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Полихроматофильные эритроциты (ПХЭ) являются подходящей мишенью для

оценки уровня острого и хронического генотоксического стресса в моделях in vivo.

Для индукции генотоксического стресса в эксперименте широко применяется

митомицин С (ММС) – алкилирующий агент, приводящий к образованию попе-

речных сшивок молекулы ДНК. Микроядерный тест в полихромных эритроцитах

хорошо зарекомендовал себя в качестве стандартного анализа для оценки геноток-

сических эффектов на хромосомном уровне у мышей. Вместе с тем большинство

имеющихся исследований направлено на изучение острого генотоксического

стресса, обусловленного высокими дозами мутагенов, в то время как исследова-

ний, направленных на изучение хронического воздействия ММС, крайне мало.

Цель данного исследования – определение генотоксического потенциала ММС

без цитотоксического эффекта при хроническом воздействии на мышей, нокаут-

ных по гену аполипопротеина Е (ApoE–/–). В исследование были включены че-

тыре группы ApoE-нокаутных мышей, получавших инъекции двух различных

доз ММС (0.1 и 0.5 мг/кг) в хвостовую вену один и три раза в неделю, а также две

контрольные группы. Каждая группа состояла из четырех самок и одного самца.

Для оценки генотоксических эффектов готовили препараты костного мозга, на

каждом образце подсчитывали 1000 ПХЭ, выявляли ПХЭ с микроядрами и рас-

считывали долю ретикулоцитов. Доза 0.5 мг/кг показала явный цитотоксический

эффект, выраженный в нарушении эритропоэза, а именно в уменьшении доли

ретикулоцитов. Доза 0.1 мг/кг вызывала выраженный генотоксический, но не

цитотоксический эффект. Полученные в ходе настоящего исследования резуль-

таты могут быть полезны при выборе дозы ММС для проведения экспериментов,

требующих моделирования хронического генотоксического стресса у лаборатор-

ных животных.
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ВВЕДЕНИЕ

Митомицин С (ММС) – противоопухолевый антибиотик, обнаруженный в

1950-х годах в ферментированных культурах Streptomyces caespitosus и широко ис-

пользующийся при лечении онкологических заболеваний [1]. Как алкилирующий

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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агент ММС оказывает цитотоксическое и генотоксическое воздействие на клетки

млекопитающих. На молекулярном уровне восстановительная активация ММС

приводит к образованию его производного, митозена, который посредством реак-

ции N-алкилирования взаимодействует с молекулой ДНК, приводя к образованию

поперечных сшивок между ее нитями. Кроме того, ММС может инициировать об-

разование активных форм кислорода и азота, вызывающих окислительный и нит-

розивный стресс [2–4]. Кроме того, ММС в низких дозах является причиной преж-

девременного клеточного старения [5]. Следует отметить, что большинство имею-

щихся исследований направлено на изучение острого генотоксического стресса,

обусловленного высокими дозами ММС [6, 7], в то время как исследований, на-

правленных на изучение хронического воздействия ММС, крайне мало.

Микроядерный тест in vivo хорошо зарекомендовал в качестве стандартного ана-

лиза для оценки генотоксических эффектов на хромосомном уровне у различных

лабораторных животных, при этом мыши являются наиболее широко используе-

мыми в подобных экспериментах видами грызунов [8], а полихроматофильные

эритроциты (ПХЭ) являются подходящей мишенью для оценки уровня острого и

хронического генотоксического стресса [9]. Особый интерес представляет изуче-

ние уровня генотоксического стресса у гиперлипидемических мышей, нокаутных

по гену аполипопротеина Е (ApoE–/–), используемых при изучении патогенеза

различных сердечно-сосудистых заболеваний [10, 11]. Ряд проведенных ранее экс-

периментов показал, что ММС-индуцированный генотоксический стресс может

приводить к развитию эндотелиальной дисфункции (являющейся триггером ате-

росклероза) в экспериментах in vitro [12, 13], при этом остается неизученным во-

прос, будет ли ММС вызвать схожие эффекты у лабораторных животных.

Целью данного исследования явилось определение генотоксического потенциа-

ла ММС без цитотоксического эффекта при хроническом воздействии на Apoe-

нокаутных мышах.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Моделирование генотоксического стресса
В исследование были использованы ApoE-нокаутные мыши в возрасте 1.5 года,

полученные из вивария отдела экспериментальной медицины НИИ комплексных

проблем сердечно-сосудистых заболеваний (Кемерово, Россия). Были сформиро-

ваны четыре экспериментальные группы, включавшие по пять мышей (четыре

самки и один самец), получавших инъекции двух различных доз ММС (AppliChem,

Испания, 0.1 и 0.5 мг/кг) в хвостовую вену один и три раза в неделю в течение ме-

сяца, а также две контрольные группы (получавшие инъекции 0.9%-ного раствора

NaCl один и три раза в неделю на протяжении всего эксперимента). Раствор ММС

готовили непосредственно перед использованием (ex tempore). Дозы ММС опреде-

ляли эмпирически с учетом литературных данных [14, 15]. Дозу препарата, рассчи-

танную для каждого животного, разводили в 0.9%-ном растворе NaCl. В ходе экс-

перимента животных перед введением препарата взвешивали и корректировали

дозы препарата. Еда и вода были доступны на протяжении всего эксперимента.

Преимущество в количестве самок в исследуемых группах было обосновано

тем, что самки данной линии характеризуются более медленным развитием ате-

росклероза.

Извлечение костного мозга
Эвтаназия животных осуществлялась с применением двуокиси углерода. Вскры-

тие проводили через семь дней от последнего введения ММС. После выделения
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бедренной кости и ее полного очищения от мышечной ткани, удаляли эпифизы,

проводили смыв костного мозга 1 мл эмбриональной телячьей сыворотки (Sigma-

Aldrich, США). Полученную суспензию центрифугировали при 1000 об./мин на

протяжении 5 мин, надосадочную жидкость удаляли и добавляли 500 мкл свежей

сыворотки, после чего снова центрифугировали и частично удаляли надосадочную

жидкость, оставляя примерно 50–100 мкл.

Подготовка цитогенетических препаратов
Небольшую каплю полученной суспензии с помощью дозатора помещали на

край обезжиренного предметного стекла и растягивали каплю по всей его поверх-

ности с помощью другого предметного стекла. После высушивания на воздухе пре-

параты фиксировали метанолом в течение 5 мин. Препараты окрашивали 2%-ным

раствором красителя Гимза в течение 10 мин, промывали проточной водой и высу-

шивали на воздухе.

Анализ цитогенетических препаратов
Препараты анализировали на микроскопе Axiostar Plus (Zeiss, Германия) при

увеличении в 1000 раз. На каждом препарате подсчитывали 200 эритроцитов, опре-

деляли количество нормахроматофильных эритроцитов и ПХЭ, после чего рассчи-

тывали долю ПХЭ. Для оценки уровня генотоксического стресса на каждом препа-

рате подсчитывали еще 1000 ПХЭ и отмечали ПХЭ с микроядрами (МЯ) (рис. 1).

Статистический анализ
Статистический анализ проводили с использованием программного обеспече-

ния StatSoft STATISTICA 10.0. Оценка нормальности распределения по методу

Колмогорова–Смирнова показало, что распределение данных по всем изученным

показателям не соответствует нормальному. Следовательно, для сравнения групп

Рис. 1. Препарат смыва костного мозга из бедренной кости мышей (a – нормахроматофильный эрит-

роцит; b – полихроматофильный эритроцит с микроядром; c – полихроматофильный эритроцит без

аномалий).

a

b

c

10 мкм
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применяли H-критерий Краскела–Уоллиса. Различия между группами считали

значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В результате проведенного исследования было показано несколько достоверных

различий по уровню ПХЭ с МЯ между экспериментальными и контрольными

группами (рис. 2a). При однократном введении ММС ПХЭ с хромосомными по-

вреждениями более чем в два раза чаще встречались в группах мышей, экспониро-

ванных обеими дозами ММС (0.1 и 0.5 мг/кг) по сравнению с контрольными груп-

пами. Экспериментальные группы как при однократном, так и при трехкратном

введении ММС не имели статистически подтвержденные различия (p > 0.05) по

количеству клеток с цитогенетическими аномалиями.

Для понимания изменения гемопоэза, а именно эритропоэза, в ответ на ММС-ин-

дуцированный генотоксический стресс, дополнительно было проанализировано

200 эритроцитов и подсчитана доля ПХЭ от общего числа эритроцитов. Было уста-

новлено, что у мышей из экспериментальных групп доля ПХЭ была на 10% и более

ниже, чем у мышей из контрольных групп, однако статистически значимые разли-

чия с контролем были отмечены только у животных, получавших трехкратную

инъекцию ММС в дозировке 0.5 мг/кг (рис. 2b). Следует отметить, что доля ПХЭ в

контрольных группах составляла примерно 50%.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Генотоксический стресс приводит к серьезным последствиям для здоровья че-

ловека, связанным с тератогенными, мутагенными и канцерогенными эффектами,

возникающими в результате хромосомных нарушений в соответствующих тканях.

При анализе способности того или иного агента инициировать повреждение ДНК,

или при оценке существующих повреждений, могут быть использованы различные

цитогенетические тесты. Они применимы как к клеткам в экспериментах in vitro,

так и к моделям in vivo с участием мелких млекопитающих. Преимущество цитоге-

нетических тестов заключается в возможности учета генетических повреждений на

уровне отдельной клетки, что позволяет определять клеточную кинетику кластоге-

на и устанавливать зависимость “доза–эффект”. Оценка “доза–эффект” является

одним из этапов в оценке рисков, связанных с воздействием химических веществ и

факторов окружающей среды, индуцирующих обратимые и необратимые измене-

ния в организме [16].

Микроядерный тест широко используется в генетической токсикологии и при-

меняется, в том числе, при разработке и тестировании лекарственных препаратов.

Микроядерный тест и FISH метод (флуоресцентная гибридизация in situ) остаются

одними из основных методов оценки влияния мутагенных факторов на геномную

нестабильность [15]. Такие цитогенетические аномалии, как микроядро, протру-

зия и нуклеоплазменный мост учитываются в анализе эритроцитов рыб и птиц для

обнаружения генотоксических факторов в окружающей среде [22, 23]. In vivo ана-

лиз уровня МЯ в эритроцитах млекопитающих (главным образом крыс и мышей),

полученных из периферической крови или костного мозга, широко используется

для выявления повреждений хромосом или митотического аппарата эритробла-

стов, вызванных исследуемым химическим веществом [17], в основном определяя

частоту встречаемости микроядер [24, 25]. В процессе превращения эритробласта

костного мозга в незрелый эритроцит (иногда также называемый ПХЭ или ретику-

лоцитом) в цитоплазме возможно появление МЯ, являющихся маркеров повре-

ждения генетического аппарата клетки [17, 18]. Визуализация МЯ в таких клетках

облегчается тем, что у них отсутствует основное ядро.
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Различные по своему типу и механизму действия мутагенные агенты по разному

влияют на образование МЯ в ПХЭ. Повреждения ДНК, вызванные различными

экзогенными и эндогенными факторами, накапливаются в клетке до тех пор, пока

не привысят возможности систем репарации повреждений ДНК. В этом контексте

важно понимать механизмы и последствия генотоксического стресса, вызванного

хроническим низкодозовым воздействием различных мутагенных агентов на жи-

вые организмы. В нашем исследовании было показано, что ММС в концентрации

0.1 мг/кг вызывает выраженный генотоксический, но не цитотоксический эффект

у гиперлипидемических мышей (что выражается в значимом увеличении частоты

ПХЭ с МЯ, с одновременным отсутствием изменения доли ПХЭ). В то же самое

время доза 0.5 мг/кг обладала выраженными цитотоксическими эффектами, вызы-

вая нарушение эритропоэза (а именно снижение доли ретикулоцитов), при этом

уровень ПХЭ с МЯ статистически значимо не различался с данным показателем

для дозы 0.1 мг/кг. Полученные нами результаты отличаются от данных, получен-

ных в ходе экспериментов по моделированию острого генотоксического стресса,

выполненных рядом исследователей. В частности, был изучен уровень ПХЭ с МЯ у

крыс линии Wistar, получавших инъекции ММС в концентрации 0.5, 1 и 2 мг/кг

внутрибрюшинно, с периодичностью один раз в сутки (всего было выполнено две

инъекции). Было показно, что только концентрации 1 и 2 мг/кг вызвавли значимое

повышение уровня повреждения ДНК по сравнению с неэкспонируемым контро-

лем, в то время как концентрации 0.5 мг/кг при двукратном внутрибрюшинном

введении не вызвала развития генотоксического стресса у животных. Более того,

ежедневные (на протяжении 13 дней) внутрибрюшинные инъекции ММС в конце-

трации 0.1 мг/кг (с забором периферической крови каждые 24 ч) также не приводи-

ли к изменению как уровня ПХЭ с МЯ, так и доли ПХЭ [19].

Morales-Ramírez и соавт. [20] в своем обзоре сравнивали различия в кинетике и

механизмах образования ПХЭ с МЯ и цитотоксичности различных противоопухо-

левых и генотоксических агентов в периферической крови мышей in vivo. Мини-

мальной дозой ММС, при которой наблюдалось максимальное снижение доли

ПХЭ, явилась концентрация 1.5 мкМ/кг, а также была показана корреляция между

генотоксическим и цитотоксическим действием ММС. Также установлено, что

внутрибрюшинные инъекции ММС в концентрации 1 мг/кг (пять инъекций в те-

чение недели) не вызывают изменений в биохимических и цитологических показа-

телях периферической крови NQO1–/–, NQO1+/– и NQO2–/– мышей, а также ги-

стологической характеристики их костного мозга [21].

Таким образом, в результате проведенного исследования показано, что дозиров-

ка ММС в концентрации 0.1 мг/кг является оптимальной для моделирования хро-

нического генотоксического стресса у мышей. Высоких доз (более 0.5 мг/кг) следует,

по видимому, избегать, так как они могут вызвать цитотоксические эффекты и на-

рушение эритропоэза. Сверхнизкие дозы (менее 0.1 мг/кг), вероятно, даже без-

опаснее, и их эффект в контексте моделирования генотоксического эффекта следует

изучить в будущих исследованиях. Полученные в ходе настоящего исследования

результаты могут быть полезны при выборе дозы ММС для проведения экспери-

ментов, требующих моделирования хронического генотоксического стресса у ла-

бораторных животных.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Исследование проводилось в соответствии с рекомендациями Хельсинкской де-

кларации и принципами гуманности, изложенными в Правилах проведения работ

с использованием экспериментальных животных. Протокол исследования одобрен
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локальным этическим комитетом НИИ комплексных проблем сердечно-сосуди-

стых заболеваний.
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Dose-Response of the Mitomycin C Genotoxic Effect on the ApoE Knockout Mice

M. A. Asanova, *, D. K. Shishkovaa, A. O. Poddubnyaka, M. Y. Sinitskya, A. V. Sinitskayaa, 
M. V. Khutornayaa, and A. V. Ponasenkoa

aResearch Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russia
*e-mail: asmaks988@gmail.com

Polychromic erythrocytes have been accepted as a suitable target for micronucleus (MN)

evaluation in both acute and cumulative injury. Mitomycin C (MMC) also has a wide

range of genotoxicity, including inhibition of DNA synthesis, clastogenesis and muta-

genesis. As an immediate clastogen requiring exclusively intracellular reductive activa-

tion, MMS initiates efficient DNA crosslinking. The in vivo micronucleus assay has es-

tablished itself as a standard assay for evaluating chromosomal genotoxicity in mouse

erythrocytes. Most of the studies are focused on the study of acute acute effects, which is

caused by high doses of the mutagen. In turn, there are no or very few studies aimed at

studying the chronic effects of MMS. The aim of the study is to create a chronic geno-

toxic effect of MMS without lethal outcome in ApoE–/– mice when selecting the opti-

mal dose of MMS. The design of the study included 6 groups of ApoE–/– mice, two

doses of MMC at a concentration of 0.1 and 0.5 mg/kg, single and three doses. Each

group consisted of four females and one male. To assess genotoxicity, 1000 polychromic

erythrocytes (PChE) extracted from the femoral bone marrow were counted on each

sample, PChE with micronuclei were detected, and the proportion of reticulocytes was

counted. A dose of 0.5 mg/kg showed a clear cytotoxic effect, expressed in a violation of

erythropoiesis, and more precisely in a decrease in the proportion of reticulocytes. In

our study, the concentration of the mutagen, namely 0.1 mg/kg, was shown to cause a

clear genotoxic effect without reaching the threshold of cytotoxicity. Dose-response

studies in rodents can provide useful information on the mechanisms of toxicity and

dose selection for long-term toxicity studies.

Keywords: micronucleus, genotoxicity, erythrocyte, mitomycin, reticulocyte
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