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Митохондриальные ингибиторы ротенон, родамин 123 и краситель янус зеленый В изучаются в на-
стоящее время с целью разработки фармакологических средств, вызывающих митохондриальную
дисфункцию и апоптоз. Поскольку нарушение работы митохондрий связано с продукцией актив-
ных форм кислорода, то представляется актуальным сопоставить индуцированные этими вещества-
ми повреждения ДНК клеток асцитной карциномы Эрлиха и мышиного лимфолейкоза Р388 с та-
ковыми после воздействия известного индуктора активных форм кислорода – ионизирующего
(рентгеновского) излучения. Уровень ДНК-повреждений оценивали щелочным вариантом метода
ДНК-комет. Индуцированный ротеноном уровень повреждений ДНК был сравним с таковым при
4 Гр в обоих типах клеток. Пострадиационная инкубация уменьшала уровень ДНК-повреждений,
что свидетельствовало о репарации ДНК. Обработка клеток асцитной карциномы Эрлиха родами-
ном 123 с последующей отмывкой от него не вызывала этого увеличения, однако облучение в дозе
4 Гр в присутствии родамина 123 индуцировало увеличение уровня повреждений ДНК, которое су-
щественно уменьшалось после часовой инкубации. Можно полагать, что предварительная обработ-
ка клеток ротеноном или родамином 123, нарушая работу митохондрий, способствовала сохране-
нию целостности ядерной ДНК в облученных клетках. Воздействие януса зеленого В вызывало уве-
личение повреждений ДНК и гибель клеток. Исходя из щелочной версии метода ДНК-комет,
можно считать индуцированные этими соединениями повреждения одно-, двунитевыми разрыва-
ми и щелочелабильными (апуриновыми/апиримидиновыми) сайтами в ДНК. 
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Для оценки работы митохондрий традицион-
но применяются ингибиторы, такие как ротенон,
родамины (в частности, родамин 123) и янус
зеленый В. Ротенон является одним из нейроток-
синов окружающей среды, известен как пести-
цид, инсектицид и рыбий яд [1, 2]. Ротенон –
сложный изофлавоноид (органическое гетеро-
пентациклическое соединение), встречающийся
в корнях и стеблях ряда растений, является спе-
цифическим ингибитором тканевого дыхания:

воздействует на комплекс I, подавляет электрон-
транспортную цепь митохондрий. В результате
образуются генотоксические/цитотоксические
активные формы кислорода (АФК). В экспери-
ментах при подкожном введении крысам ротено-
на было показано, что в продукции АФК в ткани
головного мозга задействован и комплекс II ды-
хательной цепи митохондрий [3]. В эксперимен-
тах на клеточном и субклеточном уровне показа-
но, что ротенон индуцирует продукцию АФК как
в изолированных митохондриях из клеток HL-60,
так и в культивируемых клетках, что в конечном
итоге приводит к дисфункции митохондрий и
апоптозу. Это подтверждается фрагментацией
ДНК, высвобождением цитохрома с и активно-

Сокращения: АФК – активные формы кислорода, RH-123 –
родамин 123, JGB – янус зеленый B (Janus Green B),
АКЭ – асцитная карцинома Эрлиха, PBS – фосфатно-со-
левой буфер.
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стью каспазы 3 [4]. В экспериментах in vitro с ис-
пользованием ооцитов свиньи было показано,
что обработка ротеноном снижала соотношение
активных митохондрий к общему количеству ми-
тохондрий, снижала продукцию АТФ и повыша-
ла продукцию АФК; полагают, что митохондри-
альная дисфункция, вызванная ротеноном, уве-
личивала и митофагию [5]. Помимо нарушений
работы митохондрий, ротенон вызывает анома-
лии других субклеточных органоидов, нарушения
в работе клеточных мембран, изменение профиля
метилирования ДНК, способствует индукции
ферроптоза, некроптоза [6–8]. Анализ флуорес-
центных изображений выявил чувствительность
органелл к ротенону в следующем порядке: мик-
ротубулярный цитоскелет, митохондриальная
сеть, эндоплазматический ретикулум, аппарат
Гольджи и лизосомальная сеть [9]. Индуцирован-
ная ротеноном цитотоксичность используется
для создания животных моделей – аналогов забо-
леваний человека [10–13]. Его воздействие на
живые организмы рассматривают как общую экс-
периментальную модель для исследования ос-
новных механизмов, ведущих к болезни Паркин-
сона, и для оценки новых потенциальных мето-
дов лечения этого заболевания. [14–17]. Кроме
того, ротенон пытаются использовать в качестве
фармакологического средства из-за его способ-
ности ингибировать комплекс I в митохондриях
опухолевых клеток [18, 19], а также он применяет-
ся для изучения старения клеток человека [20]. 

Родамин 123 (RH-123) представляет собой ка-
тионный флуоресцентный краситель, который
используется для специфической маркировки
дышащих митохондрий и мониторинга их функ-
ции. Краситель распределяется по внутренней
мембране митохондрий в соответствии с отрица-
тельным мембранным потенциалом. Потеря по-
тенциала приводит к потере красителя и, следо-
вательно, к потере интенсивности флуоресцен-
ции [21, 22]. Если в ранних работах RH-123
использовали в качестве специфического зонда
для определения местонахождения и изменений в
распределении митохондрий в клетке [23], то в
более поздних его пытались использовать для
обогащения гемопоэтических стволовых клеток
животных, выявления длительно репопулирую-
щих гемопоэтических стволовых клеток человека
в популяции Lin-CD34+CD38- [24–26], для ис-
следования процессов мембранного транспорта
[27], для изучения биораспределения RH-123, ме-
ченого по углероду (11С), в тканях грызунов при
его внутривенном введении [28]. Кроме того, в
настоящее время RH-123 и его производные ис-
следуются в качестве терапевтических средств,
нацеленных на митохондрии, а также для изуче-
ния лекарственной устойчивости, поскольку бы-
ло обнаружено, что RH-123 связывается с не-
сколькими сайтами белка множественной лекар-

ственной устойчивости – MRP1 [29–32]. При
этом RH-123 предлагают использовать не только
в качестве собственно лекарственного средства,
но и для адресной доставки в митохондрии ле-
карств, содержащихся в липосомах с поверхно-
стью, модифицированной RH-123-коньюгиро-
ванным полимером [33]. В экспериментах in vitro
на различных типах клеток было обнаружено, что
RH-123 не токсичен при его кратковременном
применении. Однако при непрерывном воздей-
ствии был обнаружен цитотоксический эффект
RH-123 в отношении клеток карциномы по срав-
нению с нормальными эпителиальными клетка-
ми [34]. В результате исследований большого ко-
личества природных агентов, которые способны
воздействовать на митохондрии и проявлять про-
тивоопухолевую активность, появился термин
«митоканы» (mitocans). Митоканами называют
категорию лекарств, которые точно нацелены на
митохондрии раковых клеток. Вызывая наруше-
ние работы митохондрий, эти вещества способны
вызывать клеточный стресс в раковых клетках и,
в конечном итоге, митотохондриально-опосредо-
ванный апоптоз. В зависимости от способа дей-
ствия митоканов их делят на восемь классов. По
этой классификации RH-123 относят к 6-му клас-
су – липофильные катионы, нацеленные на внут-
реннюю мембрану (Lipophilic Cations Targeting the
Inner Membrane) [35].

Янус зеленый B (JGB – Janus Green B) – орга-
ническое водорастворимое соединение, наджиз-
ненный (supravital) липофильный катионный
краситель, относящийся к диазотированным
сафранинам, поглощается и восстанавливается
метаболически активными митохондриями. Ци-
тологическое исследование показало, что JGB
может восстанавливаться как в митохондриаль-
ной, так и в немитохондриальной частях клетки
[36]. Он используется для оценки чистоты, це-
лостности и метаболической активности мито-
хондрий, клеточной жизнеспособности [37–40],
для анализа ДНК [41], для выявления разнообра-
зия митохондрий, новых типов клеток и новых
структур в тканях и сосудах [42–45], в качестве
антимитохондриального фактора для поиска ле-
карственных средств, способных воздействовать
на внутриклеточных паразитов [46, 47], для иден-
тификации микроорганизмов [48]. 

Несмотря на то, что цитотоксичность этих со-
единений для клеток млекопитающих известна
давно [11, 35, 49–51], все же они представляют со-
бой важный класс субклеточных зондов и позво-
ляют исследовать клеточные процессы в реаль-
ном времени с минимальным влиянием на них.
Кроме того, в последнее время они исследуются
как в качестве возможных терапевтических
средств, так и базиса для создания на их основе
фармакологических препаратов, применяемых
для лечения онкологических заболеваний [18, 19,
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30, 32]. Следствием их избирательного влияния
на митохондрии являются развитие митохондри-
альной дисфункции и продукция АФК. Мито-
хондрии являются самым богатым источником
АФК, так как они потребляют примерно 80% мо-
лекулярного кислорода во время окислительного
фосфорилирования [52, 53]. Воздействие АФК
приводит к повреждению митохондриальной
ДНК, поскольку непосредственная близость к
местам продукции АФК делает митохондриаль-
ную ДНК особенно восприимчивой к поврежде-
ниям. Митохондрии в клетке обычно располага-
ются вблизи органоидов, потребляющих большое
количество АТФ, – элементов цитоскелета и
ядра. Митохондриальная дисфункция может в
значительной степени способствовать наруше-
нию окислительно-восстановительных реакций в
клетке и повреждению ядерной ДНК. В настоя-
щей работе представлялось актуальным выявить
индуцированные ротеноном, RH-123 и JGB по-
вреждения ДНК клеток асцитной карциномы Эр-
лиха (АКЭ) и мышиного лимфолейкоза Р388 и
сопоставить их с таковыми после воздействия из-
вестного индуктора активных форм кислорода –
ионизирующего излучения. В качестве положи-
тельного контроля (источник АФК) использова-
ли воздействие рентгеновского излучения на эти
клетки. Известно, что при облучении фотонами
(гамма- или рентгеновское излучение) основное
повреждающее действие на ДНК и другие биоло-
гические молекулы оказывают АФК, образующи-
еся при радиолизе воды. Кроме того, ионизирую-
щее излучение также вызывает развитие мито-
хондриальной дисфункции и производство АФК
митохондриями на протяжении пострадиацион-
ного периода [52, 54]. Однако АФК образуются и
в ходе нормальных клеточных метаболических
процессов (в основном это O2•– и H2O2), что
приводит к обширной депуринизации и в мень-
шей степени депиримидинизации в ДНК интакт-
ных клеток [52]. Индуцированные физико-хими-
ческими факторами повреждения ДНК представ-
лены более разнообразным и высоким уровнем
повреждений ДНК: одно- и двунитевыми разры-
вами, модификацией оснований или их утратой и
сшивками. Исходя из этого, в настоящей работе
для определения уровня повреждений ДНК ис-
пользовали щелочную версию метода ДНК-ко-
мет (comet assay). Этот метод позволяет выявлять
одно- и двунитевые разрывы и реализованные в
разрывы при высоком рН щелочелабильные
(апуриновые/апиримидиновые) сайты в ДНК
[55].

Цель работы: выявить индуцированные RH-
123, ротеноном и JGB уровни повреждений ядер-
ной ДНК клеток асцитной карциномы Эрлиха и
мышиного лимфолейкоза Р388 и сопоставить их с

таковыми при воздействии рентгеновского излу-
чения. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные и клетки. Использовали инбредных

мышей-самцов линии DBA 2 (окраска шерсти –
ослабленный коричневый) массой примерно 19–
20 г, полученных из НПП «Питомник лаборатор-
ных животных» ФИБХ РАН (Пущино, Москов-
ская область), и белых аутбредных мышей-сам-
цов линии SHK массой примерно 24–30 г, содер-
жащихся в стандартных условиях вивария
ИТЭБ РАН. 

Клетки лимфолейкоза Р388 (клетки Р388), по-
лученные из Лаборатории окислительного стрес-
са ИТЭБ РАН, выращивали в брюшной полости
мышей-самцов DBA 2, прививали внутрибрю-
шинно 2·106 клеток на мышь. Через 7 суток после
прививки мышей умерщвляли методом церви-
кальной дислокации, клетки извлекали из брюш-
ной полости, трижды промывали средой RPMI
1640 (Sigma Chem. Co., США) и подсчитывали в
камере Горяева. 

Клетки асцитной карциномы Эрлиха (клетки
АКЭ), полученные из лаборатории клеточной ин-
женерии ИТЭБ РАН, поддерживали путем еже-
недельной внутрибрюшинной перевивки
(107 клеток в 0.5 мл физиологического раствора)
мышам-самцам SHK. Через 7 суток после при-
вивки мышей умерщвляли методом цервикаль-
ной дислокации, клетки извлекали из брюшной
полости, трижды промывали раствором Хенкса и
подсчитывали в камере Горяева. 

Облучение. Суспензии клеток АКЭ или Р388
были облучены на рентгеновской установке
РУТ-250-15-1 в ЦКП «Источники излучений»
ИБК РАН (Пущино, Московская область)
при мощности дозы 1.12 Гр/мин, напряженности
200 кВ, силе тока 20 мА, фильтры 1 мм Al и
1 мм Cu, фокусное расстояние 37 см. Дозиметрию
проводили по методу Фрике в присутствии бен-
зойной кислоты и с помощью дозиметра VA-J-18
(RFT, Германия). 

Эксперименты с ротеноном. К клеткам Р388
или АКЭ перед облучением добавляли 0.04% ро-
тенона (Sigma Chem. Co., США), разведенного в
этаноле (конечная концентрация этанола –
0.1%). Клетки Р388 облучали в дозах 2, 4 и 8 Гр на
льду, без добавления сыворотки, чтобы избежать
ее радиозащитного эффекта. После облучения
перед инкубацией добавляли 10% эмбриональной
телячьей сыворотки. Клетки Р388 с 0.04% ротено-
на, не подвергавшиеся облучению, инкубировали
во льду до момента приготовления слайдов. Клет-
ки АКЭ облучали в дозе 4 Гр при комнатной тем-
пературе, также без добавления сыворотки. По-
сле облучения перед инкубацией добавляли 10%



БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

РОТЕНОН, РОДАМИН 123 И ЯНУС ЗЕЛЕНЫЙ 769

сыворотки. Клетки АКЭ с 0.04% ротенона, не
подвергавшиеся облучению, инкубировали при
комнатной температуре до момента приготовле-
ния слайдов. После облучения все клетки инку-
бировали в присутствии ротенона при 37°С при
постоянном перемешивании.

Эксперименты с родамином 123. К клеткам
АКЭ перед облучением добавляли 0.025% RH-123
(Sigma Chem. Co., США), разведенного в этаноле
(конечная концентрация этанола – 0.02%), инку-
бировали 15 мин при 37°С, затем трижды отмыва-
ли фосфатно-солевым буфером (PBS) и облучали
при комнатной температуре в дозе 4 Гр. После об-
лучения часть проб инкубировали в PBS, рН 7.2,
при 37°С, без добавления сыворотки. 

Эксперименты с красителем JGB. К клеткам
АКЭ добавляли 0.005% JGB (Sigma Chem. Co.,
США), растворенного в PBS, инкубировали раз-
ное время при 37°С в PBS.

Оценка количества клеток с поврежденной мем-
браной/мертвых. Количество мертвых клеток
оценивали с использованием трипанового сине-
го, как указано в работе [56], или пропидиум
иодида.

Метод ДНК-комет. Вначале предметные стек-
ла погружали в раствор 1%-й нормальной агарозы
и высушивали. На эти стекла наносили слой той
же 1%-й агарозы со стандартной температурой
плавления и инкубировали в холодильнике до ее за-
твердевания (5–7 мин). Для приготовления ага-
розных слайдов клетки разводили до концентра-
ции 1·106 кл/мл. Суспензию клеток смешивали с
равным объемом 1%-й легкоплавкой агарозы (Sigma
Chem. Co., США), приготовленной на буфере PBS
(136.7 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl, 8.1 мМ Na2HPO4,
1.5 мМ KH2PO4, рН 7.2). Агарозу расплавляли при
70°С и инкубировали при 37°С (конечная темпера-
тура получаемой смеси агарозы с клетками 20–
22°С). Смесь (15 мкл) наносили на приготовлен-
ный агарозный слой. После охлаждения и засты-
вания содержащей клетки агарозы на ее поверх-
ность наносили новый слой 0.5%-й легкоплавкой
агарозы. Слайды помещали в лизирующий рас-
твор (2.5 моль/л NаС1, 0.1 моль/л ЭДТА,
0.01 моль/л Трис-НСl, рН 10.0, 1% Тритона Х-100)
при 4°С на 20–24 ч. Затем их инкубировали в те-
чение 20 мин в щелочном растворе «А»
(0.3 моль/л NаОН, 0.001 моль/л ЭДТА, рН > 13),
далее переносили в электрофоретическую камеру
SE-1/S-1N (ООО «Компания Хеликон», Москва,
Россия) и подвергали электрофорезу в свежей пор-
ции раствора «А» в течение 20 мин при 4°С, объем
буфера 250 мл, напряжение 27 В, сила тока 260–
270 мА (напряженность электрического поля
2 В/см). После электрофореза слайды трижды
промывали дистиллированной водой и окраши-
вали в течение 1 ч в PBS, содержащем 2.0 мкг/мл
этидиум бромида. Слайды анализировали под

флуоресцентным микроскопом ЛЮМАМ И-3
(«ЛОМО», Санкт-Петербург, Россия). Захват
изображений проводили цифровым фотоаппара-
том CoolPix 995 (Nikon, Япония) с последующей
передачей изображений в компьютер. Обработку
изображений выполняли с помощью специали-
зированного программного обеспечения с реали-
зованными алгоритмами расчета стандартных
параметров комет [57]. Для оценки уровня повре-
ждений ДНК использовали параметр
«процентная доля ДНК в хвосте кометы» (per cent
of DNA in a comet tail – %TDNA). Для каждой экс-
периментальной точки анализировали по 3 слай-
да, фотографируя не менее чем по 50 клеток на
слайд, согласно работе [58]. 

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз проводили с использованием t-критерия
Стьюдента (р ≤ 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Воздействие ротенона на клетки Р388 вызывает 
повреждение ядерной ДНК; ротенон не препятству-
ет репарации ДНК в пострадиационном периоде. 
В предварительном исследовании определили за-
висимость «доза-эффект» при воздействии рентге-
новского излучения на клетки Р388. На рис. 1а 
показан уровень повреждений ДНК (%TDNA) 
клеток P388, измеренный сразу после облучения 
клеточной суспензии в дозах 2–8 Гр. 

Видно, что с ростом дозы увеличивался
%TDNA, который при 8 Гр достоверно отличался
от контроля (р < 0.05). На рис. 1б показано изме-
нение количества поврежденных/мертвых клеток
сразу после облучения (окрашивание выявляет
клетки с поврежденной мембраной). Наблюда-
лась лишь тенденция увеличения количества по-
врежденных клеток с ростом дозы, достоверных
отличий от контроля не обнаружено. Исходя из
дозовых зависимостей, в дальнейших экспери-
ментах клетки облучали в дозе 4 Гр. Окрашивание
интактных клеток трипановым синим или пропи-
диум иодидом показало, что для клеток Р388
предпочтительна среда RPMI 1640, тогда как
клетки АКЭ более стабильны и в течение экспе-
римента могут храниться в растворе Хенкса или в
PBS. 

На рис. 2а показан %TDNA клеток P388, облу-
ченных в дозе 4 Гр и инкубированных после облу-
чения в течение 0.5–1.5 ч в среде RPMI 1640 с сы-
вороткой. Облучение проводили на льду. Видно,
что воздействие рентгеновского излучения вызы-
вало существенное увеличение уровня %TDNA,
который через 0.5 ч после облучения уменьшался.
%TDNA в пробе «4 Гр» достоверно отличался от
такового в пробе «без облучения_1.5 ч» (p = 0.02).
Поскольку %TDNA в пробе «4 Гр_0.5 ч» досто-
верно не отличался от таковoго в пробе
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«4 Гр_1.5 ч», то в дальнейших экспериментах
клетки после облучения инкубировали в течение
0.5 ч. На рис. 2б показано изменение %TDNA
клеток P388, облученных в дозе 4 Гр в присут-
ствии 0.04% ротенона (проба «ROT»). Видно, что
при добавлении ротенона к необлученным клет-
кам %TDNA увеличивался почти до уровня, на-
блюдающегося при 4 Гр. Отличия между
пробами «4 Гр» и «ROT» статистически недосто-

верны. При добавлении к клеткам ротенона и по-
следующем их облучении %TDNA также увели-
чивался. Пробы «4 Гр» и «ROT + 4 Гр» достоверно
отличались от контроля (p = 0.02 и p = 0.04 соот-
ветственно). После облучения клеточные суспен-
зии были инкубированы в среде RPMI 1640 с
сывороткой в присутствии ротенона. %TDNA
в пробе «ROT + 4 Гр_0.5 ч» существенно умень-

Рис. 1. Уровень повреждений ДНК (%TDNA) и количество поврежденных клеток мышиного лимфолейкоза P388:
(а) – уровень повреждений ДНК клеток P388, измеренный сразу после облучения клеточной суспензии в дозах 2–8 Гр
(* – р ≤ 0.05); (б) – количество клеток с поврежденной мембраной, окрашенных пропидиумиодидом, определенное
сразу после облучения; достоверных отличий от контроля не обнаружено. Приведены средние значения ±
± стандартное отклонение (M ± SD).

Рис. 2. Уровень повреждений ДНК (%TDNA) клеток мышиного лимфолейкоза P388, облученных и/или
обработанных ротеноном (ROT). (а) – Уровень повреждений ДНК клеток P388, облученных в дозе 4 Гр и
инкубированных после облучения 0.5–1.5 ч в среде RPMI 1640 с сывороткой; проба «4 Гр» достоверно отличается от
«0 Гр_1.5 ч» (* – р < 0.05); (б) – уровень повреждений ДНК клеток P388, облученных в дозе 4 Гр в отсутствие и в
присутствии 0.04% ротенона. Клеточные суспензии инкубированы в среде RPMI 1640 с сывороткой в присутствии
ротенона; пробы «4 Гр», «ROT» и «ROT + 4 Гр» достоверно отличались от контроля (* – р ≤ 0.05). Приведены средние
значения ± стандартное отклонение (M ± SD).
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шался по сравнению с «ROT + 4 Гр» и был срав-
ним с контрольным. 

При оценке количества мертвых клеток, где
оценивали клетки с поврежденной цитоплазма-
тической мембраной, обнаружено, что их количе-
ство было сопоставимо с контрольным уровнем
во всех вариантах экспериментов с ротеноном.
Общее количество клеток в пробах также не изме-
нялось.

Воздействие ротенона на клетки асцитной кар-
циномы Эрлиха вызывает повреждение ядерной
ДНК. На рис. 3 показан %TDNA клеток АКЭ, об-
лученных в дозе 4 Гр в присутствии 0.04% ротено-
на. Облучение проводили при комнатной темпе-
ратуре. После облучения клетки были инкубиро-
ваны в растворе Хенкса с сывороткой. 

Видно, что воздействие рентгеновского излу-
чения на клетки АКЭ вызывало существенное
увеличение %TDNA. %TDNA в пробе «4 Гр» до-
стоверно отличался от такового в пробе «0 Гр»
(p = 0.003). В процессе пострадиационной инку-
бации %TDNA снижался. Уже через 0.5 ч после
облучения наблюдалось уменьшение %TDNA
примерно до уровня пробы «0 Гр_0.5 ч». Добавле-
ние ротенона приводило к увеличению %TDNA
как в необлученных, так и в облученных клетках;
%TDNA во всех этих пробах достоверно отлича-
лись от контроля. Отличия %TDNA между проба-
ми «4 Гр» и «ROT», а также между «ROT» и
«ROT + 4 Гр» статистически недостоверны. По-
лучасовая инкубация не выявила разницы между
пробами «ROT _0.5 ч» и «ROT + 4 Гр_0.5 ч»,

%TDNA в этих пробах был сопоставим с таковым
в пробе «ROT + 4 Гр». 

Воздействие родамина 123 на клетки асцитной
карциномы Эрлиха вызывает повреждение ядерной
ДНК; родамин 123 способствует репарации ДНК в
пострадиационном периоде. В следующей серии
экспериментов после 15 мин инкубации клеток
АКЭ с 0.025% RH-123 их трижды промывали PBS.
Поскольку в этих экспериментах облучение про-
водили при комнатной температуре, клетки с
RH-123, не подвергавшиеся облучению, также
находились при 20°С до момента приготовления
слайдов. На рис. 4 показан %TDNA клеток АКЭ,
обработанных и не обработанных RH-123 и облу-
ченных в дозе 4 Гр. 

Видно, что кратковременная обработка клеток
RH-123 с последующей отмывкой от него не ска-
зывалась на величине %TDNA, она была сопоста-
вима с таковой в контроле («0 Гр»). В пробе «4 Гр»
наблюдалось существенное увеличение %TDNA,
достоверно отличающееся от контроля (p = 0.017).
В пробах «4 Гр_0.5 ч» и «RH-123 + 4 Гр_0.5 ч» так-
же наблюдался повышенный и достоверно отли-
чающийся от контроля %TDNA (p = 0.02 и
p = 0.01 соответственно). В случае предваритель-
ной обработки RH-123 и последующем облуче-
нии %TDNA оставался высоким, достоверные
отличия между пробами «4 Гр» и «RH-123 + 4 Гр»
не обнаружены. Получасовая пострадиационная
инкубация существенно не снижала %TDNA как
в присутствии RH-123, так и в его отсутствие. По
завершении часовой инкубации %TDNA сни-
жался, в пробе «RH-123  + 4 Гр» он достоверно от-
личался от такового в пробе «RH-123  + 4 Гр_1 ч»
(p = 0.04) и был сопоставим с контрольным. 

Обработка красителем JGB клеток асцитной
карциномы Эрлиха вызывает повреждения ядерной
ДНК. На рис. 5а показан % TDNA клеток АКЭ,
инкубированных с 0.005% JGB. Как видно из это-
го рисунка, с увеличением времени инкубации
увеличивался и % TDNA; все пробы достоверно
отличались от контроля (р < 0.05). На рис. 5б по-
казан %TDNA клеток АКЭ, облученных в дозе
4 Гр или обработанных JGB. После инкубации с
JGB (15 мин, 37°С) клетки были трижды отмыты
PBS и инкубированы в течение 1 ч. Видно, что об-
работка JGB вызывает увеличение % TDNA, со-
поставимое с 4 Гр. Пробы «4 Гр» и «JGB_1 ч» до-
стоверно отличались от контроля (р < 0.05). При
оценке количества мертвых клеток (клеток с по-
врежденной мембраной) обнаружили, что через
15 мин инкубации с JGB обнаруживалось при-
мерно 45–46% погибших клеток, а через 60 мин –
примерно 60%. 

Рис. 3. Уровень повреждений ДНК (%TDNA) клеток
АКЭ, облученных в отсутствие и в присутствии 0.04%
ротенона (ROT). Ротенон был добавлен непосред-
ственно перед облучением. Клеточные суспензии
после облучения были инкубированы в растворе
Хенкса с сывороткой в присутствии ротенона; все
пробы, за исключением пробы «0 Гр_0.5 ч», достовер-
но отличались от контроля (* – р ≤ 0.05). Приведены
средние значения ± стандартное отклонение
(M ± SD).
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ОБСУЖДЕНИЕ

Повреждения ДНК являются биологическим
индикатором таких процессов, как окислитель-
ный стресс, репарация ДНК и клеточная гибель.
Как видно из рис. 2 и 3, в результате обработки
ротеноном клеток Р388 и АКЭ в них регистриро-
вался повышенный уровень повреждений ДНК,
что согласуется с литературными данными.
Так, на модели астроцитоподобных клеток
было показано, что воздействие ротенона приво-
дило к снижению выживаемости, увеличению

уровня свободных радикалов и повреждению
ДНК [59]. Очевидно, что увеличение %TDNA в
клетках Р388 и АКЭ в результате обработки роте-
ноном обусловлено воздействием АФК. Наблю-
даемый %TDNA был сравним с таковым при 4 Гр
(рис. 1–3). Основное генотоксическое действие
рентгеновского излучения также опосредовано
атаками АФК [52]. Если клетки облучали при
0°С, то, в основном, регистрировались индуциро-
ванные облучением повреждения ДНК. Если же
клетки облучали при комнатной температуре или

Рис. 4. Уровень повреждений ДНК (%TDNA) клеток АКЭ, обработанных или не обработанных RH-123 и облученных
в дозе 4 Гр. Уровень повреждений ДНК в пробах «4 Гр», «4 Гр_0.5 ч» и «RH-123 + 4 Гр_0.5 ч» достоверно отличался от
контроля (* – p = 0.017, 0.02 и 0.01 соответственно). По завершении часовой инкубации уровень повреждений ДНК в
пробе «RH-123 + 4 Гр» достоверно отличался от такового в пробе «RH-123 + 4 Гр_1 ч» (# – p = 0.04) и был сопоставим
с контрольным уровнем. Приведены средние значения ± стандартное отклонение (M ± SD).

Рис. 5. Уровень повреждений ДНК (% TDNA) клеток асцитной карциномы Эрлиха, обработанных 0.005% JGB (а) или
облученных в дозе 4 Гр (б). Клетки в пробе «JGB_1 ч» перед часовой инкубацией были отмыты фосфатно-солевым
буфером. Пробы «4 Гр» и «JGB_1 ч» достоверно отличались от контроля (* р < 0.05). Приведены средние значения ±
± стандартное отклонение (M ± SD).
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инкубировали при 37°С после облучения, то в
этом случае регистрировались как возникшие в
результате облучения или обработки ротеноном
повреждения ДНК, так и разрывы, вызванные ра-
ботой репарационных нуклеаз в эти временные
интервалы, что может характеризоваться более
высоким %TDNA. Следует отметить, что в облу-
ченных клетках АКЭ величина %TDNA при 4 Гр
выше, чем в клетках Р388. Возможно, это связано
как с клеточными различиями, так и с тем, что
облучение клеток АКЭ проводили при комнат-
ной температуре, а клеток Р388 – на льду. И в
клетках Р388, облученных на льду, и в клетках
АКЭ, облученных при комнатной температуре,
по окончании получасового пострадиационного
периода наблюдалось уменьшение %TDNA, что
может свидетельствовать о репарации индуциро-
ванных повреждений ДНК. В обработанных ро-
теноном и/или облученных клетках Р388 и АКЭ
регистрировали высокий %TDNA, сравнимый с
таковым при 4 Гр, что свидетельствует о том, что
последующее за обработкой ротеноном облуче-
ние не вызывает заметного увеличения %TDNA.
По-видимому, предрадиационная обработка ро-
теноном препятствует продукции АФК митохон-
дриями в облученной клетке; либо выбранные
сроки наблюдений и ограничения метода не поз-
воляют выявить существенный вклад облучения в
уровень повреждений ДНК. В процессе постра-
диационной инкубации клеток Р388 наблюдалась
эффективная репарация ДНК, тогда как в клетках
АКЭ – лишь тенденция к восстановлению ДНК.
Так, получасовая инкубация клеток АКЭ не вы-
явила разницы между пробами «ROT_0.5 ч» и
«ROT + 4 Гр_0.5 ч», %TDNA в этих пробах был
сопоставим с таковым в пробе «ROT + 4 Гр»
(рис. 3). По-видимому, различие в репарации
ДНК в обработанных ротеноном и инкубирован-
ных после облучения клетках Р388 и АКЭ может
быть объяснено спецификой этих клеточных ли-
ний. Клетки Р388 представлены двумя типами
клеток, в то время как среди клеток АКЭ различа-
ют до 6−7 типов клеток с разным количеством
хромосом [60, 61]. Можно полагать, что кратко-
временное воздействие ротенона вызывало изме-
нение работы митохондрий, которое снижало эф-
фекты воздействия рентгеновского излучения на
митохондрии. Возможно также, что либо сам ро-
тенон, окисляясь, либо ротенон-индуцирован-
ные кислородные радикалы, взаимодействуя с
продуктами радиолиза воды, уменьшали уровень
радиационно-индуцированных АФК. Эти дан-
ные, взятые вместе, могут свидетельствовать о
том, что ротенон, нарушая работу митохондрий,
способствует сохранению целостности ДНК в об-
лученных клетках. 

Известно, что ротенон обладает высокой гид-
рофобностью и легко проникает через клеточную
мембрану без помощи специфических транс-

портных механизмов [1]. RH-123 по молекуляр-
ной массе близок к ротенону и, являясь катион-
ным красителем, тоже легко проникает в клетку.
Было показано, что RH-123 проникает в клетки в
дозозависимой манере и удерживается в клетках
(даже после нескольких промывок), также было
обнаружено его пролонгированное удерживание
в митохондриях ряда трансформированных опу-
холевых клеточных линий и опухолей [30, 49, 62,
63]. Исходя из приведенных литературных дан-
ных, демонстрирующих удерживание этого кра-
сителя в разных клетках, в следующих экспери-
ментах клетки АКЭ после обработки RH-123 три-
жды промывали PBS. Обнаружено, что обработка
клеток RH-123 с последующей отмывкой не вы-
зывала увеличения %TDNA как сразу, так и через
30 мин инкубации в PBS. Облучение клеток в дозе
4 Гр вызывало увеличение %TDNA (рис. 4). В
этих экспериментах %TDNA облученных клеток
АКЭ был выше, чем таковой на рис. 3, что можно
объяснить разной средой, в которой облучали эти
клетки: на рис. 4 клетки отмывали PBS и облуча-
ли в этом же буфере без каких-либо органических
добавок, являющихся радиопротектором, как,
например, глюкоза в растворе Хенкса. Репарация
ДНК также была менее эффективна, заметное
снижение %TDNA наблюдалось лишь через 1 ч
пострадиационной инкубации. Обработка клеток
RH-123 перед облучением не сказывалась на ве-
личине %TDNA, однако обнаруживались разли-
чия %TDNA в пострадиационном периоде. Исхо-
дя из того, что RH-123 пролонгированно удержи-
вается в митохондриях, очевидно, что оставшееся
после промывок некоторое количество RH-123 в
клетках влияло на уровень повреждений ДНК в
пострадиационном периоде: %TDNA в пробе
«RH-123 + 4 Гр_0.5 ч» оказался выше, чем в пробе
«4 Гр_0.5 ч», хотя достоверные различия между
соответствующими величинами %TDNA не были
обнаружены. Возможно, что увеличение %TDNA
обусловлено не только удержанием красителя в
клетках, но и его возможной модификацией, по-
добно тому, как это было выявлено на обработан-
ных RH-123 клетках глиомы: было обнаружено,
что в результате модификаций молекулы родами-
на возникают флуоресцентные производные с
меньшей молекулярной массой; авторы полага-
ют, что длительное удержание красителя и
его производных может быть причиной подавле-
ния функций митохондрий и, в конечном итоге,
гибели клеток [63]. Через 1 ч %TDNA в пробе
«RH-123  + 4 Гр_1 ч» был существенно ниже, чем
в пробе «4 Гр_1 ч», и был сравним с контрольным,
что свидетельствует об эффективной репарации
ДНК в клетках, предварительно обработанных
RH-123 (рис. 4). Ротенон в клетках Р388 также не
препятствовал репарации ДНК: %TDNA в пробе
«ROT + 4 Гр_0.5 ч» существенно уменьшался по
сравнению с «ROT + 4 Гр» и был сравним с кон-
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трольным (рис. 2). Можно полагать, что предва-
рительная обработка клеток RH-123, как и в слу-
чае обработки клеток ротеноном, нарушая работу
митохондрий, способствует сохранению целост-
ности ядерной ДНК в облученных клетках.

JGB также оказывает генотоксическое дей-
ствие на клетки АКЭ: уже через 15 мин инкубации
регистрируется существенное увеличение
%TDNA. Уменьшение %TDNA через 1 ч на кри-
вой (рис. 5а), по-видимому, обусловлено потеря-
ми фрагментов ДНК и находится за пределами
чувствительности метода. В случае, когда обрабо-
танные JGB клетки были трижды отмыты PBS и
инкубированы в течение 1 ч, наблюдалось увели-
чение %TDNA, сопоставимое с таковым при 4 Гр.
При оценке количества мертвых клеток обнару-
жили, что уже через 15 мин инкубации с JGB ре-
гистрируется большая доля погибших клеток, что
свидетельствует о высокой цитотоксичности
JGB. Очевидно, что цитотоксичность JGB обу-
словлена тем, что он взаимодействует со многими
клеточными компонентами, существенно нару-
шая работу различных процессов в клетке. Так,
было показано, что JGB может восстанавливаться
как в митохондриальной, так и в немитохондри-
альной частях клетки, он адсорбируется на мно-
гих белках и клеточных фракциях, включая кол-
лаген, сывороточный альбумин, митохондрии и
ультрамикросомы [36, 64]; кроме того, было по-
казано, что in vitro JGB взаимодействует с двуце-
почечной ДНК, а также с двуцепочечной поли(А)
со значительным нарушением ее вторичной
структуры [41, 65]. Таким образом, JGB более ге-
нотоксичен/цитотоксичен, чем ротенон и
RH-123. 

Исходя из представленных результатов, видно,
что предварительная обработка клеток ротено-
ном или RH-123, нарушая работу митохондрий,
способствовала сохранению целостности ядер-
ной ДНК в облученных клетках. Воздействие JGB
вызывало существенное увеличение %TDNA, со-
поставимое с таковым при облучении в дозе 4 Гр,
и гибель клеток. Можно полагать, что вызванные
этими митохондриальными ингибиторами по-
вреждения ДНК являются разрывами и щелоче-
лабильными (апуриновыми/апиримидиновыми)
сайтами в ДНК, поскольку использовался щелоч-
ной вариант метода ДНК-комет, позволяющий,
как известно [66], регистрировать всю сумму этих
повреждений.
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 Rotenone, Rhodamine 123 and Janus Green Induce Damage to Nuclear DNA 
in Ascites Tumor Cells from Mice, Rotenone and Rhodamine 

in X-Irradiated Cells Contribute to the Maintenance of Genome Integrity  

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Rotenone, Rhodamine 123, and Janus green B, inhibitors of mitochondria function, are currently investigat-
ed to create pharmacological agents that induce mitochondrial dysfunction and apoptosis. Since impaired
mitochondrial function is associated with overproduction of reactive oxygen species, it seems relevant to
compare DNA damage induced by the said inhibitors in Ehrlich ascites carcinoma cells and murine lympho-
cytic leukemia P388 and DNA damage induced by the direct effect of ionizing radiation (X-rays) that induces
an increase of reactive oxygen species. The alkaline comet assay was used for measuring the level of DNA
damage. The level of Rotenone-induced DNA damage was comparable to that one induced by very low-dose
radiation (4 Gy) for both cell types. Post-irradiation incubation of cells led to a reduction in the level of DNA
damage, indicating that damage to DNA is repaired. Treatment of  Ehrlich ascites carcinoma cells with
Rhodamine 123 and subsequent washing them for removal of excess dye did not cause an increase in the level
of DNA damage, however, exposure to very low dose radiation (4 Gy) in the presence of Rhodamine 123 in-
duced an increase in the level of DNA damage, which was significantly reduced after 1-hour incubation. It
can be assumed that pre-treatment of cells with Rotenone or Rhodamine 123 that disrupt mitochondrial
function contributed to the maintenance of the integrity of nuclear DNA in irradiated cells. Exposure to Janus
green B caused an increase in the level of DNA damage and cell death. The alkaline comet assay revealed that
damage induced by these compounds can be considered single- and double-strand breaks and alkali-labile
(apurinic/apyrimidinic) sites in DNA. 

Keywords: Ehrlich ascites carcinoma, murine lymphocytic leukemia P388, Rotenone, Rhodamine 123,
Janus green B, comet assay
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