
ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÑÒÀÁÈËÈÇÀÖÈÈ ÁÅËÊÀ P53 Â ÊËÅÒÊÀÕ ÁÎËÜÍÛÕ
ÀÒÀÊÑÈÅÉ-ÒÅËÅÀÍÃÈÝÊÒÀÇÈÅÉ ÏÎÑËÅ ÃÀÌÌÀ-ÎÁËÓ×ÅÍÈß

© È. Ì. Ñïèâàê,1 Í. Â. Ñìèðíîâà,1 Í. Ì. Ïëåñêà÷,1 Ò. À. Ëåäàùåâà,2 Â. Ì. Ìèõåëüñîí1

È. Ì. Ñïèâàê, Í. Â. Ñìèðíîâà è äð.
Ñòàáèëèçàöèÿ áåëêà P53 â êëåòêàõ áîëüíûõ àòàêñèåé-òåëåàíãèýêòàçèåé

1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ è 2 Ãîðîäñêîé êîíñóëüòàòèâíî-äèàãíîñòè÷åñêèé ìåäèêî-ãåíåòè÷åñêèé öåíòð,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã;

ýëåêòðîííûé àäðåñ: irina_spivak@hotmail.com

Ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå ñòàáèëèçàöèÿ áåëêà P53 â êëåòêàõ, ïîëó÷åííûõ îò áîëüíûõ ñ òÿæåëûì íà-
ñëåäñòâåííûì çàáîëåâàíèåì àòàêñèåé-òåëåàíãèýêòàçèåé (ÀÒ), õàðàêòåðèçóþùèõñÿ ðåçêî ïîâûøåííîé
÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè è íàðóøåíèåì êîíòðîëÿ êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå ïîâðåæ-
äåíèÿ ÄÍÊ. Ñòåïåíü âûðàæåííîñòè ýòèõ ðåàêöèé ó áîëüíûõ ìîæåò áûòü ðàçëè÷íîé, ÷òî ÷àñòî, õîòÿ è íå
âñåãäà, ñîïðÿæåíî ñ òÿæåñòüþ ïðîòåêàíèÿ çàáîëåâàíèÿ. Âî âñåõ èçó÷åííûõ øòàììàõ êëåòîê ÀÒ, êàê âû-
äåëåííûõ ñàìîñòîÿòåëüíî, òàê è ïîëó÷åííûõ îò çàðóáåæíûõ êîëëåã, ïîñëå äåéñòâèÿ èîíèçèðóþùåé ðà-
äèàöèè â ñóáëåòàëüíîé äîçå íàáëþäàåòñÿ èçìåíåíèå âðåìåíè è õàðàêòåðà ñòàáèëèçàöèè áåëêà P53 ïî
ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè çäîðîâîãî äîíîðà.
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Êëåòî÷íûé îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ
êðàåóãîëüíûì êàìíåì âñåé ñèñòåìû ïîääåðæàíèÿ ñòà-
áèëüíîñòè ãåíîìà è â ïåðâóþ î÷åðåäü âêëþ÷àåò â ñåáÿ
ïåðåäà÷ó èíôîðìàöèè î ïîâðåæäåíèè ïî ìíîæåñòâó ñèã-
íàëüíûõ ïóòåé (Kaufmann, 1995; Christmann et al., 2003;
Iliakis et al., 2003). Ïðîöåññ ïåðåäà÷è ñèãíàëà è ó÷àñòâó-
þùèå â íåì áåëêè ôîðìàëüíî ðàçäåëÿþòñÿ íà ñåíñîðû,
ïåðåíîñ÷èêè è ýôôåêòîðû. Ñåíñîðû ïðÿìî èëè îïîñðå-
äîâàííî ðàñïîçíàþò ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, ñëóæàò ñèãíà-
ëîì ýòèõ íàðóøåíèé è èíèöèèðóþò êàñêàä áèîõèìè÷å-
ñêèõ ðåàêöèé. Ïåðåíîñ÷èêàìè îáû÷íî ÿâëÿþòñÿ ïðîòå-
èíêèíàçû, êîòîðûå èçìåíÿþò è óñèëèâàþò ñèãíàë î
ïîâðåæäåíèÿõ îò ñåíñîðîâ, ôîñôîðèëèðóÿ äðóãèå êèíà-
çû èëè íèæåëåæàùèå áåëêè-ìèøåíè. Ýôôåêòîðíûå áåë-
êè âêëþ÷àþò â ñåáÿ ñàìûå ïîñëåäíèå íèæåëåæàùèå ìè-
øåíè ïðîòåèíêèíàç ïåðåíîñ÷èêîâ ñèãíàëà. Ýôôåêòîðíûé
óðîâåíü ÷åêïîéíòà, àêòèâèðóþùåãîñÿ ïîâðåæäåíèåì
ÄÍÊ, ïåðåñåêàåòñÿ ñ ìàøèíîé êëåòî÷íîãî öèêëà. Îäíè-
ìè èç ñàìûõ êðèòè÷íûõ äëÿ êëåòî÷íîé âûæèâàåìîñòè
ïîâðåæäåíèÿìè ÄÍÊ ÿâëÿþòñÿ äâóõíèòåâûå ðàçðûâû
(Maser, DePinho, 2002; Norbury, Valerie, Povirk, 2003;
Zhivotovsky, 2004), âîçíèêàþùèå ïîä äåéñòâèåì èîíèçè-
ðóþùåé ðàäèàöèè è ìóòàãåíîâ — ãàììàìèìåòèêîâ, ê êî-
òîðûì, íàïðèìåð, îòíîñÿòñÿ ýïîêñèäû (Kolman et al.,
1997). Ïåðåíîñ÷èêîì ñèãíàëà íà íà÷àëüíîì ýòàïå êëå-
òî÷íîãî îòâåòà íà ïîÿâëåíèå äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ
ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ ïðîòåèíêèíàçà ATM (ataxia-telangiectasia
mutant), êîòîðàÿ, äåéñòâóÿ ñ ñàìûõ ïåðâûõ ìèíóò ïîñëå
ïîâðåæäåíèÿ, ôîñôîðèëèðóåò öåëûé ñïåêòð áåëêîâ-ìè-
øåíåé è çàïóñêàåò òàêèì îáðàçîì ñðàçó íåñêîëüêî ðàç-
ëè÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé. Ïðåèìóùåñòâåííàÿ àêòèâà-
öèÿ òîãî èëè èíîãî ïóòè è ïðèâîäèò ê ðàçëè÷íîìó ïðîòå-
êàíèþ ðåïàðàöèîííûõ ïðîöåññîâ â êëåòêå (Lehmann,
2002; Nakoyma, 2002; Iliakis et al., 2003; Shiloh, 2003; Va-

lerie, Povirk, 2003). Ïèê ATM-çàâèñèìîãî îòâåòà íàñòó-
ïàåò ÷åðåç 0.5 ÷ ïîñëå äåéñòâèÿ ïîâðåæäàþùåãî àãåíòà.
Äî ñèõ ïîð íå ñîâñåì ÿñíî, êàêèì îáðàçîì àêòèâèðóåòñÿ
ñàìà ATM, îáû÷íî íàõîäÿùàÿñÿ â êëåòêå â íåàêòèâíîé
ãîìîäèìåðíîé ôîðìå. Ïðè ïîÿâëåíèè äâóõíèòåâûõ ðàç-
ðûâîâ ÄÍÊ äâå ìîëåêóëû ATM âçàèìíî ôîñôîðèëèðó-
þòñÿ è ãîìîäèìåð ðàñïàäàåòñÿ íà äâå àêòèâíûå ïðîòåèí-
êèíàçû. Íåÿñíî äî êîíöà, êàêèì èìåííî îáðàçîì ãîìîäè-
ìåð ATM âîñïðèíèìàåò ñèãíàë î ïîâðåæäåíèè ÄÍÊ.
Âåðîÿòíî, îíà ñâÿçûâàåòñÿ ñ îáðàçóþùèìè ñâîåîáðàçíûå
«ñòðîèòåëüíûå ëåñà» íà ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ áåëêàìè ñèñ-
òåìû ðåïàðàöèè íåñïàðåííûõ îñíîâàíèé MSH2 è MSH6 è,
ìîæåò áûòü, ñ ÄÍÊ â ðàéîíå DSB íî, âåðîÿòíåå âñåãî, ïðÿ-
ìîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ATM ñ ÄÍÊ íåò (Brown et al., 2003).
Îíà ôîñôîðèëèðóåò ãèñòîí H2AX, ÷òî ïðèâëåêàåò áåëêè
BRCA1 è NBS1 (ÿâëÿþùèéñÿ ÷àñòüþ êîìïëåêñà MRN è
ïðÿìîé ìèøåíüþ ATM, ò. å. ãëàâíûì ïåðåíîñ÷èêîì ñèãíà-
ëà ñ ATM íà MRE), êîòîðûå ATM òàêæå ôîñôîðèëèðóåò.
Ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, îñíîâíûìè áåëêàìè —
ñåíñîðàìè ïîâðåæäåíèé — ÿâëÿþòñÿ èìåííî êîìïëåêñ
MRE11—RAD50—NBS1 è BRCA1, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â
ðàñïîçíàâàíèè äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ. BRCA1 âçàè-
ìîäåéñòâóåò ñ áîëüøèì ÷èñëîì áåëêîâ, âîâëå÷åííûõ â
ïðîöåññû ðåïàðàöèè ÄÍÊ, è ñëóæèò ÿêîðåì è êîîðäèíàòî-
ðîì äëÿ äàëüíåéøåé ñáîðêè ñïåöèàëüíîãî áåëêîâîãî êîìï-
ëåêñà BASC, ó÷àñòâóþùåãî â èíèöèàöèè è ïåðåäà÷å ñèãíà-
ëà (BASC—BRCA1 — associated genome surveillance comp-
lex), è, âåðîÿòíî, îäíîâðåìåííî ÿâëÿåòñÿ àäàïòîðîì,
ïðåäîñòàâëÿþùèì äîïîëíèòåëüíûå ìèøåíè äëÿ ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ êèíàçàì — ïåðåíîñ÷èêàì ñèãíàëà. Êàêîâû
îñíîâíûå ôóíêöèè BRCA1 — ñåíñîðíûå èëè ìåäèàòîð-
íûå — äî ñèõ ïîð íåÿñíî.

Áåëêè, íàçûâàåìûå ìåäèàòîðàìè, ïðîòîòèïîì êîòî-
ðûõ ÿâëÿåòñÿ äðîææåâîé RAD9, ó÷àñòâóþò â ïåðåäà÷å
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ñèãíàëà. Îíè ñîäåðæàò äâà ïîâòîðÿþùèõñÿ äîìåíà, îá-
íàðóæåííûõ â C-êîíöå áåëêà BRCA1 è íàçâàííûõ ïîýòî-
ìó BRCT-äîìåíàìè. BRCT-ñîäåðæàùèå áåëêè íàéäåíû
ó ìëåêîïèòàþùèõ, íî èìåþò ôóíêöèè, ñõîäíûå ñ äðîæ-
æåâûì RAD9. Ñðåäè ïîäîáíûõ áåëêîâ îïèñàíû ñàì
BRCA1, TopBPI (topoisomerase II binding protein I),
53BPI (P53 binding protein I) è DMCI (mediator of DNA
damage checkpoint protein I). Âñå ýòè áåëêè âîâëå÷åíû â
÷åêïîéíò-îòâåò, îíè ðàñïîçíàþò ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è
ïðèâëåêàþò äðóãèå áåëêè, êîòîðûå îáëåã÷àþò ïåðåäà÷ó
ñèãíàëà âíèç ïî ñèãíàëüíîìó ïóòè è ðåïàðàöèþ ÄÍÊ
(Powell, Kachnic, 2003; Zhou, Bartek, 2004).

Êðîìå ATM â ïåðåäà÷å ñèãíàëà ó÷àñòâóåò è äðóãàÿ
ïðîòåèíêèíàçà èç ñåìåéñòâà PI3-êèíàç (ôîñôîèíîçè-
òîë-3-êèíàçû) — ATR (ataxia-telangiectasia related), ñõîä-
íàÿ ñ íåé ïî ñòðóêòóðå è õóæå èçó÷åííàÿ, òàê êàê íîêàóò-
íûå ïî ýòîìó ãåíó ìûøè ãèáíóò â ýìáðèîãåíåçå. Òîëüêî
â 2003 ã. áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íàðóøåíèå ðåïàðàöèè ÄÍÊ
ó áîëüíûõ ñ ñèíäðîìîì Ñåêåëÿ, õàðàêòåðèçóþùèìñÿ ïî-
âûøåííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê èîíèçèðóþùåé ðàäèà-
öèè, ñâÿçàíî ñ ìóòàöèåé, èíàêòèâèðóþùåé ãåí ATR
(O’Driscol et al., 2003). ATR âêëþ÷àåòñÿ íåñêîëüêî ïîçä-
íåå, ïèê åå àêòèâíîñòè íàñòóïàåò ÷åðåç 2—4 ÷ ïîñëå ïî-
âðåæäåíèÿ ÄÍÊ. Â îòñóòñòâèå ATM ATR ÷àñòè÷íî áåðåò
íà ñåáÿ åå ôóíêöèè. Íåäàâíî ïîêàçàíî, ÷òî ATR îáðàçó-
åò ãåòåðîäèìåð ñî ñïåöèôè÷åñêèì áåëêîì ATRIP (ATR
interacting protein), ÷òî âàæíî äëÿ ÷åêïîéíò-ñèãíàëà, õîòÿ
ìåõàíèçì ýòîãî âëèÿíèÿ îñòàåòñÿ íåèçâåñòíûì. Ïî èìå-
þùèìñÿ äàííûì, èìåííî ATM îïðåäåëÿåò ðàííèé ÷åê-
ïîéíò-îòâåò (Kim, Kastan, 2002), à ATR äåéñòâóåò ïîçä-
íåå, êîãäà óæå èäåò ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ, ïîâðåæäåííîé êàê
èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèåé, òàê è óëüòðàôèîëåòîâûì èç-
ëó÷åíèåì èëè îñòàíîâêîé âèëîê ðåïëèêàöèè.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ñòàëî ïîíÿòíî, ÷òî îòâåò êëåòêè
íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ çàâèñèò îò òîãî, â êàêîé ôàçå êëå-
òî÷íîãî öèêëà êëåòêà ýòè ïîâðåæäåíèÿ ïîëó÷àåò. Ïðè
èçó÷åíèè âçàèìîäåéñòâèÿ ATM è P53 â ïåðâóþ î÷åðåäü
ñëåäóåò îáðàòèòü âíèìàíèå íà êëåòêè, îáëó÷åííûå â
ôàçå G1 (Iliakis et al., 2003). Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî P53 ÿâ-
ëÿåòñÿ ïðÿìîé ìèøåíüþ ATM, ôîñôîðèëèðóþùåé åãî
ïî ñåðèíó â 15-ì ïîëîæåíèè, ÷òî ïðèâîäèò ê âûñâîáîæ-
äåíèþ P53 èç êîìïëåêñà ñ MDM2 (êîòîðûé ATM òàêæå
ôîñôîðèëèðóåò ïî ñåðèíó â ïîëîæåíèè 395), åãî ñòàáè-
ëèçàöèè è íàêîïëåíèþ â ÿäðå è àêòèâàöèè êàê òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà. Áëàãîäàðÿ ñòàáèëèçàöèè áåëêà
P53 è åãî ïîñëåäóþùåé — îòíîñèòåëüíî áîëåå ìåäëåí-
íîé — ðàáîòå êàê ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè, âêëþ÷àþùåãî
ñèíòåç ñîîòâåòñòâóþùèõ áåëêîâ, íàïðèìåð P21, â êëåòêå
ãåíåðèðóåòñÿ äëèòåëüíûé è ãëóáîêèé G1-àðåñò, îïîñðå-
äóåìûé èíàêòèâàöèåé êîìïëåêñà öèêëèí E—CDK2 (Êî-
ìàðîâà, Ãóäêîâ, 2000; ×óìàêîâ, 2000). Âåðîÿòíî, èìåííî
è òîëüêî P21 ÿâëÿåòñÿ ìèøåíüþ P53, âàæíîé äëÿ G1-÷åê-
ïîéíòà, àêòèâèðóþùåãîñÿ ïðè ïîâðåæäåíèè ÄÍÊ. Ïî-
ñëåäóþùàÿ àêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèè MDM2, îïîñðåäî-
âàííàÿ òåì æå P53, ÿâëÿåòñÿ äîïîëíèòåëüíûì ïóòåì ðå-
ãóëÿöèè àêòèâíîñòè P53 (Fei, El-Deiry, 2003; Huang et al.,
2003).

Õîòÿ áûòóåò ïðåäñòàâëåíèå î òîì, ÷òî ÷åêïîéíòû,
àêòèâèðóþùèåñÿ ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, íóæíû äëÿ
ðåïàðàöèè, íåò íèêàêèõ äàííûõ î òîì, ÷òî G1-÷åêïîéíò
êàê-ëèáî ñïîñîáñòâóåò ðåïàðàöèè äâóõíèòåâûõ ðàçðû-
âîâ. Âåðîÿòíåå âñåãî, ðîëü G1-÷åêïîéíòà â ïîääåðæàíèè
êëåòî÷íîé ñòàáèëüíîñòè ñîñòîèò â òîì, ÷òî ïóòåì P53-îïî-
ñðåäîâàííîãî àïîïòîçà êëåòêè, ñîäåðæàùèå ÄÍÊ-ïî-
âðåæäåíèÿ, ïðîñòî ýëèìèíèðóþòñÿ. Ïðè îáëó÷åíèè êëå-

òîê âî âñåõ äðóãèõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà P53 òàêæå
ôîñôîðèëèðóåòñÿ ATM è áûñòðî ñòàáèëèçèðóåòñÿ, íî íå
ðàáîòàåò êàê òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð, à â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü âêëþ÷àåòñÿ â ðàçëè÷íûå áåëîê-áåëêîâûå âçàèìî-
äåéñòâèÿ è ïðèíèìåò ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ ðåïàðàöèè
ÄÍÊ, íàïðèìåð â ïðîöåññå ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè íóê-
ëåîòèäîâ, ñïàðåííîé ñ òðàíñêðèïöèåé (Wang et al., 1995;
Christmann et al., 2003; Fei, El-Deiry, 2003; Iliakis et al.,
2003).

Ìóòàöèè â ãåíå, êîäèðóþùåì áåëîê ATM (ê íàñòîÿ-
ùåìó âðåìåíè èõ îïèñàíî áîëåå 80), ïðèâîäÿò ê âîçíèê-
íîâåíèþ òÿæåëîãî íàñëåäñòâåííîãî çàáîëåâàíèÿ àòàê-
ñèè-òåëåàíãèýêòàçèè (ÀÒ) èëè ñèíäðîìà Ëóè—Áàð (Sa-
vitsky et al., 1995; Sandoval et al., 1999). Ýòî çàáîëåâàíèå
î÷åíü ïîäðîáíî îïèñàíî, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç «ñèíäðîìîâ
íåñòàáèëüíîñòè ãåíîìà» è õàðàêòåðèçóåòñÿ âðîæäåííûì
èììóíîäåôèöèòîì, íåéðîäåãåíåðàòèâíûìè èçìåíåíèÿ-
ìè, ïîâûøåííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê èîíèçèðóþùåìó
èçëó÷åíèþ, ðåçêî ïîâûøåííîé ïðåäðàñïîëîæåííîñòüþ ê
îïóõîëåâûì çàáîëåâàíèÿì è óñêîðåííûì ñòàðåíèåì (Ëà-
çîâñêèé, 1971; Ìèõåëüñîí, 1979; Arlett et al., 1985; Tay-
lor, 1992; Taylor et al., 1996; Ñïèâàê, 1999; Concannon,
2002; Pulverer, 2003).

Òðàäèöèîííî ñëîæèëîñü ïðåäñòàâëåíèå î òîì, ÷òî
ïîâûøåííàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ÀÒ-êëåòîê ê ðàäèàöèè ÿâ-
ëÿåòñÿ ïðÿìûì ðåçóëüòàòîì äåôåêòà ðåïàðàöèè ÄÍÊ îò
ïîâðåæäåíèé, âûçûâàåìûõ èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèåé.
Ýòî áûëî ñàìûì ðàñïðîñòðàíåííûì îáúÿñíåíèåì ýòèî-
ëîãèè äàííîãî çàáîëåâàíèÿ. Íî ìíîãî÷èñëåííûå èññëå-
äîâàíèÿ íå îáíàðóæèëè äîñòîâåðíîãî èçìåíåíèÿ êèíåòè-
êè ëèêâèäàöèè êàê îäíî-, òàê è äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ
ÄÍÊ â êëåòêàõ áîëüíûõ ÀÒ ïî ñðàâíåíèþ ñî çäîðîâûìè
äîíîðàìè ïîñëå îáëó÷åíèÿ (Shiloh et al., 1987; Shiloh,
2003). Ïðè ýòîì ó áîëüøèíñòâà, åñëè íå ó âñåõ èçó÷åí-
íûõ øòàììîâ êëåòîê ÀÒ èìååò ìåñòî ñíèæåííûé è ðàñ-
òÿíóòûé ïî âðåìåíè ðåïàðàòèâíûé ñèíòåç ÄÍÊ ïîñëå
äåéñòâèÿ èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè (Ìèõåëüñîí, 1979;
Arlett et al., 1985; Ñïèâàê, 1999). Íåñìîòðÿ íà èìåþùèå-
ñÿ ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ìíîãî÷èñëåííûå äàííûå î
ðîëè áåëêà ATM â êëåòî÷íîì îòâåòå íà ðàäèàöèîííûå
ïîâðåæäåíèÿ, îñòàåòñÿ íåäîñòàòî÷íî ÿñíîé êàðòèíà â
êàæäîì îòäåëüíîì ñëó÷àå, ñ êîòîðûì ñòàëêèâàþòñÿ êëè-
íèöèñòû è ó÷åíûå. Ðàçíîîáðàçèå ðåàêöèé è ñòåïåíü èõ
âûðàæåííîñòè â êëåòêàõ îòäåëüíûõ øòàììîâ êðàéíå âå-
ëèêè. Â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ ìû èçó÷àëè ñòàáèëèçàöèþ
áåëêà P53 (Ñìèðíîâà è äð., 1999) â êëåòêàõ øòàììà
AT2SP è îñîáåííîñòè ðåïàðàöèè (Õîìàñóðèäçå è äð.,
1999) ïîñëå ãàììà-îáëó÷åíèÿ â êëåòêàõ AT1SP è AT2SP.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íàì ïðåäñòàâëÿåòñÿ èíòåðåñíûì
ñðàâíèòü ïîëó÷åííûå íàìè ðàíåå äàííûå ïî ñòàáèëèçà-
öèè áåëêà P53 â êëåòêàõ AT2SP ñ P53-ñòàòóñîì äðóãèõ
èìåþùèõñÿ â íàøåì ðàñïîðÿæåíèè øòàììîâ ÀÒ ïîñëå
ãàììà-îáëó÷åíèÿ: ýòî ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííûå íàì àí-
ãëèéñêèìè êîëëåãàìè êëåòêè AT4BI, AT1BR, AT6BR è
íå èññëåäîâàííûå íàìè ðàíåå AT1SP.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçî-
âàíû êàê ñòàáèëüíûå êëåòî÷íûå ëèíèè, òàê è øòàììû
äèïëîèäíûõ ôèáðîáëàñòîâ, ïîëó÷åííûå îò ðàçëè÷íûõ
áîëüíûõ ÀÒ è çäîðîâîãî äîíîðà.

Êëåòî÷íûé øòàìì VH-10 — äèïëîèäíûå ôèáðîáëàñòû
êðàéíåé ïëîòè ìàëü÷èêà 11 ëåò, èñïîëüçóåìûå â èññëåäî-
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âàíèè â êà÷åñòâå êëåòîê çäîðîâîãî äîíîðà (Kolman et al.,
1992; Nygren et al., 1994); ïðåäîñòàâëåíû ïðîô. Àäîé Êîëü-
ìàí (Ada Kolman, Ñòîêãîëüìñêèé óíèâåðñèòåò, Øâåöèÿ).

Êëåòêè áîëüíûõ ÀÒ: êëåòêè AT2SP — øòàìì äèïëî-
èäíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìàëü÷èêà 4 ëåò, áîëüíîãî ÀÒ (ïåð-
âè÷íûå êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ êîæè ïîëó÷àëè èç áèî-
ïñèé êîæè ïðåäïëå÷üÿ); êëåòêè AT1SP — øòàìì äèïëî-
èäíûõ ôèáðîáëàñòîâ äåâî÷êè 6 ëåò, áîëüíîé ÀÒ (ïåð-
âè÷íûå êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ êîæè ïîëó÷àëè èç áèî-
ïñèé êîæè ïðåäïëå÷üÿ); êëåòêè AT6BR, AT5BR (Áðàé-
òîí, Âåëèêîáðèòàíèÿ) è AT4BI (Áèðìèíãåì, Âåëèêîáðè-
òàíèÿ) ïîëó÷åíû îò áîëüíûõ ÀÒ èç Âåëèêîáðèòàíèè è
ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû íàì ïðîô. Àëàíîì Ëåìàíîì
(Alan Lehman, Òðàôôîðä-öåíòð Óíèâåðñèòåòà ãðàôñòâà
Ñàññåêñ, Âåëèêîáðèòàíèÿ).

Êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ A431 — êëåòêè ýïèäåðìàëüíîé
êàðöèíîìû ÷åëîâåêà, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ ñòàáèëüíîé
ãèïåðýêñïðåññèåé áåëêà P53, èñïîëüçîâàíà â êà÷åñòâå
ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè ïåðâûõ àíòèòåë, ïðèìåíÿåìûõ ïðè èììóíî-
ôëóîðåñöåíòíîì èññëåäîâàíèè; ïîëó÷åíà èç Ðîññèéñêîé
êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).

Êëåòêè âûðàùèâàëè â ïëàñòèêîâûõ ôëàêîíàõ, íà ÷àø-
êàõ Ïåòðè (Nunclon, ÑØÀ) è íà ïðåäìåòíûõ ñòåêëàõ, ïîìå-
ùåííûõ â ÷àøêó Ïåòðè, íà ñðåäå DMEM (Sigma, ÑØÀ) ñ
äîáàâëåíèåì 12 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòî-
ãî ñêîòà (Sigma) è àíòèáèîòèêîâ (100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è
100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà) ïðè 37 °C â àòìîñôåðå CO2.

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç P53 ïðîâîäèëè íà
ôèêñèðîâàííûõ êëåòêàõ. Âûðàùåííûå íà ïîêðîâíûõ
ñòåêëàõ äî ñóáêîíôëþåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòêè ôèêñè-
ðîâàëè 4 %-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëüäåãèäà â PBS íà
ëüäó â òå÷åíèå 10 ìèí. Ïîñëå èíòåíñèâíîé ïðîìûâêè
PBS êëåòêè ïåðìåàáèëèçèðîâàëè â 0.5%-íîì ðàñòâîðå
Òðèòîíà X-100 (Sigma) â PBS â òå÷åíèå 5 ìèí. Çàòåì
êëåòêè ïðîìûâàëè PBS è ïîìåùàëè íà 30 ìèí â 1 %-íûé
ðàñòâîð áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (BSA; Sigma)
â PBS. Äëÿ âèçóàëèçàöèè äèêîãî òèïà è áîëüøèíñòâà ìó-
òàíòíûõ ôîðì áåëêà P53 ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóî-
ðåñöåíöèè êëåòêè ñíà÷àëà â òå÷åíèå 60 ìèí èíêóáèðîâà-
ëè ñ êîììåð÷åñêèìè ïîëèêëîíàëüíûìè êðîëè÷üèìè àíòè-
òåëàìè ê ÷åëîâå÷åñêîìó áåëêó P53 (1 : 50; Santa Cruz,
ÑØÀ), çàòåì — 30 ìèí ñ êîçüèìè àíòèòåëàìè ê êðîëè÷üå-
ìó ãàììà-ãëîáóëèíó, ñêîíúþãèðîâàííûìè ñ ôëóîðåñöåè-
íèçîòèîöèîíàòîì (FITC, Sigma), â ðàçâåäåíèè 1 : 300.
Ìåæäó èíêóáàöèÿìè ñ àíòèòåëàìè ñòåêëà ïðîìûâàëè
30 ìèí â 0.1%-íîì ðàñòâîðå Tween-20 (Sigma) â PBS.

Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â ðàñòâîð
ïðîïèëãàëëàòà â 90%-íîì ãëèöåðèíå, ïðåïÿòñòâóþùåì
âûãîðàíèþ ôëóîðåñöåíöèè.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ è à í à ë è ç è ç î á ð à æ å í è é. Àíà-
ëèç ôèêñèðîâàííûõ íà ïðåäìåòíûõ ñòåêëàõ êëåòîê ïðî-
èçâîäèëè ïðè ïîìîùè ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî êîíôî-
êàëüíîãî ìèêðîñêîïà LSM 5 Pascal (C. Zeiss, Ãåðìàíèÿ),
îáîðóäîâàííîãî îáúåêòèâîì 63/1.4 è àðãîíîâûì ëàçåðîì
(458/488 íì).

Îáëó÷åíèå ïðîâîäèëè íà óñòàíîâêå ËÌÁ-ã-1.

Ðåçóëüòàòû

Äàííûå íåïðÿìîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëè-
çà ïðèâîäÿòñÿ íà ðèñ. 1—6. Ðèñóíêè, ñâèäåòåëüñòâóþ-
ùèå î ïîñòîÿííîì âûñîêîì óðîâíå P53 êàê â ÿäðàõ, òàê è

â öèòîïëàçìå êëåòîê A431, çäåñü íå ïðèâîäÿòñÿ —
îíè áûëè ïðåäñòàâëåíû íàìè ðàíåå (Ñìèðíîâà è äð.,
1999).

Â ÿäðàõ èíòàêòíûõ êëåòîê êàê ó çäîðîâîãî äîíîðà,
òàê è ó áîëüíûõ ÀÒ íå íàáëþäàëîñü ñïåöèôè÷åñêîãî ñâå-
÷åíèÿ, óêàçûâàþùåãî íà íàëè÷èå áåëêà P53 (ðèñ. 1, à; 2,
à; 3, à; 4, à; 5, à; 6, à). Ýòî õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåä-
ñòàâëåíèÿìè î òîì, ÷òî áåëîê P53 â íåïîâðåæäåí-
íûõ êëåòêàõ ñîäåðæèòñÿ â ÿäðå â ìàëûõ êîëè÷åñòâàõ,
íå äåòåêòèðóåìûõ ìåòîäîì íåïðÿìîãî èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ, è ïîñòîÿííî ïåðåõîäèò èç ÿäðà
â öèòîïëàçìó, ãäå ïîäâåðãàåòñÿ ïðîòåîëèçó. Ïðè ýòîì
âî âñåõ êëåòêàõ âèäíà ñîáñòâåííàÿ çåëåíîâàòàÿ ôëóî-
ðåñöåíöèÿ, ÿð÷å âûðàæåííàÿ â ÿäðàõ, ÷åì â öèòî-
ïëàçìå.

Ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð â ÿäðàõ êëåòîê çäîðîâî-
ãî äîíîðà VH-10 óæå ÷åðåç 30 ìèí âûÿâëÿåòñÿ ÿðêîå ñïå-
öèôè÷åñêîå çåëåíîå ñâå÷åíèå, ñîîòâåòñòâóþùåå ïîÿâëå-
íèþ äåòåêòèðóåìûõ äàííûì ìåòîäîì êîëè÷åñòâ áåëêà
P53 (ðèñ. 1, á). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñòàáèëèçàöèè áåë-
êà P53 â ÿäðå êëåòêè è ïîêàçûâàåò, ÷òî îí àêòèâíî âîâëå-
÷åí â êëåòî÷íûé îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ.

Â òå÷åíèå 30 ìèí ïîñëå ã-îáëó÷åíèÿ â ÿäðàõ êëåòîê
âñåõ èçó÷åííûõ øòàììîâ áîëüíûõ ÀÒ (êðîìå AT1SP) íå
ïîÿâëÿëîñü ñïåöèôè÷åñêîãî ñâå÷åíèÿ, ò. å. îòñóòñòâîâà-
ëè äåòåêòèðóåìûå ýòèì ìåòîäîì êîëè÷åñòâà áåëêà P53
(ðèñ. 2, á; 3,á; 4, á; 5, á). Ïðè ýòîì ÿâëåíèÿ, íàáëþäàåìûå
â êëåòêàõ ðàçíûõ áîëüíûõ, ìîãëè ñóùåñòâåííî îòëè-
÷àòüñÿ äðóã îò äðóãà: â êëåòêàõ AT2SP, AT5BR è AT6BR
êàðòèíà ïîëíîñòüþ ñîîòâåòñòâîâàëà íåîáëó÷åííîìó êîí-
òðîëþ (ðèñ. 2, á; 3, á; 5, á), à â êëåòêàõ AT4BI (ðèñ. 4, á)
÷åðåç 0.5 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ìû íàáëþäàëè ÿðêîå ñïåöè-
ôè÷åñêîå ñâå÷åíèå â öèòîïëàçìå. Äëÿ êîíòðîëÿ ìû èñïî-
ëüçîâàëè îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê áåëêó òåïëîâîãî
øîêà Hsh70, êîòîðûé òàêæå èíäóöèðóåòñÿ â êëåòêàõ ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ, ïðè ýòîì â êëåòêàõ ÷åðåç 0.5 ÷ ïîñëå îá-
ëó÷åíèÿ íàáëþäàëîñü ÿðêîå, ñïåöèôè÷åñêîå îêðàøèâà-
íèå Hsh70 êàê â ÿäðå, òàê è â öèòîïëàçìå, ò. å. êëåòêè ÀÒ
ñïîñîáíû íåñïåöèôè÷åñêè ðåàãèðîâàòü íà ñòðåññ, òàê æå
êàê è êëåòêè çäîðîâîãî äîíîðà (ðèñ. 5, ä). Äàëüíåéøåå
íàáëþäåíèå çà îáëó÷åííûìè êëåòêàìè ïîêàçûâàåò, ÷òî
÷åðåç 1 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â êëåòêàõ AT2SP ïîÿâëÿåòñÿ
ñïåöèôè÷åñêîå ÿäåðíîå ñâå÷åíèå, ñâèäåòåëüñòâóþùåå î
íàëè÷èè òàì äåòåêòèðóåìûõ êîëè÷åñòâ áåëêà P53 (ðèñ. 5,
â). Ïðè ýòîì îíî âûðàæåíî ñëàáåå, ÷åì â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ VH-10 ÷åðåç 0.5 ÷, è àêòèâíî ïåðåìåøàåòñÿ â öè-
òîïëàçìó. Â ëèíèÿõ AT5BR è AT6BR ýòà òåíäåíöèÿ âû-
ðàæåíà åùå ÿð÷å — ïðè íàëè÷èè ÿðêîãî ñïåöèôè÷åñêîãî
ñâå÷åíèÿ â öèòîïëàçìå â ÿäðàõ ìû íàáëþäàåì òîëüêî
îòäåëüíûå ñâåòÿùèåñÿ çåðíà (ðèñ. 2, â; 3, â). Â êëåòêàõ
AT4BI êàðòèíà ÷åðåç 1 ÷ íå ìåíÿåòñÿ è ñîõðàíÿåòñÿ òà-
êîé æå, êàê è ÷åðåç 0.5 ÷ ïîñëå ã-îáëó÷åíèÿ (ðèñ. 4, â).
Íåñêîëüêî îòëè÷àåòñÿ êàðòèíà â êëåòêàõ AT1SP: çäåñü
ñïåöèôè÷åñêîå ñâå÷åíèå íàáëþäàåòñÿ óæå ÷åðåç 0.5 ÷
ïîñëå îáëó÷åíèÿ, êàê è â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ VH-10;
÷åðåç 1 ÷ êàðòèíà òàêæå ñîîòâåòñòâóåò êîíòðîëþ (ðèñ. 6,
á, â). Ðàçëè÷èÿ ïîÿâëÿþòñÿ ïðè ïðîäîëæåíèè íàáëþ-
äåíèÿ. Â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ VH-10 óæå ÷åðåç 1.5 ÷ ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð íà÷èíàåòñÿ âîçâðàùåíèå ê èí-
òàêòíîìó ñîñòîÿíèþ (ðèñ. 1, ã), à â êëåòêàõ AT1SP ñâå-
÷åíèå îñòàåòñÿ íà òîì æå óðîâíå, ÷òî è ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå îá-
ëó÷åíèÿ (ðèñ. 5, ã). Â êëåòêàõ AT2SP, AT5BR, AT6BR
è AT4BI ÷åðåç 1.5 ÷ òàêæå ñîõðàíÿåòñÿ ñïåöèôè÷åñêîå
ñâå÷åíèå, ìîæåò áûòü, íåñêîëüêî ìåíåå èíòåíñèâíîå
è ãîðàçäî ñèëüíåå âûðàæåííîå â öèòîïëàçìå, ÷åì ÷åðåç

900 È. Ì. Ñïèâàê, Í. Â. Ñìèðíîâà è äð.
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Ðèñ. 1. Ôèáðîáëàñòû VH-10, îêðàøåííûå àíòèòåëàìè ê Ð53.

à — èíòàêòíûå êëåòêè, á — ÷åðåç 0.5 ÷, â — ÷åðåç 1 ÷, ã — ÷åðåç 1.5 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð.

Ðèñ. 2. Ôèáðîáëàñòû ÀÒ6ÂR, îêðàøåííûå àíòèòåëàìè ê Ð53.

Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.
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Ðèñ. 3. Ôèáðîáëàñòû ÀÒ5ÂR, îêðàøåííûå àíòèòåëàìè ê Ð53.

Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.

Ðèñ. 4. Ôèáðîáëàñòû ÀÒ4ÂI, îêðàøåííûå àíòèòåëàìè ê Ð53.
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1 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ (ðèñ. 2, ã; 3, ã; 5, ã). Òàêèì îáðàçîì,
ìû íàáëþäàåì äâà îñíîâíûõ ðàçëè÷èÿ âî âðåìåíè êàê
ïîÿâëåíèÿ, òàê è èñ÷åçíîâåíèÿ äåòåêòèðóåìîãî óðîâíÿ
P53 â èññëåäóåìûõ êëåòêàõ. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,
÷òî ïî÷òè âî âñåõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ÀÒ (êðîìå âàðèàíò-
íîé ôîðìû AT1SP) ñòàáèëèçàöèÿ P53 â ÿäðàõ êëåòîê äî-
ñòîâåðíî çàïàçäûâàåò íå ìåíåå ÷åì íà 0.5 ÷ ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëåì. Â òî æå âðåìÿ âî âñåõ áåç èñêëþ÷åíèÿ
èññëåäîâàííûõ ëèíèÿõ äåòåêòèðóåìîå êîëè÷åñòâî P 53 â
ÿäðàõ ñîõðàíÿåòñÿ äîëüøå. Ýòè îñîáåííîñòè ñòàáèëèçà-
öèè áåëêà P53 ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû êàê äîïîëíèòå-
ëüíûå õàðàêòåðèñòèêè, ïîçâîëÿþùèå â ñëîæíûõ ñëó÷àÿõ
óòî÷íÿòü äèàãíîç ÀÒ.

Îáñóæäåíèå

Ãåí ATM êàðòèðîâàí â 11q23 è êîäèðóåò áåëîê ñ
ìîë. ìàññîé 350.6 êÄà, ñîäåðæàùèé 66 ýêçîíîâ (Savitsky
et al., 1995). Ýòî îòêðûòèå ïîäòâåðäèëî íàëè÷èå òîëüêî
îäíîãî ãåíà ATM è ïîêàçàëî, ÷òî îïèñàííûå ðàíåå ðàç-
ëè÷íûå ãðóïïû êîìïëåìåíòàöèè ÀÒ ÿâëÿþòñÿ àðòåôàê-
òîì è ñâèäåòåëüñòâóþò òîëüêî î áîëüøîì èíäèâèäóàëü-
íîì ðàçíîîáðàçèè äàííîãî çàáîëåâàíèÿ íà êëåòî÷íîì
óðîâíå. Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè îáíàðóæåíî îêîëî 80 ìó-
òàöèé, ïðèâîäÿùèõ ê èíàêòèâàöèè ãåíà ATM è ðàçâèòèþ
ÀÒ, è íåñêîëüêî ìåíüøåå ÷èñëî õàðàêòåðíûõ äëÿ ðàçëè÷-
íûõ ïîïóëÿöèé ïîëèìîðôèçìîâ, íå âëèÿþùèõ íà àêòèâ-
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Ðèñ. 5. Ôèáðîáëàñòû ÀÒ2SP, îêðàøåííûå àíòèòåëàìè ê Ð53 (à—ã) è àíòèòåëàìè ê HSp70.

ä — êëåòêè ÷åðåç 0.5 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ; îêðàñêà àíòèòåëàìè ê HSp70.
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íîñòü áåëêà ATM (Sandoval et al., 1999). Òàêèì îáðàçîì,
ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ñëîæèëîñü ïðåäñòàâëåíèå î òîì,
÷òî âûñîêàÿ âàðèàáåëüíîñòü ñòåïåíè âûðàæåííîñòè ðàç-
ëè÷íûõ êëèíè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ ÀÒ âñå æå îñíîâàíà íà
ìóòàöèÿõ â îäíîì ãåíå, ïðîäóêò êîòîðîãî âîâëå÷åí âî
ìíîæåñòâî áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé. Èìåííî îò
ýòèõ âçàèìîäåéñòâèé è çàâèñÿò õàðàêòåð è òÿæåñòü çàáî-
ëåâàíèÿ â êàæäîì êîíêðåòíîì ñëó÷àå.

Ðàíåå ìíîãèìè àâòîðàìè áûëà îïèñàíà îñîáàÿ ãðóï-
ïà áîëüíûõ ÀÒ, ïîëó÷èâøàÿ íàçâàíèå ÀÒ-âàðèàíò, â êî-
òîðîé ïðè ÿâíûõ êëèíè÷åñêèõ ïðèçíàêàõ çàáîëåâàíèÿ
÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè
áûëà âûðàæåíà äîñòàòî÷íî ñëàáî, ïðè ýòîì è ñàìè êëè-
íè÷åñêèå ñèìïòîìû çàáîëåâàíèÿ áûëè ìÿã÷å. Â íåêîòî-
ðûõ øòàììàõ êëåòêè ìîãëè ñîõðàíÿòü õàðàêòåðíóþ äëÿ
ÀÒ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè ïî êðè-
òåðèþ âûæèâàåìîñòè ôèáðîáëàñòîâ è ïðè ýòîì èìåëè
ðåçêî ñíèæåííóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ïî êðèòåðèþ õðîìî-
ñîìíûõ àáåððàöèé â ëèìôîöèòàõ. Â äðóãèõ ñëó÷àÿõ áûëà
îïèñàíà è áîëåå âûñîêàÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëàññè÷åñêîé
ôîðìîé ÀÒ âûæèâàåìîñòü ôèáðîáëàñòîâ ïîñëå äåéñòâèÿ
èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè (Taylor et al., 1996). Äâà áðàòà
èç îäíîé àíãëèéñêîé ñåìüè ñ ÿðêî âûðàæåííûìè ñèìï-
òîìàìè ÀÒ èìåëè õîòÿ è ñíèæåííóþ ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì, íî íà ïîðÿäîê áîëåå âûñîêóþ âûæèâàåìîñòü
êëåòîê, ÷åì â ñëó÷àÿõ îáû÷íûõ áîëüíûõ ÀÒ. Ïðè÷åì
îäíà è òà æå ìóòàöèÿ (âûïàäåíèå 3 àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ â ïîëîæåíèè 1198—1200) íàáëþäàëàñü ó ýòèõ
ñèáñîâ AT1ABR è AT2ABR (ðàíåå îòíîñèìûõ ê ãðóïïå
êîìïëåìåíòàöèè D) è áîëüíîãî AT2BR, ðàíåå îòíîñèìî-

ãî ê ãðóïïå êîïëåìåíòàöèè C è èìåâøåãî êðàéíå âûñî-
êóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ã-îáëó÷åíèþ (Savitsky et al.,
1995). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî áîëåå íèçêàÿ ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ îáû÷íîé äëÿ ÀÒ ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ÀÒ-âà-
ðèàíò ê îáëó÷åíèþ ñâÿçàíà ñ êàêèìè-òî ýïèãåíåòè÷åñêèìè
ïðîöåññàìè â êëåòêàõ êîíêðåòíûõ áîëüíûõ, à íå ñ îïðåäå-
ëåííûìè ìóòàöèÿìè â ñàìîì ãåíå ATM. Ê òîìó æå ïîñëåä-
íèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî áåëêè åùå îäíîé ðåïà-
ðàòèâíîé ñèñòåìû — êîððåêöèè íåñïàðåííûõ îñíîâàíèé
(MMR) — íàïðÿìóþ âîâëå÷åíû â àêòèâàöèþ ATM. Îáíà-
ðóæåíî, ÷òî ñðàçó ïîñëå äåéñòâèÿ èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè
MLH1 ñâÿçûâàåòñÿ ñ ATM, à MSH2 — ñ CHK2 (Brown et
al., 2003). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñèñòåìà ðåïàðàöèè
íåñïàðåííûõ îñíîâàíèé ðàñïîçíàåò ïîâðåæäåíèÿ, âûçâàí-
íûå èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèåé, îáðàçóÿ ìîëåêóëÿðíûå
«ñòðîèòåëüíûå ëåñà», êîòîðûå ïîçâîëÿþò ATM ôîñôîðè-
ëèðîâàòü CHK2, àêòèâèðóÿ òàêèì îáðàçîì ÷åêïîéíò S-ôà-
çû, ò. å. äëÿ áûñòðîé ðåàêöèè ATM íà îáëó÷åíèå íåîáõîäè-
ìà è íîðìàëüíàÿ àêòèâíîñòü ñèñòåìû MMR.

Âåðîÿòíî, èìåííî ê ñëó÷àþ ÀÒ-âàðèàíò îòíîñÿòñÿ
èçó÷àåìûå íàìè AT2SP è AT1SP. Ïî êðàéíåé ìåðå, òàêî-
âî ìíåíèå îá ýòîì îäíîãî èç âåäóùèõ ñïåöèàëèñòîâ ïî
àòàêñèè ïðîô. Êîëèíà Àðëåòòà (C. Arlett) èç Óíèâåðñèòå-
òà ãðàôñòâà Ñàññåêñ, ñ êîòîðûì ìû îáñóæäàëè íàøè ðå-
çóëüòàòû. Â íàøåé ëàáîðàòîðèè Èãóøåâîé ñ ñîàâòîðàìè
(1999) áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ øòàììà AT2SP çàòðî-
íóòû ïðîöåññû ïðåèìóùåñòâåííîé ðåïàðàöèè òðàíñêðèáè-
ðóåìûõ ãåíîâ òðàíñêðèáèðóåìîé íèòè ÄÍÊ ïîñëå äåéñò-
âèÿ èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè. Ê ñîæàëåíèþ, òàêèå êðàéíå
èíòåðåñíûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû òîëüêî íà ýòèõ
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Ðèñ. 6. Ôèáðîáëàñòû ÀÒ1SP, îêðàøåííûå àíòèòåëàìè ê Ð53.
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êëåòêàõ, è ïî ýòîìó êðèòåðèþ AT2SP íåâîçìîæíî ñðàâíèòü
ñ äðóãèìè øòàììàìè. Äëÿ øòàììà AT1SP ïîäîáíûõ äàí-
íûõ íåò. Âñå ðàíåå ïîëó÷åííûå â íàøåé ëàáîðàòîðèè ðå-
çóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò, ÷òî øòàìì AT1SP åùå íåñêîëüêî
ìåíåå ÷óâñòâèòåëåí ê èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè, ÷åì
AT2SP, õîòÿ è ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ìû èìååì äåëî ñ
íàñòîÿùåé ÀÒ (Õîìàñóðèäçå è äð., 1999).

Ïîÿâëåíèå âî âñåõ áåç èñêëþ÷åíèÿ êëåòêàõ ÀÒ äå-
òåêòèðóåìûõ êîëè÷åñòâ P53 óæå ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå ã-îáëó-
÷åíèÿ ïîäòâåðæäàåò ñëîæèâøååñÿ â íàóêå ïðåäñòàâëåíèå
î òîì, ÷òî ôóíêöèþ ATM ïî ôîñôîðèëèðîâàíèþ P53 ÷å-
ðåç êàêîå-òî âðåìÿ ñïîñîáíà âçÿòü íà ñåáÿ ðîäñòâåííàÿ
åé ïðîòåèíêèíàçà ATR. Âðåìÿ, íà êîòîðîå ðåàêöèÿ êëå-
òîê äèêîãî òèïà îòëè÷àåòñÿ îò ðåàêöèè ÀÒ-êëåòîê, êàê
ðàç è õàðàêòåðèçóåò îòñòàâàíèå äåéñòâèÿ îäíîé ïðîòåèí-
êèíàçû îò äðóãîé. Â íàøèõ îïûòàõ îíî îêàçàëîñü ðàâíî
ïðèáëèçèòåëüíî 1 ÷. Â ñëó÷àå AT1SP, êîãäà äåòåêòèðóå-
ìûå êîëè÷åñòâà P53 íàáëþäàþòñÿ ðàíüøå, ìû ìîæåì
ïðåäïîëàãàòü íàëè÷èå êàêîãî-òî ñïåöèôè÷åñêîãî äëÿ
äàííîãî èíäèâèäóóìà ìåõàíèçìà, íàïðèìåð, ïîçâîëÿþ-
ùåãî ATR áîëåå ðàííåå ôîñôîðèëèðîâàíèå P53 è òàêèì
îáðàçîì ïðèâîäÿùåãî ê ôîðìèðîâàíèþ äàííîãî ôåíîòè-
ïà ÀÒ-âàðèàíò.

Óäëèíåíèå âðåìåíí �îãî ïðîìåæóòêà, â òå÷åíèå êîòî-
ðîãî íàáëþäàåòñÿ ïîâûøåííîå êîëè÷åñòâî áåëêà P53,
õàðàêòåðíîå äëÿ âñåõ èçó÷åííûõ ÀÒ-êëåòîê, ïîêàçûâàåò,
÷òî ðîëü áåëêà ATM â åãî âçàèìîäåéñòâèè ñ P53 íå îãðà-
íè÷èâàåòñÿ òîëüêî ïåðâûìè ìèíóòàìè ïîñëå ïîâðåæäå-
íèÿ. Âåðîÿòíî, äëèòåëüíîñòü ñòàáèëèçàöèè áåëêà P53
ìîæåò áûòü ñâÿçàíà íå òîëüêî ñ ôîñôîðèëèðîâàíèåì ñà-
ìîãî P53 ïî ñåðèíó-15 è ñåðèíó-20, ïðèâîäÿùèì ê åãî
àêòèâàöèè è âûñâîáîæäåíèþ èç êîìïëåêñà ñ MDM2, íî
çàâèñèò è îò ôîñôîðèëèðîâàíèÿ äðóãèõ áåëêîâ, ïîääåð-
æèâàþùèõ àðåñò êëåòî÷íîãî öèêëà è àêòèâàöèþ ñèñòåì
ðåïàðàöèè ÄÍÊ.

Àâòîðû ïðèíîñÿò áëàãîäàðíîñòü ïðîô. Àäå Êîëüìàí
(Ñòîêãîëüìñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, Øâåöèÿ)
è ïðîô. Àëàíó Ëåìàíó (Òðàôôîðä-öåíòð Óíèâåðñèòåòà
ãðàôñòâà Ñàññåêñ, Âåëèêîáðèòàíèÿ) çà ëþáåçíî ïðåäî-
ñòàâëåííûå êëåòî÷íûå ëèíèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
03-04-49451) è ïðîãðàììû «Áèîëîãè÷åñêèå íàóêè — ìå-
äèöèíå» ïðåçèäèóìà ÐÀÍ (2004—2005).
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SOME STABILIZATION FEATURES OF P53 PROTEIN IN GAMMA-IRRADIATED CELLS

OF PATIENTS WITH ATAXIA-TELANGIECTASIA
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Stabilization of P53 protein in cells isolated from patients with a grave hereditary disease ataxia-telangiec-
tasia (AT), characterized by strongly enhanced sensitivity to ionizing radiation and impairment of cell cycle
control after DNA damage, was studied. The level of expression of these reactions by patients may vary, and it
tends to be linked with the severity of the disease. In all AT strains studied, both acquired by the authors and ob-
tained from foreign colleagues, we observed the alteration of timing and character of stabilization of P53 prote-
in, after the action of ionizing radiation in sublethal dosage, as compared to that in cells from healthy donor.
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