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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность Возрастная макулярная дегенерация (ВМД) – это комплекс-

ное, многофакторное нейродегенеративное заболевание, являющееся основной при-

чиной необратимой потери зрения людьми старше 60 лет в развитых странах, пато-

генез которого до конца не ясен, эффективных способов лечения нет. В основе ВМД 

лежат характерные для старения изменения хориокапилляров, ретинального пиг-

ментного эпителия (РПЭ) и мембраны Бруха, но механизмы, запускающие переход 

обычных возрастных изменений в патологический процесс, не известны. Также не 

ясны молекулярно-генетические предпосылки событий, ведущих к гибели фоторе-

цепторов, и пути их гибели: апоптоз, некроз или аутофагия. С нарушением механиз-

мов апоптоза связывают патогенез многих заболеваний, в том числе – дегенератив-

ных, ассоциированных со старением. Важная роль в развитии ВМД отводится акти-

вации глиальных клеток сетчатки – астроцитов, клеток Мюллера и микроглии, кото-

рые активируются при повреждении сетчатки и выделяют различные биологически 

активные молекулы, нацеленные на восстановление тканей. Хроническая активация 

глии сопровождается усиленным выделением провоспалительных факторов, в том 

числе - оксида азота (NO), что приводит к повреждению нейронов сетчатки и индук-

ции апоптоза. NO - одна из важнейших сигнальных молекул в организме, которая 

выполняет роль ключевого вазодилататора, вовлечена в процессы памяти, обучения, 

иммунного ответа и др. NO синтезируется синтазами оксида азота (NOS), которые 

имеют три изоформы - эндотелиальная (eNOS), нейрональная (nNOS), а также инду-

цибельной (iNOS), экспрессия которой усиливается при воспалении. Как недоста-

ток, так и избыточная генерация NO вносят вклад в патогенез связанных со старе-

нием заболеваний, в том числе – ВМД, но механизмы реализации его эффектов до 

конца не ясны, сведения об изменении с возрастом экспрессии синтаз NO в сетчатке 

ограничены. 

Изучение механизмов развития ВМД у людей, особенно ее ранних, доклини-

ческих стадий, проблематично, что диктует необходимость создания биологических 

моделей.  Получены убедительные доказательства того, что адекватной моделью за-

болевания является линия преждевременно стареющих крыс OXYS, у которых раз-

вивается ретинопатия, по клиническим проявлениям соответствующая ВМД у лю-

дей. Гистологические исследования выявили характерные патологические измене-

ния во всех слоях сетчатки крыс OXYS: от локальных в возрасте 3 мес. в период 

манифестации клинических признаков ВМД до обширных областей гибели нейро-

нов в возрасте 24 мес. Анализ транскриптома сетчатки крыс OXYS (исследовали ме-

тодом RNA-seq) показал, что ретинопатия развивается на фоне дисбаланса экспрес-

сии генов, связанных с иммунной системой, воспалением, окислительным стрессом, 

гомеостазом кальция и апоптозом. В то же время различий в уровне экспрессии клас-

сических генов апоптоза в сетчатке крыс OXYS и Вистар (контроль) выявлено не 

было. Дальнейшее исследование генов, прямо или косвенно вовлеченных в регуля-

цию апоптоза, и выявление нетривиальных путей клеточной гибели на разных ста-

диях развития ретинопатии у крыс OXYS, включая доклиническую стадию заболе-

вания, представляется продуктивным подходом к пониманию механизмов этого про-

цесса. 

Цель настоящей работы - изучить механизмы клеточной гибели в сетчатке 

при старении и при развитии аналогичной ВМД ретинопатии у крыс OXYS. Были 

поставлены следующие задачи:  
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1. Провести сравнительный анализ данных RNA-seq транскриптома сетчатки 20-

дневных крыс OXYS и Вистар. Определить группы генов, участвующих в реализа-

ции различных механизмов клеточной гибели, используя биоинформатический ана-

лиз транскриптома сетчатки крыс OXYS и Вистар в возрасте 20 дней, 3 и 18 мес.  

2. Выполнить реконструкцию генных сетей, образуемых генами-регуляторами 

апоптоза, экспрессия которых в сетчатке крыс OXYS и Вистар различна.  

3. Оценить активность процессов апоптоза, некроза и аутофагии в сетчатке крыс 

Вистар и OXYS разного возраста, определить динамику и характер гибели различ-

ных типов клеток сетчатки при развитии ретинопатии.  

4. Изучить особенности структурно-функциональных изменений пигментного 

эпителия и глиальных клеток в сетчатке с возрастом и при развитии ретинопатии, 

оценить их связь с усилением гибели клеток. 

5. Оценить уровень мРНК генов nNOS, iNOS и eNOS в сетчатке крыс Вистар и 

OXYS разного возраста (3 и 18 мес.) методом ПЦР в реальном времени. Определить 

содержание белковых продуктов гена iNOS в сетчатке крыс Вистар и OXYS. 

Научная новизна работы. Впервые методом массового параллельного секве-

нирования (RNA-seq) исследован профиль экспрессии генов в сетчатке крыс Вистар 

и OXYS в возрасте 20 дней, в период, когда у последних клинические проявления 

ретинопатии отсутствуют. Сравнение профилей экспрессии показало, что уже в этом 

возрасте в сетчатке крыс OXYS изменен уровень мРНК 245 генов, большинство ко-

торых связано с процессами развития, сигнальной трансдукцией и дифференциров-

кой клеток. На основании биоинформатического анализа транскриптома сетчатки 

животных в возрасте 20 дней, а также 3 и 18 мес. (получены ранее, Kozhevnikova et 

al. 2013) определены кластеры генов, участвующих в реализации различных меха-

низмов клеточной гибели: апоптоза, аутофагии и программируемого некроза. Разли-

чия в уровне мРНК между линиями крыс выявлены только для генов, регулирующих 

процесс апоптоза. При этом большинство генов, экспрессия которых у крыс OXYS 

и Вистар различалась, было ассоциировано с внешнем путем апоптоза, запускаю-

щимся через рецепторы смерти. Установлено, что уровень мРНК генов-регуляторов 

клеточной гибели как у крыс OXYS, так и у крыс Вистар изменяется только в воз-

растной период с 20 дней до 3 мес., при этом у крыс обеих линий наибольшая актив-

ность гибели клеток путем апоптоза приходится на возраст 20 дней – период завер-

шения созревания сетчатки. Методом иммунофлуоресцентного окрашивания уста-

новлена локализация основных продуктов генов-регуляторов клеточной гибели в 

сетчатке.   

Методами конфокальной микроскопии впервые установлено, что у крыс 

OXYS ретинопатия развивается на фоне атрофии клеток РПЭ, при этом первые де-

структивные изменения монослоя РПЭ выявляются уже в возрасте 20 дней, на до-

клинической стадии заболевания. Начиная с этого возраста у крыс OXYS происхо-

дит увеличение доли двуядерных клеток РПЭ, которое свидетельствует о нарушении 

их способности к делению и пролиферации, что может способствовать развитию и 

прогрессии дегенеративных изменений сетчатки. Установлено, что активная про-

грессия ретинопатии у крыс OXYS происходит на фоне фагоцитарной дисфункции 

и активации астроцитов и клеток Мюллера. Впервые оценены возрастные изменения 

распределения активированных макрофагов и микроглии в различных слоях сет-

чатки крыс Вистар и OXYS. 

Теоретическая и научно-практическая значимость работы. Результаты 

исследования существенно дополняют фундаментальные знания об изменениях 
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транскриптома сетчатки с возрастом и на ранних доклинических стадиях ретинопа-

тии, аналогичной ВМД у людей, расширяют представления о патогенезе заболева-

ния и возможных молекулярно-генетических предпосылках его развития. Новые 

данные об особенностях изменения экспрессии генов-регуляторов клеточной гибели 

при нормальном старении и при развитии ретинопатии, об изменениях с возрастом 

глиальных клеток сетчатки, а также об изменениях клеток РПЭ на разных стадиях 

ретинопатии могут быть полезны при выборе потенциальных терапевтических ми-

шеней при создании новых препаратов, направленных на профилактику и лечение 

ВМД у людей.  

Положения, выносимые на защиту: 

1. В возрасте 20 дней, на доклинической стадии ретинопатии, в сетчатке крыс 

OXYS изменена экспрессия генов, ассоциированных с процессами развития, сиг-

нальной трансдукцией и дифференцировкой клеток. 

2. Гибель клеток в сетчатке крыс OXYS реализуется как путем апоптоза, так и 

некроза и аутофагии, при этом наибольшие изменения экспрессии генов, связанных 

с клеточной гибелью, предшествуют проявлениям клинических признаков ретино-

патии.   

3. Развитие ретинопатии у крыс OXYS происходит на фоне деструктивных из-

менений и нарушения способности к пролиферации клеток ретинального пигмент-

ного эпителия, активации макрофагов и фагоцитарной дисфункции клеток микро-

глии. 

Апробация результатов. По материалам диссертации опубликовано 4 статьи 

в журналах из перечня ВАК. Результаты работы были представлены на научных кон-

ференциях: «The 9th International conference on bioinformatics of genome regulation and 

structure – BGRS» (Новосибирск, 2014), «The 7th International Young Scientists School 

"Systems Biology and bioinformatics" SBB-15» (Новосибирск, 2015), «Neuroscience for 

medicine and psychology: XII International interdisciplinary congress» (Судак, 2016), 

The 10th International conference on bioinformatics of genome regulation and structure – 

BGRS» (Новосибирск, 2016). 

Вклад автора. Основные результаты получены автором самостоятельно. Ав-

тор принимал личное активное участие в планировании, проведении и обсуждении 

всех экспериментов, по результатам которых написана диссертация. Аппаратные 

этапы массового параллельного секвенирования были проведены на базе ЗАО Гено-

аналитика. Биоинформатический анализ данных RNA-seq выполнен в рамках сов-

местной работы с к.б.н. Н.И. Ершовым и к.б.н. Е.Е. Корболиной. Морфофункцио-

нальное исследование клеток РПЭ крыс проведено на базе ЦКП микроскопического 

анализа биологических объектов СО РАН.  

Структура диссертации. Диссертация состоит из введения, обзора литера-

туры, описания материалов и методов, результатов, обсуждения, заключения, выво-

дов и списка цитируемой литературы (256 источников). Работа изложена на 176 

страницах, содержит 18 рисунков, 3 таблицы и 4 приложения.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Животные. Работа выполнена на 118 крысах-самцах линий OXYS и Вистар 

(контроль) в возрасте 20 дней, 3, 7 и 18 мес. на базе Центра коллективного пользо-

вания «Генофонды лабораторных животных» Института цитологии и генетики СО 

РАН.  
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Массовое параллельное секвенирование РНК (RNA-seq) проводилось на 

платформе Illumina GAIIx (ОАО «Геноаналитика») в соответствии со стандартными 

протоколами производителя.  

Биоинформатический анализ данных RNA-seq. Риды картировались на ре-

ференсный геном Rattus norvegicus (версии Rnor_5.0.76) с помощью программы 

TopHat(v2.0.10). Функциональную аннотацию групп дифференциально экспресси-

рующихся генов проводили с помощью биоинформатических систем DAVID (Huang 

et al. 2009) при порогах значимости обогащения (EASE) p<0,05. 

Создание списка генов-регуляторов апоптоза, экспрессия которых в сет-

чатке крыс OXYS и Вистар различна. Анализировались результаты исследования 

транскриптома сетчатки крыс OXYS и Вистар методом RNA-seq: для возраста 3 и 18 

месяцев, выполненного ранее (Kozhevnikova et al. 2013), для 20-дневных животных 

– полученные в настоящей работе (по 3 животных для каждого возраста и линии). 

Для построения ассоциативных сетей   были выбраны дифференциально экспресси-

рующиеся гены, продукты которых участвуют в терминах Gene Ontology в процес-

сах «апоптоз», «клеточная гибель», «позитивная регуляция апоптоза», «негативная 

регуляция апоптоза», «регуляция апоптоза», «регуляция клеточной гибели», «пози-

тивная регуляция клеточной гибели», «негативная регуляция клеточной гибели» со-

гласно базе данных DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery)(http://david.abcc.ncifcrf.gov/summary.jsp). 

Реконструкция и анализ ассоциативных сетей. Ассоциативные сети рекон-

струировались при помощи онлайн ресурса GeneMANIA 

(http://www.GeneMANIA.org/). При построении сети используется метод сопряжен-

ных градиентов. Анализ структуры сетей произведен с помощью Network Analyzer 

plugin в программе Cytoscape (ver. 2.8.2). Для выявления центральных вершин в по-

лученных генных сетях использовался метод расчета различных показателей цен-

тральности вершин (средняя длина кратчайшего пути, центральность вершины по 

посредничеству, центральность вершины графа по близости, кластерный коэффици-

ент, степень вершин). Как центральные рассматривались вершины, имеющие наибо-

лее низкую среднюю длину кратчайшего пути, высокие значения кластерный коэф-

фициент и центральность вершины графа поблизости, низкую центральность вер-

шины по посредничеству и наиболее высокую степень вершины. Кластерный анализ 

сетей проводили с помощью ClusterMarket plagin (ver 1.11) community cluster (GLay) 

для Cytoscape. Биологическая интерпретация кластеров выполнена на основе базы 

данных Reactome (http://www.reactome.org/). 

Создание списка генов-регуляторов клеточной гибели, экспрессия кото-

рых изменяется с возрастом в сетчатке крыс OXYS и Вистар. Изменения  экс-

прессии с возрастом оценивались с помощью программного пакета DESeq2. Диффе-

ренциально экспрессирующиеся (ДЭ) гены с уровнем значимости р<0,05 с поправ-

кой на множественное сравнение Бенжамини-Хохберга аннотировались в базе дан-

ных KEGG открытого биоинформатического ресурса WebGestalt 

(http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/analysis.php) для отбора ДЭ генов, включен-

ных в регуляцию апоптоза и аутофагии, и Rat genome Database (http://rgd.mcw.edu/) 

для выявления генов-регуляторов программируемого некроза.  

Иммунофлуоресцентная микроскопия. В работе использовались стандарт-

ные протоколы получения криосрезов сетчатки. Иммуногистохимический анализ 

проводили, используя первичные специфические антитела к Iba1, GFAP, CD68, ви-

http://david.abcc.ncifcrf.gov/summary.jsp
http://www.genemania.org/
http://www.reactome.org/
http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/analysis.php
http://rgd.mcw.edu/
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ментину (1:250, Abcam) и  RIPK1, RIPK3 (1:200, Abcam) и соответствующие вторич-

ные антитела (1:250). Ядра визуализировали DAPI (Abcam). Для TUNEL окрашива-

ния использовали DeadEnd™ Fluorometric TUNEL (Promega). Препараты анализиро-

вались с помощью оптического микроскопа AXIOPLAN 2 (Zeiss, Германия). Данные 

анализировали с помощью программ ZEN (Zeiss, Германия) и ImageJ (NIH, Bethesda, 

MD). 

Лазерная сканирующая конфокальная микроскопия. Глаза фиксировали в 

4% параформальдегиде, затем отделяли их переднюю камеру, хрусталик и нейроре-

тину от задней камеры. Оставшийся слой РПЭ с подлежащей сосудистой оболочкой 

инкубировали в растворе FITC- phalloidin (1:500) в PBS при +4°C 18 час., помещали 

на полилизиновые стекла и окрашивали Fluoroshield с красителем DAPI (Abcam). 

Анализ проводили на лазерном сканирующем микроскопе LSM 510 META (Zeiss), 

используя программу ZEN (Zeiss, Германия). 

Вестерн блот анализ проводили по стандартным протоколам. Использовали 

первичные специфичные антитела к GFAP и β-актину (1:1000, Abcam) и вторичные 

антитела Goat Anti-Rabbit (1:5000, Abcam). Интенсивность свечения оценивали с по-

мощью программы ImageJ (NIH, Bethesda, MD). 

Иммуноферментный анализ ELISA. Содержание индуцибельной синтазы 

оксида азота iNOS в сетчатке 3 и 18 мес. животных оценивали иммуноферментным 

анализом (ИФА), используя набор Rat Nitric oxide synthase inducible ELISA Kit 

(EIAab®). 

Выделение тотальной РНК и RT-PCR. Выделение тотальной РНК из замо-

роженной ткани сетчатки крыс с помощью TRI®Reagent (Ambion) проводили по ме-

тоду производителя. Для синтеза кДНК использовали фермент M-MLV Reverse 

Transcriptase. Уровень экспрессии генов определяли с помощью ПЦР в реальном 

времени на амплификаторе CFX 1000 (BioRad laboratories, США). Для оценки изме-

нения экспрессии генов nNOS, iNOS и eNOS использовали метод   с(T), обработку 

результатов и статистический анализ производили в программе REST 2009. 

Статистический анализ результатов проводили с помощью программы 

Statistica 6.0. Использовали факторный дисперсионный анализ (ANOVA) с post-hoc 

сравнениями групповых средних (Newman-Keul test). Как независимые факторы рас-

сматривали генотип и возраст. Результаты считали статистически значимыми при 

р<0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ 

Сравнительный анализ транскриптома сетчатки 20-дневных крыс OXYS 

и Вистар. Анализ изменений транскриптома, предшествующих и сопутствующих 

фенотипическим проявлениям старения и развитию связанных с ним заболеваний, - 

продуктивный подход к поиску молекулярных мишеней - генов, вовлеченных в их 

этиологию и патогенез. Выясняя природу развития признаков ретинопатии у крыс 

OXYS, мы исследовали транскриптом сетчатки на доклинической стадии заболева-

ния в возрасте 20 дней, в период окончания постнатального созревания сетчатки у 

крыс методом массового параллельного секвенирования (по 3 животных для каждой 

линии). 

Для оценки количества картированных прочтений (ридов) и анализа диффе-

ренциальной экспрессии был использован программный пакет: HTSeq/DESeq. Для 

DESeq количественной мерой экспрессии гена является сумма всех однозначно вы-
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равненных прочтений, которые пересекаются с геном. Для оценки параметра дис-

персии методом DESeq используют отрицательное биномиальное распределение. 

При заданной глубине секвенирования (40 млн. ридов длиной 50 нуклеотидов) уста-

новлено, что в сетчатке крыс OXYS и Вистар экспрессируется 26 405 генов, из них 

14 640 генов было с числом прочтения больше 10. Максимальное количество ридов 

на ген составило 328 760, средние значения уровня экспрессии по всем детектируе-

мым генам было 322 рида. 

При заданной глубине секвенирования выявлены межлинейные различия в 

экспрессии 245 генов: 160 имели пониженный, а 85 – повышенный уровень экспрес-

сии в сетчатке крыс OXYS. С помощью терминов Gene Ontology была проведена 

функциональная аннотация генов, уровень мРНК которых различался у крыс OXYS 

и Вистар (рис. 1). 

Функциональный анализ дифференциально экспрессирующихся (ДЭ) генов 

показал, что на доклинической стадии развития ретинопатии в сетчатке 20-дневных 

крыс OXYS изменена экспрессия генов, вовлеченных в пути, отвечающие за клеточ-

ные процессы (95 генов), процесс развития (44 гена), развитие многоклеточного ор-

ганизма (39 генов), развитие анатомических структур (38 генов), развитие систем (37 

генов) и органов (30 генов), сигнальную трансдукцию (30 генов), процессы клеточ-

ного развития (28 генов) и дифференциацию клеток (25 генов). Различия обнару-

жены также для генов, регулирующих ответ на эндогенные (16 генов) и гормональ-

ные (13 генов) стимулы, регуляцию метаболизма фосфатов (13 генов), сигнальный 

путь связывания ферментов и белковых рецепторов (10 генов), позитивную регуля-

цию процесса модификации белка (9 генов), сигнальный путь, опосредованный вто-

ричными мессенджерами (6 генов), регуляцию локализации белка (5 генов), органи-

зацию внеклеточного матрикса (5 генов), серин/треонин киназный сигнальный путь 

(5 генов), окислительное фосфорилирование (4 гена), BMP сигнальный путь (3 гена), 

синтез комплекса электронного транспорта (4 гена), регуляцию двухцепочечных 

разрывов ДНК (4 гена), организация коллагеновых фибрилл (3 гена). 

Наиболее существенно изменены в сетчатке 20-дневных крыс OXYS мРНК 

генов Tmem221 – интегрального компонента мембраны, трансмембранного белка 

221 (Fold Change >75) - и GSTA6 - глутатион-S-трансферазы A6 (Fold Change >70), 

регулирующего конъюгацию сульфгидрильной (SH2) группы с электрофильными 

атомами C, N, S, O молекул ксенобиотиков. Также выявлено значительное снижение 

экспрессии генов, кодирующих субъединицы дыхательной цепи митохондрий: mt-

ND4, мt-ND5, мt-ND4L (комплекс I, НАДН/убихинон оксидоредуктаза), Atp5f1 (Ком-

плекс V, АТФ-синтаза). 
Рис. 1. Значимые термины 

генных онтологий, объ-

единяющие гены, экс-

прессия которых в сет-

чатке 20-дневных крыс 

OXYS различна относи-

тельно крыс Вистар 

(BP_FAT) (p<0,05). 

 

 

 

 

 



7 

Сравнительный анализ транскриптома сетчатки крыс OXYS и Вистар в 

возрасте 20 дней, 3 и 18 месяцев. При сравнении ранее полученных данных тран-

скриптома сетчатки на стадии манифестации клинических признаков ретинопатии 

(3 мес., по 3 животных для каждой линии) и прогрессии заболевания (18 мес., по 3 

животных для каждой линии) (Kozhevnikova et al., 2013) с результатами, получен-

ными в рамках данной работы, было выявлено 64 общих гена, экспрессия которых 

отличалась у крыс OXYS по сравнению с крысами Вистар как в возрасте 20 дней, 

так и 3 мес.  Эти гены участвуют в процессах, регулирующих репарацию ДНК (Lig4, 

MDC1, Rtel1 и Hmg1l1) и метаболические процессы ассоциированные с ДНК (Prim1, 

Lig4, MDC1 и Rtel1), клеточный цикл (Cks2, Kif2c, MDC1, Haus1 и Mapk12), метабо-

лические процессы (n=24) и катаболические процессы, связанные с липидами 

(Acadsb, Pla2g2c и Lipa). При сравнении транскриптомов 20-дневных и 18-мес. жи-

вотных выявлено 57 общих ДЭ генов (межлинейные различия), участвующих в об-

мене веществ (n=19) и клеточных процессах (n=23), в частности, в репарации ДНК 

(Lig4, Rtel1 и Hmg1l1) и регуляции ответа на гормональный стимул (Rtel1, Il13ra1, 

Hmg1l1 и RT1-A1).  

Общие категории генных онтологий для ДЭ генов крыс OXYS относительно 

крыс Вистар обнаружены для возраста 20-дней и 3-мес. (ответ на гормональные сти-

мулы) и для 20 дневных и 18 мес. крыс (организация внеклеточного матрикса). 

 

Построение ассоциативных генных сетей клеточной гибели. На следую-

щем этапе была проведена реконструкция ассоциированных с клеточной гибелью 

генных сетей для генов, уровень мРНК которых у крыс OXYS и Вистар различен. 

Для этого списки ДЭ генов (p<0,01) без поправки на множественное сравнение ан-

нотировались с помощью DAVID, отбирались гены, участвующие в регуляции кле-

точной гибели. Межлинейные различия в уровне экспрессии генов были обнару-

жены только для одного из известных путей – апоптоза. Согласно базе данных 

DAVID, в возрасте 20 дней обнаружены межлинейные различия в уровне экспрессии 

для 32 генов, включенных в путь апоптоза.  Из них 26 генов имели у крыс OXYS 

пониженный уровень мРНК по сравнению с крысами Вистар, а 6 генов -  повышен-

ный. В возрасте 3 месяцев из 48 аннотированных генов экспрессия 6 генов у крыс 

OXYS была выше, чем у крыс Вистар, экспрессия остальных 42 ДЭ генов была сни-

жена. В возрасте 18 месяцев из 41 ДЭ гена, прямо или косвенно связанных с апопто-

зом, экспрессия мРНК 4 генов была у крыс OXYS повышена, у остальных – снижена 

по сравнению с Вистар. 

Межлинейные различия в уровне экспрессии гена Lig4 обнаружены во всех 

исследованных возрастах; гена Aven - у 20-дневных и 3-месячных животных. Кроме 

того, 9 совпадающих генов в списках ДЭ генов найдено у 3 и 18 месячных животных 

(Bcl2l10, Cd24, Casp8, Casp7, LOC298795, C6, Cdk1, Alox12, Myd88), и 3 общих гена 

- у 20 дневных и 18-месячных животных (Erbb3, Tgfa, Ctnna1).  

Для построения ассоциативной сети и анализа изменений транскриптома, свя-

занных с функциональными категориями клеточной гибели, был использован алго-

ритм GeneMANIA. На рис. 2 представлены полученные нами ассоциативные генные 

сети апоптоза для 20-дневных, 3- и 18-мес. животных. Видно, что большинство генов 

прямо или косвенно связаны друг с другом. Для каждого графа ассоциативных ген-

ных сетей определяли наиболее значимые вершины и проводили кластерный анализ. 

Для полученных кластеров проводили функциональный анализ, используя базу дан-
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ных Reactome. Реконструкция и анализ генных онтологий ассоциативных генных се-

тей показал, что развитие ретинопатии у крыс OXYS связано с изменениями экс-

прессии генов, регулирующих внешний путь апоптоза.  
Рис. 2. Графы ассоциативных генных 

сетей апоптоза для 20-дневных (A), 3-

месячных (Б) и 18-месячных (В) крыс 

OXYS. В каждой сети черным отме-

чены ДЭ гены, а серым – гены, пред-

ложенные программой GeneMania. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Также установлено, что в возрасте 20 дней гены-регуляторы апоптоза, уро-

вень мРНК которых у крыс OXYS и Вистар различен, связаны с регуляцией сигналь-

ного пути интерлейкинов и сигнальной трансдукции факторов роста, в том числе - 

VEGF и NGF, с метаболизмом липидов и липопротеинов, иммунной системой, по-

иском аксонального пути и гомеостазом кальция. В возрасте 3 мес. обнаружена связь 

ДЭ генов с метаболизмом арахидоновой кислоты, а в 18 мес. – с иммунной системой, 

метаболизмом липидов и липопротеинов, кальциевыми каналами в нервной системе, 

метаболизмом энергии, сигнальным путем NGF и передаче сигнала через химиче-

ские синапсы. 

Таким образом, реконструкция ассоциативных генных сетей выявила связи 

ассоциированных с апоптозом генов, экспрессия которых изменена у крыс OXYS, с 

другими генами, прямо или косвенно влияющими на процесс клеточной гибели. 

Определены биологические процессы, в которых задействованы гены ассоциатив-

ных сетей, установлено, что помимо апоптоза участники ассоциативных сетей во-

влечены в иммунные процессы и метаболизм липидов. 

 

Сравнение изменений с возрастом процессов клеточной гибели в сет-

чатке крыс OXYS и Вистар. Для определения кластеров генов, участвующих в ре-

ализации различных механизмов клеточной гибели, использовали результаты иссле-

дования транскриптомов сетчатки животных в возрасте 20 дней, 3 и 18 мес. Анали-

зировали только ДЭ гены с уровнем значимости p<0,05 c поправкой на множествен-

ные сравнения. Функциональный анализ проводили с помощью базы данных KEGG 

и Rat genome database (RGD).  Установлено, что как у крыс Вистар, так и у OXYS, 

уровень мРНК генов, вовлеченных в регуляцию апоптоза, некроза и аутофагии, из-

меняется только с возраста 20 дней до 3 мес. (рис. 3).  

В сетчатке крыс OXYS в этот возрастной период изменялась экспрессия 25 

генов-регуляторов апоптоза, у крыс Вистар - 29, из которых 14 – общие для крыс 

обеих линий. Однонаправлено изменена экспрессия 13 общих генов у крыс Вистар 

и OXYS (Casp12, Cycs, Tnfsf10, Capn, Irak2, Capn2, Aifm1 – повышение экспрессии; 
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Pik3r2, Ppp3ca, Prkaca, Akt3, Prkacb, Apaf1 – снижение экспрессии), разнонаправ-

лено – гена Ppp3r1: у крыс Вистар экспрессия мРНК снижается, а у крыс OXYS по-

вышается с возраста 20 дней до 3 мес. При этом изменения наблюдались как во внут-

реннем, так и во внешнем пути апоптоза. Среди генов, экспрессия которых измени-

лась в возрастной период от 3 до 18 мес, генов, регулирующих апоптоз, не выявлено. 

 
Рис. 3. Количество генов - регулято-

ров клеточной гибели, снизивших и 

повысивших уровень мРНК с воз-

раста 20 дней до 3 месяцев у крыс 

OXYS и Вистар (согласно базам 

данных KEGG и RGD)(padj<0,05) 

 

 

 

 

Исследование активности гибели клеток сетчатки методом TUNEL. Ра-

бота выполнена на крысах OXYS и Вистар в возрасте 20 дней, 3 и 18 мес. В возрасте 

20 дней у крыс Вистар и OXYS детектируются TUNEL+ клетки (апоптотические) в 

ганглионарном, внутреннем ядерном, наружном сетчатом и ядерном слоях сетчатки 

(рис. 4Б).  Это указывает на высокую активность процессов апоптоза в сетчатке крыс 

обеих линий этого возраста, при этом у крыс OXYS количество TUNEL+ клеток до-

стоверно выше, чем у крыс Вистар. Но уже к возрасту 3 мес. количество TUNEL+ 

клеток снижается до единичных событий и у крыс OXYS, и у крыс Вистар. Эта тен-

денция сохраняется и в возрасте 18 мес. (рис. 4А). Таким образом, максимальная 

активность гибели клеток приходится на возраст 20 дней – период, когда заверша-

ется созревание сетчатки. 
Рис. 4. А) Количество TUNEL+ кле-

ток на 500 мкм2 в сетчатке крыс Ви-

стар и OXYS разного возраста. До-

стоверны: * - межлинейные отли-

чия, # - различия по сравнению с 

предыдущем возрастом, р<0,05. Б) 

Иммуногистохимическое окраши-

вание апоптотических клеток в пре-

паратах сетчатки 20- дневных крыс 

OXYS и Вистар методом TUNEL 

(зеленый).  DAPI (синий) окрашены 

ядра клеток.  GCL – ганглионарный 

слой, INL – внутренний ядерный 

слой, ONL – внешний ядерный слой.  

 

Анализ вклада аутофагии в развитие ретинопатии у крыс OXYS. Сравни-

тельный анализ транскриптома сетчатки крыс OXYS и Вистар методом RNA-seq вы-

явил у животных обеих линий изменения с возрастом, преимущественно с возраста 

20 дней до 3 мес., уровня мРНК генов, участвующих в аутофагии. Так, в период раз-

вития первых признаков ретинопатии у крыс OXYS изменены уровни мРНК 11-ти 

(Atg1, Atg3, Atg4a, Atg4b, Atg4c, Atg4d, Atg5, Atg8, Atg12, Atg14, Atg16l2), а у крыс 

Вистар – 8-ми генов (Atg1, Atg3, Atg4a, Atg4b, Atg4d, Atg5, Atg7, Atg12) из 31, отно-

сящихся к этой категории (согласно базе данных KEGG) (рис. 3). Специфичными 
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для крыс OXYS были изменения экспрессии 4 генов (Atg14, Atg16l2, Atg4c, Atg8), а 

для крыс Вистар – только Atg7. Изменение экспресси общих генов для крыс Вистар 

и OXYS были однонаправленными – повышение уровня мРНК генов Atg3, Atg4a, 

Atg4b, Atg4d, Atg5, Atg12 и снижение экспрессии Atg1. При этом большинство из ан-

нотированных ДЭ генов связано с регуляцией стадии элонгации аутофагии – проис-

ходит повышение экспрессии с возрастом основных регуляторов Atg4, Atg5, Atg12, 

Atg8 у крыс OXYS. 

 

Анализ вклада некроптоза в развитие ретинопатии у крыс OXYS. Анализ 

данных RNA-seq выявил в сетчатке крыс обеих линий изменения с возрастом уровня 

мРНК генов (12 для крыс Вистар и 11 для крыс OXYS), продукты которых участвуют 

в некроптозе (33 гена, согласно базе данных RGD), в том числе - основных генов-

регуляторов RIPK3 и MLKL. При этом и у крыс OXYS, и у Вистар уровень мРНК 

генов с возраста 20 дней до 3 мес. возрастал (рис. 3). Специфичными для крыс OXYS 

были изменения экспрессии 5 генов (Birc2, Dnm1l, Fas, Pgam5, TRADD), а для крыс 

Вистар 6 (Casp8, Pygl, Ripk3, Tnf, TNFSF10, TRAF2). Общим для животных обеих 

линий было повышение экспрессии 6 генов - Birc3, Cav1, Mlkl, RPS27A, Slc25a4, 

UBC. Важно, что уровень мРНК у обеих линий животных повышается как у генов, 

участвующих в самом сигнальном каскаде некроптоза, так и у ингибиторов, и генов, 

осуществляющих положительную регуляцию. 

Далее исследовали маркеры некроптоза RIPK1 и RIPK3 на криосрезах сет-

чатки животных в возрасте 20 дней, 3, и 18 мес. Установлено, что белок RIPK1 при-

сутствует в фоторецепторном слое сетчатки крыс OXYS и Вистар всех исследован-

ных возрастных групп, а в ганглионарном слое регистрируется у крыс OXYS в воз-

расте 3 и 18 мес., у крыс Вистар – только в 18 мес. (рис. 5А, белые стрелки). Белок 

RIPK3 присутствует в гаглионарном слое сетчатки крыс OXYS с возраста 3 мес., а у 

крыс Вистар только в возрасте 18 мес. (рис. 5Б, белые пунктирные стрелки).  
                                           

Рис. 5. Локализация RIPK1 

(А) и RIPK3 (Б) – маркеров 

некроптоза (зеленый) - в сет-

чатке крыс Вистар и OXYS 

разного возраста. Ядра окра-

шены DAPI (синий).  GCL – 

ганглионарный слой, INL – 

внутренний ядерный слой, 

ONL – внешний ядерный 

слой, PhL – фоторецептор-

ный слой. 

 

Морфофункциональные изменения клеток РПЭ с возрастом и при разви-

тии ретинопатии. РПЭ выполняет многочисленные функции, в том числе фагоци-

тоз наружных сегментов фоторецепторов, поглощение избыточного света, участвует 

в зрительном цикле, секреции факторов роста и цитокинов, формирует гематорети-

нальный барьер. Многочисленные исследования указывают на то, что нарушение 

функций клеток РПЭ способствует дегенерации нейронов сетчатки и накоплению 

гранул липофусцина в друзах и рассматривается как одна из основных причин раз-

вития ВМД (Curcio et al., 2005; Rickman et al., 2013). Для анализа вклада морфофунк-
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циональных изменений клеток РПЭ в развитие ретинопатии у крыс OXYS исследо-

вали морфологию клеток РПЭ методами сканирующей конфокальной в возрасте 20 

дней, 3 и 18 мес. (рис. 6А). Анализировали только центральную зону сетчатки, нахо-

дящуюся в непосредственной близости от места выхода оптического нерва. 
                                                                                                

Рис. 6. Изменения у крыс Ви-

стар и OXYS с возрастом А) 
структуры клеток РПЭ (окра-

шивание FITC-Phalloidine, F-

actin); Б) плотности клеток на 

1мм2; В) отношения количе-

ства моно- к двуядерным клет-

кам; процента моно- (Г), дву-

ядерных (Д) и полиплоидных 

(Е) клеток РПЭ на 1 мм2. Дан-

ные представлены как 

М±SEM. Достоверны: * - меж-

линейные отличия, # - разли-

чия по сравнению с предыду-

щем возрастом, р<0,05. 

 

 

Post-hoc сравнения показали, что у крыс обеих линий с возрастом происходит 

постепенное снижение плотности РПЭ, но только у крыс OXYS с возраста 20 дней 

до 3 мес. плотность клеток достоверно снижается на 41% и становится ниже 

(p<0,05), чем у 3-мес. и такой же, как у 18-мес. крыс Вистар (рис. 6Б). 

Атрофические изменения клеток РПЭ наблюдались у крыс OXYS начиная с 

возраста 3 мес.: гипертрофия и гиперплазия клеток, а также наличие аутофлуорес-

цирующего содержимого – гранул липофусцина - в некоторых из них. Часть клеток 

имела нарушения гексагональной структуры (были 4-х и многогранными), что не 

влияло на мозаичную структуру РПЭ. Такие клетки некоторые авторы относят к здо-

ровым, нормально функционирующим (Ach et al., 2014).  

В период активной прогрессии заболевания все описанные выше изменения 

усиливаются, некоторые клетки полностью теряют свою структуру и принимают 

округлую форму, что приводит в некоторых регионах к нарушению мозаичной 

структуры (рис. 7Б-Г). 

 
Рис. 7. Клетки РПЭ 18-месячных крыс.  
A) Крыса Вистар, красные стрелки - скопления 

аутофлуоресцирующих продуктов. Б) Ярко выра-

женная гипертрофия (белые стрелки) и гиперплазия 

(белые пунктирные стрелки) клеток РПЭ крысы 

OXYS. В) Накопление аутофлуоресцирующего со-

держимого и гранул липофусцина (красные 

стрелки) в клетках РПЭ крысы OXYS. Г) Полная по-

теря формы клеток РПЭ (красные пунктирные ли-

нии) у крысы OXYS.  
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Важно, что около гипертрофированных клеток РПЭ часто обнаруживаются регионы 

с большим количеством мелких пяти- и шестигранных клеток (рис. 7Б, В). Проли-

ферация мелких клеток в центре сетчатки, скорее всего, является следствием фиб-

роза - замещения утраченных клеток РПЭ. Наличие таких локальных рубцов харак-

терно для поздних стадий ВМД. Кроме того, в возрасте 18 мес. из-за накопления 

гранул липофусцина у крыс OXYS усилена аутофлуоресценция монослоя РПЭ (рис. 

7Б). У крыс Вистар деструктивные изменения клеток РПЭ (гипертрофия, гиперпла-

зия, накопление гранул липофусцина) наблюдались в возрасте 18 мес., но они зна-

чительно менее выражены чем у крыс OXYS (рис. 7A). 

 

Анализ соотношения моноядерных, двуядерных и полиплоидных клеток 

в сетчатке крыс Вистар и OXYS в возрасте 20 дней, 3 и 18 мес. Для грызунов, в 

отличие от человека, характерно наличие как моноядерных, так и двуядерных клеток 

РПЭ (образующихся в результате неполного клеточного деления), наличие которых 

связывают с функциональной дифференцировкой (Stroeva et al., 1983), а также по-

липлоидных клеток, появление которых рассматривается как признак патологиче-

ских изменений РПЭ (Chen et al., 2016). Анализ процентного содержания моноядер-

ных, двуядерных и полиплоидных клеток от общего числа клеток РПЭ на 1 мм2 по-

казал, что в возрасте 20 дней доля моно- и двуядерных клеток РПЭ у крыс OXYS 

отличается от таковой у крыс Вистар: достоверно снижена доля моно- и повышена 

– двуядерных клеток (p<0,01) (рис. 6Г, Д), а соотношение этих типов клеток, соот-

ветственно, снижено (рис. 6В). Уже в возрасте 20 дней у крыс OXYS присутствуют 

полиплоидные клетки РПЭ (0,16% от общего числа) (рис. 6Е). Соотношение доли 

моно- и двуядерных клеток РПЭ остается у крыс OXYS более низким, чем у крыс 

Вистар как в возрасте 3, так и 18 мес., и не меняется по мере прогрессии ретинопатии 

(рис. 6В). При этом доля полиплоидных клеток к возрасту 3 мес. увеличивается по 

сравнению с 20 дневными животными более, чем вдвое. В этом возрасте полипло-

идные клетки выявляются и в РПЭ крыс Вистар, но их существенно меньше, чем у 

крыс OXYS (рис. 6Е). В возрасте 18 мес. у крыс Вистар доля моноядерных клеток 

РПЭ становится ниже, а двуядерных и полиплоидных клеток – выше, чем в возрасте 

3 месяцев (p<0,05), соответственно, соотношение этих типов клеток снижается, при-

ближаясь к уровню крыс OXYS (рис. 6В – Д). 

Таким образом, развитию у крыс OXYS клинических признаков ретинопатии, 

аналогичной ВМД у людей, предшествует атрофия клеток РПЭ. В пользу этого сви-

детельствует и ранее проведенный ультраструктурный анализ, который выявил в 

сетчатке 20 дневных крыс OXYS наряду с нормально функционирующими, клетки 

РПЭ с вакуолями, нарушениями микроворсинок, базальной складчатостью и сни-

женным количеством фагосом (Markovets et al., 2011a). 

 

Состояние микроглии в сетчатке. Основная функция клеток микроглии – 

резидентных макрофагов ЦНС – реализация иммуноопосредованных реакций. На 

ранних стадиях ВМД активация микроглии направлена на удаление деструктивных 

изменений (Ardeljan et al., 2013). Активированные клетки микроглии и макрофаги 

мигрируют в ядерные слои и субретинальное пространство, разделяющее фоторе-

цепторы и РПЭ. Они способны изменять морфологию клеток РПЭ и усиливать экс-

прессию ими провоспалительных и проангиогенных молекул, способствуя неовас-

куляризации (Ma et al., 2009; 2012). Как показал иммуногистохимический анализ 
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маркера микроглии Iba-1 у крыс OXYS и Вистар в возрасте 20 дней, 3, 7 и 18-мес. 

клетки микроглии равномерно распределены по всей сетчатке, начиная от централь-

ной зоны к периферии, и локализуются в ганглионарном, внутреннем ядерном, внут-

реннем сетчатом, наружном сетчатом и наружном ядерном слоях. Количественный 

анализ не выявил межлинейных различий, но к 18 мес. площадь окрашенного поля 

в сетчатке крыс обеих линий снижалась (p<0,05) (рис. 8A-В). При этом у крыс OXYS 

отсутствовала характерная для ВМД миграция микроглии в фоторецепторный слой, 

что свидетельствует об отсутствии полноценного иммунного ответа и согласуется с 

полученными ранее данными о снижении активности иммунной системы у крыс 

OXYS (Obukhova et al., 2009), которое в сетчатке проявляется на фоне изменения 

уровней мРНК генов, связанных с воспалением и иммунным ответом (Kozhevnikova 

et al., 2013).  

 
Рис. 8.  Изменения микроглии в сетчатке крыс OXYS и Вистар с возрастом. А) Окра-

шивание специфичными к маркеру микроглии антителами Iba1 (зеленый), маркеру активи-

рованных макрофагов CD68 (красный) и их солокализация. Ядра окрашены DAPI (синий). 

Б) Морфология клеток микроглии в сетчатке 3 мес. крыс Вистар и OXYS. Окрашивание 

антителами к Iba1 (зеленый), ядра окрашены DAPI (синий). В) Площадь поля, окрашенного 

специфичными к Iba1 антителами, нормированная на площадь сетчатки. Г) Численная плот-

ность активированных макрофагов - CD68+ клеток - на 1000 µм2. Д) Плотность солокализо-

ванных Iba1+ и CD68+ клеток (активированной микроглии) на 1000 µм2. Данные представ-

лены как М±SEM. Достоверны: * - межлинейные различия, # - изменения с возрастом, 

р<0,05.  

 

Для оценки иммунного статуса микроглии проводили совместное окрашива-

ние маркера микроглии Iba1 с маркером активированных макрофагов CD68 (рис. 

8А). Установлено, что у крыс ~70% CD68+ клеток солокализованы с маркером Iba1, 

т.е. являются клетками микроглии. Как и клетки микроглии, CD68+ клетки локали-
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зуются в ганглионарном, внутреннем ядерном, внутреннем сетчатом, наружном сет-

чатом и наружном ядерном слоях. При этом миграции макрофагов в фоторецептор-

ный слой сетчатки у крыс исследованных возрастных групп не выявлено. У крыс 

обеих линий с возрастом постепенно возрастает количество активированных макро-

фагов, при этом у крыс OXYS в возрасте 20 дней этот показатель ниже, чем у Вистар 

(p<0.05) (рис. 8Г). Аналогичную тенденцию выявил и анализ активированной мик-

роглии: у крыс OXYS число активированных микроглиальных клеток нарастает при 

развитии ретинопатии, у крыс Вистар оно возрастает с возраста 20 дней до 3 мес. и 

в дальнейшем не меняется (рис. 8Д). 

Анализ распределения активированных макрофагов и микроглии по слоям 

сетчатки показал, что с возрастом у крыс OXYS и Вистар происходит миграция кле-

ток из ганглионарного слоя во внешний сетчатый слой, при этом в возрасте 20 дней 

у крыс OXYS число активированных макрофагов выше, чем у Вистар (p<0,05) (рис. 

9А, В).  Во внутреннем ядерном слое сетчатки крыс Вистар этот показатель с воз-

растом не менялся, в то время как у крыс OXYS процент активированных микрогли-

альных клеток в период манифестации клинических признаков ретинопатии (в 3 

мес.) существенно возрастал и был выше, чем у крыс Вистар (p<0,05) (рис. 9Б). Внут-

ренний ядерный слой содержит тела биполярных, амакриновых, горизонтальных и 

клеток Мюллера. Ранее установлено, что манифестация клинических признаков ре-

тинопатии у крыс OXYS происходит на фоне увеличения процента биполярных и 

амакриновых ассоциативных нейронов с признаками деструктивных изменений 

(Zhdankina et al., 2008). Амакриновые и биполярные нейроны наиболее чувстви-

тельны к внешним стимулам и повреждению и у крыс OXYS, можно полагать, пер-

выми подвергаются дегенеративным процессам при развитии ретинопатии.  

 

 
Рис. 9. Количество активированных макрофагов (CD68+ клетки) и клеток микроглии 

(CD68+ и Iba1+) в ганглионарном (А), внутреннем ядерном (Б) и во внешнем сетчатом (В) 

слоях сетчатки крыс Вистар и OXYS разного возраста. Данные представлены как M±SEM. 

Достоверны: * - межлинейные различия, p<0,05; # - изменения с возрастом, p<0,05. GCL – 

ганглионарный слой, INL – внутренний ядерный слой, OPL – внешний сетчатый слой. 

 

Состояние макроглии в сетчатке крыс Вистар и OXYS. В сетчатке клетки 

макроглии – астроциты и клетки Мюллера – поддерживают гомеостаз внеклеточной 

среды, обеспечивая полноценное функционирование сетчатки. В ответ на поврежде-

ние сетчатки происходит активация макроглии, отличительной чертой которой яв-

ляется усиление экспрессии белков промежуточных филаментов, таких, как глиаль-

ный фибриллярный кислый белок GFAP и виментина – белка промежуточных нитей 

в клетках мезенхимального происхождения (Coorey et al., 2012).  Для оценки вклада 

астроцитов и клеток Мюллера в развитие ретинопатии у крыс OXYS исследовали 

изменения с возрастом уровня белков GFAP и виментина. Согласно данным Вестерн 

блот анализа в возрасте 20 дней у крыс OXYS уровень белка GFAP была значительно 

ниже (p<0,05), а в 7 мес. - выше (p<0,05) чем у крыс Вистар (рис. 10Б, В).  
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Иммуногистохимическое окрашивание выявило флуоресцентное свечение ви-

ментина (маркера клеток Мюллера) в ганглионарном слое у крыс OXYS и Вистар в 

возрасте 20 дней, частично солокализованного с белком GFAP. Начиная с возраста 

3 мес. уровень флуоресценции виментина повысился, и детектировался в виде тон-

ких отростков пронизывающих сетчатку от ганглионарного до фотосенсорного 

слоев. В возрасте 7 и 18 мес. у крыс OXYS наблюдалось усиление экспрессии ви-

ментина и GFAP, регистрировалась их обширная солокализация и прорастание 

GFAP/виментин + апикальных отростков до внешнего ядерного слоя, что свидетель-

ствует об ярко выраженная активации и глиозе астроцитов и клеток Мюллера начи-

ная с возраста 7 мес. (рис. 10А). У крыс Вистар во всех исследованных возрастах 

GFAP детектировался только в ганглионарном слое, частично соклокализованный с 

виментином, при этом в возрасте 18 мес. обнаружена небольшая частичная актива-

ция клеток Мюллера (рис. 10А). Отсутствие активации макроглии в период манифе-

стации клинических признаков ретинопатии у крыс OXYS, возможно, связано с не-

достаточной реактивностью иммунной системы. 
                                                            

Рис. 10. Экспрессия белков ви-

ментина и GFAP в сетчатке 

крыс Вистар и OXYS разного 

возраста. А) - окрашивание 

сетчатки антителами к GFAP 

(зеленый), виментину (оранже-

вый), и их солокализация. Ядра 

окрашены DAPI (синий). Б) Ве-

стерн-блот анализ уровня 

GFAP: крысы Вистар - полоса 1, 

OXYS - полоса 2; В) количе-

ственный анализ результатов. 

Данные представлены как 

М±SEM. Достоверны: * - меж-

линейные различия, p<0,05; #- 

изменения с возрастом, p<0,05, 

^ - тенденция по сравнению с 

крысами Вистар одного воз-

раста, 0,1<p<0,05.  

 

 

 

 

 

 

Экспрессия синтаз оксида азота в сетчатке крыс OXYS и Вистар была ис-

следована в возрасте 3 и 18 мес.  Показано, что уровень мРНК всех трех NOSs (nNOS, 

iNOS и eNOS) с возрастом не менялся как у крыс Вистар, так и у OXYS.  Не выявлено 

межлинейных различий в уровне мРНК eNOS, а уровень мРНК nNOS в возрасте 18 

мес. у крыс OXYS был в 2,4 раза выше, чем у крыс Вистар (p<0,05). Независимо от 

возраста у крыс OXYS уровень мРНК iNOS был в 7 раз ниже, чем у крыс Вистар, но 

содержание белка iNOS (данные ИФА) в возрасте 3 мес. было повышено в 1,3 раза: 

40 против 31 нг/мг (p<0,05). Возможно, такая парадоксальная ситуация отражает ха-

рактерное для крыс OXYS снижение реактивности иммунной системы. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Установлено, что развитию клинических признаков ретинопатии у крыс 

OXYS предшествуют изменения экспрессии генов, ассоциированных с процессами 

развития, сигнальной трансдукцией и клеточной дифференцировкой. Анализ класте-

ров генов, участвующих в реализации различных механизмов клеточной гибели, по-

казал, что гибель клеток в сетчатке крыс OXYS реализуется как путем апоптоза, так 

и некроза и аутофагии. Наиболее существенны изменения экспрессии генов-регуля-

торов клеточной гибели в период развития клинических признаков ретинопатии – с 

возраста 20 дней до 3 мес. Как на доклинической стадии, так и при манифестации и 

прогрессии заболевания в сетчатке крыс OXYS изменена экспрессия генов, вовле-

ченных во внешний путь апоптоза. Результаты исследования транскриптома под-

тверждены данными иммуногистохимического анализа: активность гибели клеток в 

сетчатке у крыс обеих линий максимальна в возрасте 20 дней, при этом у крыс OXYS 

она выше, чем у Вистар. В целом полученные результаты указывают на нарушения 

у крыс OXYS процесса развития сетчатки, которые могут вносить существенный 

вклад в патогенез заболевания. Патологические процессы в сетчатке крыс OXYS раз-

виваются на фоне атрофических изменений клеток РПЭ – нарушения их способно-

сти делению и пролиферации, которое предшествует манифестации ретинопатии. Её 

манифестация протекает на фоне фагоцитарной дисфункции и снижения элимина-

ции погибших клеток, на что указывает отсутствие характерной для ВМД миграции 

макрофагов и микроглии в фоторецепторный слой, что, возможно, обусловлено 

неполноценной реакцией иммунной системы. Такие результаты отражают ранее вы-

явленное у крыс OXYS снижение активности иммунной системы на фоне ранней 

инволюции тимуса, которая рассматривается нами как одна из причин их прежде-

временного старения. При прогрессии ретинопатии активированные макрофаги и 

микроглия мигрируют из ганглионарного слоя во внутренние слои сетчатки, при 

этом увеличение количества этих клеток во внутреннем ядерном слое характерно 

для крыс OXYS с выраженными нейродегенеративными изменениями.  

ВЫВОДЫ 

1. В возрасте 20 дней у крыс OXYS изменена экспрессии 245 генов, основная 

часть которых связана с процессами развития, сигнальной трансдукции и дифферен-

цировкой клеток. С возраста 20 дней до 3 мес. в сетчатке крыс OXYS изменяется 

экспрессия 25 генов-регуляторов апоптоза, у крыс Вистар - 29 генов, из которых 14 

– общие для них и крыс OXYS.  

2. Активность апоптоза в сетчатке в возрасте 20 дней существенно выше, чем в 3 

и 18 мес. у крыс обеих линий, при этом у крыс OXYS количество TUNEL-

позитивных клеток больше, чем у Вистар. Согласно результатам реконструкции ас-

социативных генных сетей, образуемых генами -  регуляторами апоптоза, экспрес-

сия которых в сетчатке крыс OXYS и Вистар различна, наибольшие изменения вы-

явлены во внешнем пути апоптоза.   

3. Гибель клеток в сетчатке крыс OXYS реализуется как путем апоптоза, так и 

некроза и аутофагии. Наибольшие изменения экспрессии генов, связанных с клеточ-

ной гибелью, предшествуют проявлениям клинических признаков ретинопатии: 

только в возрастной период от 20 дней до 3 мес. в сетчатке крыс повышается уровень 

мРНК генов, участвующих в аутофагии и программируемом некрозе. К возрасту 3 

мес. у крыс OXYS, в отличии от крыс Вистар, возрастает уровень белков-маркеров 
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некроптоза RIPK1 в фоторецепторном и ганглионарном слоях и RIPK3 в гаглионар-

ном слое, который к 18 мес. увеличивается.  

4. Развитие ретинопатии у крыс OXYS происходит на фоне деструктивных изме-

нений клеток РПЭ и связано с увеличением доли двуядерных и полиплоидных кле-

ток РПЭ.  

5. Манифестация клинических признаков ретинопатии и развитие нейродегенера-

тивных изменений происходят на фоне миграции клеток микроглии во внутренний 

ядерный и внешний сетчатый слои сетчатки крыс OXYS. Изменение экспрессии 

белка GFAP - маркера макроглии – свидетельствует о снижении активности макро-

глии у крыс OXYS в возрасте 20 дней и её активации - в возрасте 7 мес. 

6. Изменения c возрастом уровня мРНК и белка индуцибельной синтазы оксида 

азота (iNOS) в сетчатке подтверждает связь развития ретинопатии у крыс OXYS с 

дисфункцией иммунной системы.  
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