддерживающих митохондрии, 

различаются в гиппокампе, коре и мозжечке облученных крыс. Гиппокамп 

являлся наиболее радиочувствительной областью головного мозга. 

2. Впервые установлено возникновение повышенного уровня мутантных копий 

мтДНК в тканях головного мозга и селезенки мышей, подвергнутых 

радиационному воздействию. Образование мутантных копий мтДНК в тканях 

головного мозга и селезенки облученных мышей имеет линейную зависимость от 

дозы рентгеновского излучения (в пределах 1-5 Гр). 

3. Показано, что уровень мутантных копий мтДНК в тканях облученных мышей 

снижался на 14-й и 28-й дни после облучения. Снижение мутантных копий 

мтДНК в ткани селезенки происходило более активно, чем в тканях головного 

мозга. Содержание общей мтДНК относительно яДНК в тканях облученных 

мышей было стабильно в течение пострадиационного времени (8-28 дней), хотя и 

ниже на 25-40% данных контрольной группы. 

4. Впервые установлено резкое увеличение уровня вк-мтДНК и ее мутантных копий 

в плазме крови облученных мышей в течение пострадиационного времени (1-28 

дней). Увеличение содержание мутантных копий вк-мтДНК в плазме облученных 

мышей совпадают со снижением их уровня в тканях этих же животных. 

Результаты свидетельствуют о поступлении в кровоток облученных мышей 

мутантных копий мтДНК, элиминируемых из тканей этих животных. 

5. Впервые показано, что уровень общего количества мтДНК и яДНК в моче 

облученных крыс зависит как от пострадиационного времени, так и от дозы 

облучения. Количество продуктов ПЦР-амплификации вк-мтДНК в 2-3 раза 

выше, по сравнению таковым вк-яДНК. Анализ мутантных копий вк-мтДНК 

показал, что в моче облученных крыс выявляется определенная доля мутантных 
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фрагментов мтДНК. При этом максимальный уровень мутантных копий вк-

мтДНК в моче крыс регистрируется на 3-е сутки после облучения.  

6. Выявлено повышенное содержание фрагментов вк-яДНК и вк-мтДНК в моче у 

крыс после введения блеомицина по сравнению с контрольными животными. 

Показано, что содержание вк-яДНК и вк-мтДНК имеет линейную зависимость от 

дозы химиотерапевтического препарата. 

7. Показано, что мелатонин в тканях селезенки и коры головного мозга облученных 

мышей проявляет выраженные радиозащитные свойства при введении его до и 

после воздействия радиации. Мелатонин стимулирует пострадиационные 

восстановления яДНК и мтДНК, снижает уровень мутантных копий мтДНК, а 

также восстанавливает митохондриальные функции в тканях селезенки и коры 

головного мозга после облучения. 

8. Установлено, что пероральное введение метформина мышам до облучения не 

оказывало радиопротекторного эффекта, как по тестам выживаемости, так и по 

образованию МЯ в ПХЭ костного мозга. Метформин действует как 

радиомитигатор, способствуя усиленной экскреции вк-мтДНК и вк-яДНК с мочой 

облученных крыс, обеспечивая им повышение выживаемости и восстановление 

здоровой популяции митохондрий в облученных клетках. 

9. Повышенные содержания вк-яДНК и вк-мтДНК в биологических жидкостях 

(плазма и моча) могут рассматриваться как новые высокочувствительные 

неинвазивные биомаркеры оценки радиационного ответа организма и других 

генотоксических агентов, а также оценки эффективности противолучевых 

средств, в том числе митохондриально-направленного действия. 
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