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РЕФЕРАТ

Цель: Оценить возможность проявления «эффекта свидетеля» при введении необлученным мышам митохондриальной ДНК, об-
лученной рентгеновским излучением или обработанной перекисью водорода.
Материал и методы: В работе использовались самцы мышей линии Balb/c 2-х месячного возраста. Митохондриальная ДНК 
(мтДНК) вводилась мышам внутрибрюшинно в физиологическом растворе (в количестве 20 мг/мышь) – интактная, облученная в 
дозе 5 Гр, а также обработанная перекисью водорода. МтДНК выделялась из митохондрий печени мышей. Для очистки получен-
ной мтДНК от фрагментов ядерной ДНК (яДНК) митохондрии обрабатывались нуклеазой. Животных умерщвляли через 1, 3, 7, 
14, 21, 30 сут после инъекции мтДНК. Далее определялись следующие параметры: копийность мтДНК в клетках тканей, уровень 
экспрессии митохондриальных генов, уровень повреждения внутриклеточной мтДНК, относительное количество мутантных ко-
пий мтДНК, уровень микроядер в клетках. Для анализа этих параметров использовались головной мозг, сердце, печень, селезенка. 
Определение уровня микроядер проводили в клетках костного мозга.
Результаты: Показано, что введение мышам внеклеточной митохондриальной ДНК в интактной форме, облученной в дозе 5 Гр 
и обработанной перекисью водорода, приводило к общему характеру изменений. С момента инъекции в тканях головного мозга 
и сердца происходило снижение количества копий мтДНК примерно в 2‒3 раза. В клетках печени и селезенки количество копий 
мтДНК увеличивалось на протяжении 24 часов примерно в 3 раза, через 72 ч число копий мтДНК снижалось к контрольному уров-
ню. В клетках головного мозга и сердца количество транскриптов гена ATP6 увеличивалось вплоть до 72 ч с момента инъекции. 
Через 72 ч относительное количество транскриптов гена ATP6 в тканях головного мозга и сердца превышало в 10 и 12 раз соответ-
ственно. Затем наблюдалось снижение этого параметра, причем через 14 сут с момента инъекции мтДНК, количество транскрип-
тов гена ATP6 все еще превышало контрольный уровень в 5 раз. Однако эти изменения нельзя было назвать достоверными из-за 
большого значения величины стандартного отклонения. В клетках печени и селезенки через 7 сут с момента проведения инъекции 
мтДНК количество транскриптов гена ATP6 увеличивалось в 3 раза относительно контроля. Изменения параметров повреждения 
и образования мутаций мтДНК в этих тканях, а также образование микроядер в клетках костного мозга после инъекции мтДНК не 
отличались достоверно от контрольных значений.
Заключение: Таким образом, исходя из полученных результатов исследований, гипотеза о том, что митохондриальная внеклеточ-
ная ДНК может вызывать «эффект свидетеля» на уровне целого организма, не получила подтверждения.
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ABSTRACT

Purpose: To assess the possibility of the “bystander effect” occurring when non-irradiated mice were injected with mitochondrial DNA ir-
radiated with X-rays or treated with hydrogen peroxide.
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Введение
Начало изучения «эффекта свидетеля» (ЭС) относит-

ся к периоду с 1950-х по 1960-е гг. В это время было 
впервые обнаружено, что плазма крови облученных 
организмов обладает способностью вызывать повреж-
дения в необлученных клетках. Позднее было показано 
наличие такого эффекта у людей, переживших ядер-
ную бомбардировку в Хиросиме [1], пациентах после 
радиотерапии [2, 3], ликвидаторов последствий аварии 
на ЧАЭС [4], и детей, пострадавших при этой аварии  
[5, 6]. Причем следует заметить, что все эти события 
были показаны in vivo. Что же касается радиационного 
воздействия на культуры клеток in vitro пучками иони-
зирующих частиц, то впервые такие эксперименты были 
выполнены гораздо позже, в 1992 г. [7]. Практически с 
самого начала изучения ЭС ведутся поиски агента (или 
агентов), его вызывающего. Считается, что передача 
сигнала от поврежденных клеток к нормальным ведет-
ся двумя путями: через щелевые контакты (gap junction) 
близкорасположенных клеток, а также путем высвобож-
дения в окружающую среду растворимых факторов, 
которые связываются с рецепторами на других клетках 
и вызывают в них ответ. В роли этих факторов иссле-
дователи рассматривают различные гормоны, белковые 
молекулы, низкомолекулярные соединения, такие как 
NO, активные формы кислорода, свободные радикалы, 
цитокины [8]. К настоящему времени можно точно ут-
верждать, что ни один из рассматриваемых факторов не 
может на 100% осуществлять передачу сигнала другим 
клеткам, и, скорее всего, при облучении проявляется их 
сочетанное действие [9]. 

В дополнение к вышеуказанным факторам, в каче-
стве одного из возможных агентов, вызывающих ЭС, 
рассматривается ДНК. Действительно, фрагменты ДНК 
из погибших клеток могут выходить в окружающую их 
среду, а при попадании в кровяное русло могут разно-
ситься по всему организму, вызывая ответ на поврежде-
ние за пределами ткани, получившей непосредственное 
воздействие повреждающего фактора. Например, в ра-
боте И.Н. Васильевой [10] показано, что концентрация 
низкомолекулярных фрагментов ДНК в плазме крови 
крыс находится в прямой зависимости от дозы облуче-
ния в очень широком диапазоне доз (от 8 до 100 Гр). Из-
вестно, что при гибели клеток, получивших воздействие 

Material and methods: Male Balb/c mice aged 2 months were used. Mitochondrial DNA (mtDNA) was injected intraperitoneally in saline 
(20 mg/mouse) – intact, irradiated at a dose of 5 Gy, and treated with hydrogen peroxide. mtDNA was isolated from mouse liver mitochon-
dria. To purify the obtained mtDNA from nuclear DNA (nDNA) fragments, the mitochondria were treated with nuclease. Animals were 
sacrificed 1, 3, 7, 14, 21, and 30 days after mtDNA injection. The following parameters were then determined: mtDNA copy number in 
tissue cells, mitochondrial gene expression, intracellular mtDNA damage, the relative number of mutant mtDNA copies, and the level of 
micronuclei in cells. The brain, heart, liver, and spleen were used to analyze these parameters. Micronuclei levels were determined in bone 
marrow cells.
Results: Injecting mice with intact extracellular mitochondrial DNA irradiated at a dose of 5 Gy and treated with hydrogen peroxide resulted 
in a general pattern of changes. From the moment of injection, the mtDNA copy number in brain and heart tissues decreased by approxi-
mately 2‒3 times. In liver and spleen cells, the mtDNA copy number increased approximately 3-fold over 24 hours, and after 72 hours, the 
mtDNA copy number decreased to control levels. In brain and heart cells, the amount of ATP6 gene transcripts increased for up to 72 hours 
after injection. After 72 hours, the relative amounts of ATP6 gene transcripts in brain and heart tissues exceeded the control level by 10 and 
12 times, respectively. A decrease in this parameter was then observed, with ATP6 gene transcript levels still exceeding control levels by 
five times 14 days after mtDNA injection. However, these changes were not considered significant due to the large standard deviation. In 
liver and spleen cells, ATP6 gene transcript levels increased threefold relative to control levels seven days after mtDNA injection. Changes 
in parameters such as mtDNA damage and mutations in these tissues, as well as micronuclei formation in bone marrow cells after mtDNA 
injection, did not differ significantly from control values.
Conclusion: Thus, based on the obtained research results, the hypothesis that mitochondrial extracellular DNA can cause a “bystander ef-
fect” at the level of the whole organism has not been confirmed.
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ионизирующей радиации, ДНК в них получает окис-
лительные повреждения, одно- и двунитевые разрывы, 
модификацию сахарных остатков, депуринизацию и де-
аминизацию оснований [11]. Такие поврежденные моле-
кулы ДНК могут являться сигнальными факторами окис-
лительного стресса. В частности, в работе [12] показано, 
что in vitro добавление к интактным клеткам эндотелия 
внеклеточных фрагментов ДНК, вышедших из облучен-
ных в дозе 10 сГр клеток, приводит к увеличению уров-
ня одно- и двунитевых разрывов ДНК, полимеризации 
актина, изменению формы ядра в необлученных клет-
ках. Авторы статьи предполагают, что передача ответа 
в необлученных клетках происходит через активацию 
TLR9 рецептора. Этот рецептор сравнительно мало из-
учен, предполагается, что он распознает CpG островки, 
которых в ДНК млекопитающих сравнительно мало по 
сравнению с ДНК бактерий и вирусов, и, таким образом, 
отвечает за функционирование врожденного иммуните-
та к бактериальным и вирусным инфекциям [13]. Одна-
ко в научной литературе сравнительно мало рассматри-
вается мтДНК как возможный агент передачи ЭС в ор-
ганизме при облучении. А ведь известно, что мтДНК, в 
силу своего бактериального происхождения отличается 
от ДНК, находящейся в ядре. В частности, мтДНК несет 
повышенное количество островков CpG, которые срав-
нительно слабо метилированы по сравнению с яДНК. 
Кроме того, сами митохондрии имеют в составе своих 
белков формилметионин, что делает их очень похожими 
в этом отношении на бактерии [14]. Недавними исследо-
ваниями показано, что митохондрии, выходящие из ме-
ханически разрушенных клеток при травмах, вызывают 
в организме воспалительный процесс, схожий с тем, что 
протекает при бактериальной инфекции [15, 16].

Предыдущие наши исследования показали, что в 
клетках органов мышей, не подвергавшихся непосред-
ственному воздействию рентгеновского излучения, на-
блюдаются значительные изменения копийности как 
самой мтДНК, так и относительного числа транскрип-
тов ее гена АТР6. Эти изменения сохраняются на про-
тяжении значительного срока после облучения, вплоть 
до трех недель, что позволяет предполагать, что на-
блюдаемые изменения возможно обусловлены возник-
новением ЭС после локального облучения головного 
мозга рентгеновским излучением [17].
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В настоящей работе мы пытались проверить гипоте-
зу о том, что мтДНК, сама по себе, как молекула, имею-
щая бактериальное происхождение, в случае появления 
ее в свободном виде вне клеток, может вызывать в ор-
ганизме воспалительный процесс. В связи с этим оце-
нивались следующие параметры: копийность мтДНК в 
клетках тканей, уровень экспрессии митохондриальных 
генов, уровень повреждения внутриклеточной мтДНК, 
относительное количество мутантных копий мтДНК, 
уровень микроядер в клетках. Для анализа этих пара-
метров использовались головной мозг, сердце, печень, 
селезенка. Определение уровня микроядер проводили в 
клетках костного мозга.

Материал и методы
В исследовании использовались лабораторные мыши 

линии BALB/c из питомника Института теоретической 
и экспериментальной биофизики РАН г. Пущино. Все 
эксперименты с животными проводили в соответствии 
с Европейской конвенцией о защите позвоночных жи-
вотных, используемых в экспериментальных и других 
научных целях, Директивой 2010/63/EU. В ходе экспе-
римента животные находились в стандартных условиях 
вивария ФМБЦ им. А.И. Бурназяна ФМБА России. Ак-
климатизация животных проходила в течение 1 недели 
до начала экспериментов. Мышей кормили стандартным 
гранулированным кормом для лабораторных животных 
(ООО «Мест», Москва) ‒ мышей ad libitum, со свобод-
ным доступом к чистой питьевой воде. Они были разме-
щены по пять особей в клетках при стандартном 12-ча-
совом цикле свет/темнота при температуре 22±2  °С и 
при влажности 45±5 %.

Митохондриальную ДНК вводили (в количестве 
20  мкг/мышь) необлученным мышам внутрибрюшин-
но в физиологическом растворе в интактной форме, 
облученной рентгеновским излучением или обрабо-
танной перекисью водорода. Облучение мтДНК in vitro 
проводили в дозе 5 Гр в ФМБЦ им. А.И. Бурназяна на 
рентгеновской биологической установке РУСТ-М1 при 
напряжении 200 кВ, токе на трубке 2,5 мА, фильтре 
алюминиевом 1,5 мм. Мощность дозы рентгеновского 
облучения – 1 Гр/мин. Забой животных проводился с по-
мощью цервикальной дислокации через 1, 3, 7, 14, 21, 
30 сут после инъекции мтДНК.

После извлечения из животных ткани гомогенизиро-
вались на льду, после чего масса гомогената разделялась 
на две части для выделения ДНК и РНК соответствен-
но. Выделение ДНК проводилось с помощью реагента 
“ДНК-Экстран-2” (ЗАО «Синтол», Россия). РНК из го-
могената тканей выделялась с использованием реагента 
“РНК-Экстран” (ЗАО «Синтол», Россия). Оценку кон-
центрации ДНК и РНК в образцах проводили на флуо-
риметре Qubit (Invitrogen, США).

Оценка числа копий мтДНК и экспрессии мито-
хондриального гена АТР6 проводилась методом ПЦР в 
реальном времени, с использованием специфических 
праймеров на приборе на приборе ДТ-прайм (ДНК-
технология, Россия) с использованием набора “2,5х Ре-
акционная смесь для проведения ПЦР-РВ в присутствии 
красителя Sybr Green I” (Синтол, Россия) в соответствии 
с протоколом производителя. Анализ кривых плавления 
был выполнен для всех генов, а специфичность и це-
лостность продуктов ПЦР были подтверждены присут-
ствием одного пика. Для анализа использовали метод 2–

ΔΔCT. ПЦР-тесты проводили трехкратно для каждого об-
разца. Результаты рассчитывались относительно яДНК, 
с использованием в качестве внутреннего контроля 
однокопийного ядерного гена GAPDH. Количество не-

облученных мышей было принято за 100%. Циклы ПЦР 
были следующими: 5 мин при 95°С с последующими 40 
циклами (95°C в течение 30 с, отжиг и удлинение при 
60°С в течение 1 мин).

Анализ уровня повреждений мтДНК был проведен с 
использованием метода количественной ПЦР на протя-
женных фрагментах (ПЦР-ПФ) с учетом нашего преды-
дущего опыта [18, 19]. Для амплификации протяженных 
ампликонов использовали (2U/мкл) KAPA Long Range 
Hot Start Kit (KAPA Biosystems, США). Для амплифика-
ции длинного фрагмента мтДНК (10.9 т.п.о.) использо-
вали следующие праймеры: forward 5’-GCC AGC CTG 
ACC CAT AGC CAT AAT AT-3’; reverse 5’-GAG AGA 
TTT TAT GGG TGT AAT GCG G-3’. Программа вклю-
чала начальную денатурацию при 94°С в течение 5 мин 
и 18 циклов при 94°С в течение 30 сек и 68°С в тече-
ние 12,5 мин с конечной элонгацией при 72°С в течение 
10 мин. Предварительные анализы были выполнены, 
чтобы гарантировать линейность амплификации ПЦР 
в отношении количества циклов и концентрации ДНК. 
Поскольку амплификация небольшой области была бы 
относительно независимой от повреждения ДНК (низ-
кая вероятность), небольшие фрагменты мтДНК также 
были амплифицированы для нормализации данных, по-
лученных с большими фрагментами. Для амплификации 
коротких фрагментов мтДНК (117 п.о.) использовали 
следующие праймеры: forward 5’-CCC AGC TAC TAC 
CAT CAT TCA AGT-3’; reverse 5’-GAT GGT TTG GGA 
GAT TGG TTG ATG T-3’. ПЦР-анализы проводили трех-
кратно для каждого образца ДНК. Все амплифициро-
ванные продукты были разделены и визуализированы с 
использованием электрофореза в агарозном геле и коли-
чественно определены с помощью системы Image Quant 
(Molecular Dynamics, США).

Для определения количества мутантных копий 
мтДНК, использовали набор Surveyor Mutation Detec-
tion Kit (Integrated DNA Technologies, Coralville, USA), 
как описано [20]. Для оценки мутаций в мтДНК, ампли-
фицировали фрагмент, включающий ген D-loop 1 (1092 
п.н.). Праймеры для ПЦР, использованные в этих анали-
зах, приведены в табл. 1. ПЦР проводилась на програм-
мируемом амплификаторе Thermal Cycler 2720 (Applied 
Biosystems, Foster City, USA). 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 реак-
ционную смесь вводили 1 нг ДНК и 1 суммарную едини-
цу смеси Taq-и Pfu-полимераз (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA), которую вносили методом “горячего 
старта” после первичной денатурации ДНК-матриц при 
94°С в течение 4 мин. ПЦР проводили в режиме 40 ци-
клов: денатурация 30 сек при 94°С, отжиг 30 сек при 

Таблица 1
Праймеры, использованные в работе

Primers used in the work
Локус Прай-

меры, 
зонды

5’→3’ последовательность Раз-
мер, 
п.о.

мтДНК for
rev

GCCAGCCTGACCCATAGCCATAATAT
GAGAGATTTTATGGGTGTAATGCGG

10.9 
kb

мтДНК for
rev

CCCAGCTACTACCATCATTCAAGT
GATGGTTTGGGAGATTGGTTGATGT 117

ATP6 for
rev

CCATAAATCTAAGTATAGCCATTCCAC
AGCTTTTTAGTTTGTGTCGGAAG 75

GAPDH for
rev

GTGAGGGAGATGCTCAGTGT
CTGGCATTGCTCTCAATGAC 214

D-loop 1 for
rev

TAAACATTACTCTGGTCTTGTAAACC
ATTAATAAGGCCAGGACCAAACCT 1092
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62°С и элонгация 1 мин при 72°С, после которых завер-
шающая инкубация 4 мин при 72°С. После завершения 
реакции все продукты ПЦР образцов ДНК были дове-
дены до одинаковой концентрации путем добавления 
ТЕ буфера. Для получения гетеродуплексов смешивали 
равные объемы (по 7 мкл) ПЦР-ампликонов мтДНК ис-
следуемых тканей облученных и контрольных мышей. 
Смеси нагревали при 95°С в течение 10 мин и медленно 
охлаждали до 40°С в течение 70 мин при скорости сни-
жения температуры 0,3°С/мин. Затем образцы выдер-
живали 45 минут при комнатной температуре. К смеси 
гетеродуплексов добавляли 1/10 объема 0,15 М раство-
ра 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 (Integrated DNA Technologies, Coralville, 
USA). Продукты расщепления эндонуклеазой анали-
зировали с помощью электрофореза в 2,0% агарозном 
геле, окрашенном бромидом этидия. ПЦР-тестирование 
гетеродуплексов проводили трехкратно для каждого об-
разца ДНК. Интенсивность флуоресценции полос ДНК 
в гелях регистрировали с помощью AlphaImager Mini 
System (Alpha Innotech, Foster City, USA). Отношение 
флуоресценции продуктов расщепления к общей интен-
сивности флуоресценции полос ДНК в геле (% ДНК, 
расщепленной Surveyor Nuclease) рассчитывали с ис-
пользованием пакета программ ImageJ (Wayne Rasband, 
Bethesda, USA).

Цитогенетический анализ по определению уровня 
образования микроядер в полихроматофильных эри-
троцитах (ПХЭ) костного мозга мышей проводили как 
описано в работе [21]. В качестве контроля использова-
ли интактных мышей. Красный костный мозг бедрен-
ной кости вымывали с помощью фетальной сыворотки 
теленка. Суспензию центрифугировали в течение 7 мин 
при 1000 об/мин. После центрифугирования надоса-
дочную жидкость удаляли и клетки повторно ресуспен-
дировали в оставшейся сыворотке. Далее изготовляли 
мазки по стандартной методике, затем фиксировали 
их метанолом и проводили окрашивание по Романов-
скому–Гимзе. Для каждой мыши были подготовлены 
по четыре слайда, в общей сложности были подсчита-
ны около 2000 ПХЭ. Подсчет ПХЭ с MЯ на слайдах 
осуществляли с помощью светового микроскопа с ис-
пользованием иммерсионного масла с объективом при 
увеличении ×1000.

Статистический анализ полученных данных про-
водился с использованием пакета статистических про-
грамм Statistica 8.0 (StatSoft). Для оценки значимости 
различий выборок использовали t-критерий Стьюдента. 
Данные представлены в виде средней величины ± SD 
(n = 8). Значение р <0,05 (*) считалось статистически 
значимым.

Результаты
На рис. 1 представленны данные анализов измене-

ния относительного числа копий мтДНК в тканях мы-
шей после внутрибрюшинного введения внеклеточной 
митохондриальной ДНК в интактной форме, облучен-
ной в дозе 5 Гр или обработанной перекисью водорода. 
Как показывают результаты данных анализов, введение 
мышам внеклеточной митохондриальной ДНК в интакт-
ной форме, облученной в дозе 5 Гр или обработанную 
перекисью водорода, приводило к общему характеру из-
менений. Из рис. 1а–б видно, что через 1 сут с момента 
инъекции в тканях головного мозга и сердца происходи-
ло резкое снижение количества копий мтДНК примерно 

в 2‒3 раза. В последующие же сроки наблюдения реги-
стрировалось восстановление количества копий мтДНК 
как в ткани головного мозга, так и в ткани сердца. При-
чем в ткани головного мозга восстановление количества 
копий мтДНК происходило более выраженно. Резуль-
таты анализов показали также, что в клетках печени и 
селезенки количество копий мтДНК увеличивалось на 
протяжении 24 ч примерно в 3 раза, однако через 72 ч 
число копий мтДНК снижалось к контрольному уровню 
(рис. 1в–г). Как известно, количество копий мтДНК ча-
сто возрастает при воспалении, так как поврежденные 
митохондрии выделяют мтДНК в цитоплазму и кро-
воток, где она действует как молекулярный сигнал по-
вреждения, активируя иммунный ответ (DAMPs), что 
приводит к усилению воспаления. Увеличение копий 
мтДНК наблюдается при различных воспалительных и 
аутоиммунных заболеваниях, включая системную скле-
родермию и инфаркт миокарда.

На рис. 2 представлены данные анализа изменения 
экспрессии гена ATP6 мтДНК в тканях мышей после 
внутрибрюшинного введения внеклеточной митохон-
дриальной ДНК в интактной форме, облученной в дозе 
5 Гр или обработанной перекисью водорода. Результа-
ты этих анализов показывают, что в клетках головного 
мозга и сердца количество транскриптов гена ATP6 уве-
личивалось вплоть до 72 ч с момента инъекции. Через 
72 ч, относительное количество транскриптов гена ATP6 
в тканях головного мозга и сердца превышало в 10 и 12 
раз соответственно. Затем наблюдалось снижение это-
го параметра, причем через 14 сут с момента инъекции 
мтДНК, количество транскриптов гена ATP6 все еще 
превышало контрольный уровень в 5 раз (рис. 2а–б). В 

Рис. 1. Изменение относительного числа копий мтДНК в тканях 
мышей после внутрибрюшинного введения внеклеточной митохон-

дриальной ДНК в интактной форме, облученной в дозе 5 Гр или 
обработанной перекисью водорода. (a) – головной мозг, (б) – сердце, 
(в) – печень, (г) – селезенка. Данные представлены в виде средней ве-
личины ± SD (n = 8). р <0,05 (*) считалось статистически значимым
Fig. 1. Changes in the relative number of mtDNA copies in mouse tissues 
after intraperitoneal administration of cell-free intact mitochondrial DNA 
irradiated at a dose of 5 Gy or treated with hydrogen peroxide. (а) Brain, 
(б) Heart, (в) Liver, (г) Spleen. Data are presented as mean ± SD (n = 8).  

p <0.05 (*) was considered statistically significant
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клетках печени и селезенки через 7 сут с момента прове-
дения инъекции мтДНК количество транскриптов гена 
ATP6 увеличивалось в 3 раза относительно контроля. 
Однако эти изменения нельзя было назвать достовер-
ными из-за большого значения величины стандартного 
отклонения.

На рис. 3 представлены анализы уровня поврежде-
ний мтДНК методом ПЦР на протяженных фрагментах в 
тканях мышей после внутрибрюшинного введения вне-
клеточной митохондриальной ДНК в интактной форме, 
облученной в дозе 5 Гр или обработанной перекисью 
водорода. Как показывают результаты данных анали-
зов, введение мышам внеклеточной митохондриальной 
ДНК в интактной форме, облученной в дозе 5 Гр, а так-
же обработанной перекисью водорода, не приводило к 
образованию повреждений мтДНК во всех исследуемых 
тканях.

На рис. 4 представлены результаты оценки количе-
ства мутантных копий мтДНК в тканях мышей после 
внутрибрюшинного введения внеклеточной митохон-
дриальной ДНК в интактной форме, облученной в дозе 
5 Гр или обработанной перекисью водорода. Данные 
анализы показали, что введение мышам введение мы-
шам внеклеточной митохондриальной ДНК в интактной 
форме, облученной в дозе 5 Гр, а также обработанной 
перекисью водорода, как и в случае определения уров-
ня повреждений мтДНК, не приводило к статистически 
достоверному повышению количества мутантных копий 
мтДНК во всех исследуемых тканях. Наблюдаемые из-
менения незначительны и не отличаются достоверно 
друг от друга из-за большого значения величины стан-
дартного отклонения (sd).

Рис. 2. Изменение экспрессии гена ATP6 мтДНК в тканях мышей 
после внутрибрюшинного введения внеклеточной митохондриальной 
ДНК в интактной форме, облученной в дозе 5 Гр или обработанной 
перекисью водорода. (a) – головной мозг, (б) – сердце, (в) – печень, 

(г) – селезенка. Данные представлены в виде средней величины ± SD 
(n = 8)

Fig. 2. Changes in mtDNA ATP6 gene expression in mouse tissues after 
intraperitoneal administration of cell-free intact mitochondrial DNA irradi-

ated at a dose of 5 Gy or treated with hydrogen peroxide. (а) Brain,  
(б) Heart, (в) Liver, (г) Spleen. Data are presented as mean ± SD (n = 8)

Рис. 3. Анализ уровня повреждений мтДНК в тканях мышей по-
сле внутрибрюшинного введения внеклеточной митохондриальной 
ДНК в интактной форме, облученной в дозе 5 Гр или обработанной 
перекисью водорода. (a) – головной мозг, (б) – сердце, (в) – печень, 

(г) – селезенка. Данные представлены в виде средней величины ± SD 
(n = 8)

Fig. 3. Analysis of the level of mtDNA damage in mouse tissues after 
intraperitoneal administration of cell-free mitochondrial DNA in its intact 
form, irradiated at a dose of 5 Gy or treated with hydrogen peroxide. (a) 
– brain, (б) – heart, (в) – liver, (г) – spleen. Data are presented as mean ± 

SD (n = 8)

Рис. 4. Оценка количества мутантных копий мтДНК в тканях 
мышей после внутрибрюшинного введения внеклеточной митохон-

дриальной ДНК в интактной форме, облученной в дозе 5 Гр или 
обработанной перекисью водорода. (a) – головной мозг, (б) – сердце, 
(в) – печень, (г) – селезенка. Данные представлены в виде средней 

величины ± SD (n = 8)
Fig. 4. Evaluation of the number of mutant mtDNA copies in mouse tis-

sues after intraperitoneal administration of cell-free mitochondrial DNA in 
its intact form, irradiated at a dose of 5 Gy or treated with hydrogen perox-
ide. (а) – brain, (б) – heart, (в) – liver, (г) – spleen. Data are presented as 

mean ± SD (n = 8)
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повреждающем воздействии, активно продолжают-
ся, однако природа всех факторов сигнального пути 
остается не до конца известна. Основное внимание 
исследователей было сосредоточено на факторах бел-
ковой природы, прежде всего, на различных цитоки-
нах [22‒24]. Предполагалось также участие в пере-
даче сигналов ЭС активных форм кислорода и азота 
[25‒28]. В 2007 г. сотрудниками лаборатории молеку-
лярной биологии МГНЦ РАМН было впервые выска-
зано предположение о возможной роли внеклеточной 
ДНК в реализации ЭС [29, 30]. 

В наших предыдущих исследованиях было показа-
но, что в клетках органов мышей, не подвергавшихся 
непосредственному воздействию рентгеновского излу-
чения, наблюдаются значительные изменения копий-
ности как самой мтДНК, так и относительное число 
транскриптов ее гена – АТР6 [17]. Эти изменения со-
храняются на протяжении значительного срока после 
облучения, вплоть до трех недель, что позволило нам 
предположить, что наблюдаемые изменения обуслов-
лены возникновением ЭС, возникшего после локаль-
ного облучения головного мозга. Однако резюмируя 
данные, полученные в настоящей работе, можно ут-
верждать, что введение мышам внеклеточной мито-
хондриальной ДНК в интактной форме, облученной в 
дозе 5 Гр или обработанной перекисью водорода, не 
приводило к статистически достоверным изменениям 
в тканях.

Таким образом, исходя из полученных результатов 
исследований, гипотеза о том митохондриальная вне-
клеточная ДНК может вызывать ЭС на уровне целого 
организма, не получила подтверждения.

Аналогичные результаты были получены при ана-
лизе уровня микроядер в клетках костного мозга после 
инъекции мтДНК (рис. 5). Из данного рисунка видно, 
что введение мышам внеклеточной митохондриальной 
ДНК не приводило к статистически достоверным изме-
нениям уровня микроядер в клетках костного мозга.

Рис. 5. Анализ микроядер (МЯ) в полихроматофильных эритро-
цитах (ПХЭ) в клетках костного мозга мышей после внутрибрюшин-

ного введения внеклеточной митохондриальной ДНК в интактной 
форме, облученной в дозе 5 Гр или обработанной перекисью водоро-

да. Данные представлены в виде средней величины ± SD (n = 8)
Fig. 5. Analysis of micronuclei (MN) in polychromatophilic erythrocytes 

(PCE) in mouse bone marrow cells after intraperitoneal administration 
of intact extracellular mitochondrial DNA irradiated at a dose of 5 Gy or 
treated with hydrogen peroxide. Data are presented as mean ± SD (n = 8)
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